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SINTESIS
El rayado negro de la hoja causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis Morelet
[anamorfo: Pseudocercospora fijiensis (Morelet) Deighton], se considera la enfermedad
foliar mas destructiva y costosa de los cultivos de bananos y platanos. En el presente
trabajo, para la identificacion de genes asociados con la resistencia a esta enfermedad, se
construyd una biblioteca de &cido desoxiribonucleico complementario (ADNCc) del tipo
sustractiva, en el cultivar resistente ‘Calcutta 4’ (Musa AA) frente a M. fijiensis y se
obtuvieron secuencias blanco expresadas (ESTs, del inglés: Expressed Sequence Tags) las
cuales se ubicaron en las categorias funcionales: fotosintesis y energia, estrés oxidativo,
metabolismo, mantenimiento celular, transporte, elementos transponibles, defensa, destino
de proteinas, transduccion de sefiales y trafico intracelular. Se realiz6 un estudio de
expresion por PCR en tiempo real en la interaccion incompatible “Calcutta 4’-M. fijiensis y
en la compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis a diferentes dias posteriores a la inoculacion,
que incluyo ESTs de la biblioteca y otras derivadas de la ruta de fenilpropanoides. Los
perfiles de expresion de genes obtenidos en la interaccion incompatible evidenciaron una
rapida respuesta, caracterizada por la activacion del metabolismo, la produccion de
compuestos fenolicos y de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés: Reactive Oxygen
Species). Al parecer, una explosion oxidativa en un estadio temprano de la infeccién podria
estar asegurando los niveles de ROS, para desencadenar una defensa efectiva, lo cual
coincidié con la maxima acumulacién del anion superoxido y de actividad peroxidasa. En
la interaccion compatible los niveles de cambio de los genes podria no garantizar la
resistencia de las plantas. Los resultados alcanzados con el estudio a nivel molecular de la
interaccion, aportaron nuevos elementos relacionados con la respuesta de defensa en

plantas de banano ante la infeccion con este patdgeno.



L. INTRODUCCION. ... ...ttt et et e e e e 1

2. REVISION BIBLIOGRAFICA ... ..o e 6
P Y [V S B o] o F PP PP 6
2.1.1. Importancia de los bananos y platanos..............c.cccvevieeieiiinecnne 6
2.1.2.0rigen y distribUCION.......ooivn e e 6
2.1.3. Taxonomiay diversidad genética............ocoveiiiiiie i, 6

2.1.4. Caracteristicas del banano silvestre diploide ‘Calcutta 4’ (Musa

acuminata ssp. burmanniCoides)........c.veviuiieiiiiiien e 7
2.1.5. Enfermedades en MUSA SPP ... ..ucenen e et e e e e 8
2.2. Enfermedad del rayado negro de la hojaen Musa spp..........c..co..... 9
2.2.1. Agente Causal... ... ..o 9
2.2.2.0rigen Y distribUCION... ..ot e 9
2.2.3. Modo de infeccion y sintomatologia..........cccoevviiiin i 10
224, EPIfitiolOgia. .. cov e s 12
2.2.5. Medidas de CoNtrol....... ... 12
2.3. Interaccion planta-microorganismo............ovveieviieeiie e 15
2.3.1. Elementos de la interaccion planta-microorganismo....................... 15
2.3.2. Importancia del estudio molecular de efectores y proteinas R............ 18
2.3.3. Resistencia INAdUCTAA. .. ....o.vu e 18
2.4. Interaccion Musa spp.-M. fijiensis..........ccoii i i, 22
2.4.1. Tipos de INteraCCiON. .. ... ououi it ee e 22
2.4.2. Genética de la resistencia propuesto para cultivares resistentes en
LU= ] o] o PPN 23
2.4.3. Herramientas moleculares y bioinformaticas en el estudio del género
LU= ] o] o PP 23
2.5. Avances en el mejoramiento genético de Musa spp. relacionado con la
enfermedad del rayado negrode lahoja.............c.ocooiiiiits 26
3. MATERIALES Y METODOS......iiiiiiiieiee e e, 29

3.1. Identificacion de transcriptos de genes expresados en plantas de
‘Calcutta 4’ en un estadio temprano de la infeccion con M. fijiensis..... 29



3.1.1. Construccién de una biblioteca SSH..........cccoiiiiiiii i
3.1.2. Secuenciacién y analisis de la biblioteca SSH..............................
3.2. Andlisis cuantitativo de la expresion de las ESTs seleccionadas de la
biblioteca SSH obtenida a partir de plantas de ‘Calcutta 4’
inoculadas con M. fiJIeNnSiS........cooe i
3.2.1. Determinacion de compuestos bioquimicos relacionados con el estrés
oxidativo, en plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’ inoculadas con
ML FIBNSIS. .. e s
3.3. Anélisis cuantitativo de la expresion de genes involucrados en la
biosintesis de compuestos fenilpropanoides................ccooeveviiiiinnns
4. RESULTADOS Y DISCUSION.......ciuitiiiiieiie e,
4.1. Obtencidn de transcriptos de genes expresados en plantas de
‘Calcutta 4’ en un estadio temprano de la infeccién con M. fijiensis...
4.1.1. Construccion de una biblioteca SSH............ccooiiiiiiii i,
4.1.2. Secuenciacion y andlisis de la bibliotecaSSH......................o.ee
4.2. Analisis cuantitativo de la expresion de las ESTs seleccionadas de la
biblioteca SSH obtenida a partir de plantas de ‘Calcutta 4’
inoculadas con M. FIJIENSIS... ..ot e
4.2.1. Determinacion de compuestos bioquimicos relacionados con el estrés
oxidativo, en plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’ inoculadas con
R =T ]
4.3. Analisis cuantitativo de la expresion de genes involucrados en la
biosintesis de compuestos fenilpropanoides..............cccoovviii i,
5. CONCLUSIONES. .. ..ttt e e e e e e e e e e
6. RECOMENDACIONES. ... .o e e e e e e e
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
8. ANEXOS

37

41

43
44

55

69



Introduccion

1. INTRODUCCION

Los bananos y platanos (Musa spp.) constituyen el alimento fundamental para alrededor de
400 millones de personas en el mundo. Se cultivan en mas de 100 paises en regiones
tropicales y subtropicales y su produccion anual estimada es superior a los 140 millones de
toneladas (FAOSTAT, 2011).

El rayado negro de la hoja, también conocida como Sigatoka negra, causada por el
ascomiceto Mycosphaerella fijiensis Morelet [anamorfo: Pseudocercospora fijiensis
(Morelet) Deighton], se considera la enfermedad foliar méas destructiva y costosa de los
cultivos de bananos y platanos a nivel mundial.

Su aparicion en Cuba, descrita por Vidal (1992), tuvo un gran impacto econémico debido al
incremento de los costos de produccién de estos cultivos, fundamentalmente por el uso de
fungicidas para su control (Pérez et al., 2003).

Teniendo en cuenta los dafios que ocasiona el uso de productos quimicos, el incremento de
la resistencia del hongo a algunos fungicidas (Romero y Sutton, 1997) ademas de, la
complejidad genética de la resistencia en Musa spp. a M. fijiensis (Craenen y Ortiz, 1996) y
las dificultades que se presentan en el mejoramiento genético de los cultivos por su
esterilidad y triploidia, resulta necesario encontrar alternativas sostenibles para el manejo
de la enfermedad. Para lograr este proposito el estudio a nivel molecular de la interaccion,
mediante la bldsqueda de genes candidatos relacionados con la resistencia, para su
utilizacion en la Ingenieria Genética, seria una opcién promisoria.

El desarrollo alcanzado en la biologia molecular y sus técnicas, en combinacion con el

analisis bioinformatico y la nueva era en la secuenciacion, han contribuido al conocimiento
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de la interaccion. A pesar de estos esfuerzos ain no se ha realizado una caracterizacion
extensiva de la misma a nivel molecular.

Los estudios a nivel transcriptdémico para la obtencion de los perfiles de expresion de genes
en plantas, relacionados con la patogénesis, constituyen una de las vias utilizadas para la
seleccion de genes candidatos para analisis funcionales (Carpentier et al., 2008).

En la interaccion Musa spp.-M. fijiensis, los analisis de expresion de genes se han realizado
en cultivares (cv.) con diferentes niveles de resistencia a la enfermedad del rayado negro de
la hoja, aunque estos aln resultan limitados. Portal et al. (2011) investigaron la respuesta de
defensa de plantas susceptibles de M. acuminata subgrupo Cavendish cv. ‘Grande naine’
(Musa AAA), en un estadio tardio de la infeccion con M. fijiensis, a partir de la creacion de
una biblioteca de &cido desoxiribonucleico complementario (ADNCc) del tipo sustractiva por
supresion (SSH, del inglés: Suppression Subtractive Hybridization) y otra de cadena
completa ademas de, utilizar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés:
Polymerase Chain Reaction) en tiempo real. Por su parte, Passos et al. (2012) examinaron
las bibliotecas completas creadas en plantas inoculadas con M. fijiensis de M. acuminata
L.A. Colla subsp. burmannicoides E.A. del cv. resistente ‘Calcutta 4’ (Musa AA) y del cv.
‘Grande naine’ y D'Hont et al. (2012) las creadas en los cultivares con genotipo (Musa AA)
en M. acuminata ssp. malaccensis var. Pahang (‘DH Pahang’) (resistente), ‘Pisang madu’
(parcialmente resistente) y ‘Pisang pipit’ (susceptible) con la técnica de secuenciacion de
acido ribonucleico mensajero (ARNm) de alto procesamiento (RNA-Seq, del inglés: High-
Throughput mRNA Sequencing).

Las investigaciones desarrolladas generaron un recurso transcriptomico valioso para el

estudio en M. acuminata sin embargo, no se avanzo en el estudio de la expresién de genes
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durante la respuesta de cultivares resistentes en un estadio temprano de la infeccion, lo cual
se considera la mejor opcion para encontrar genes relacionados con la resistencia a M.
fijiensis. Los estudios mencionados no profundizaron en este aspecto ya que Portal et al.
(2011) obtuvieron la expresion tardia de genes en una interaccion compatible. D'Hont et al.
(2012) informaron la activacion de genes en diferentes cultivares de Musa spp. a los 10 y
16 dias posteriores a la inoculacion (dpi) y Passos et al. (2012) solo determinaron la
expresion por Northern blot de los genes Mt (Metalotionina), Pox (Peroxidasa) y Oxo
(Oxalato oxidasa) relacionados con la defensa en plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’
ante M. fijiensis.

En general, se necesita mayor informacion acerca de los genes pertenecientes a rutas
metabolicas implicadas en la respuesta de defensa de la planta frente a patdgenos. Se
plantea que el desarrollo de plantas resistentes, por medio de la modificacion genética, via
transformacién de plantas, es una de las estrategias mas promisoria para el manejo
sostenible de la enfermedad a largo plazo.

Por los motivos anteriormente planteados resulta de gran interés profundizar en el estudio
de la interaccion M. acuminata-M. fijiensis, a partir del anéalisis de la expresion de genes a
diferentes dpi, lo cual podria contribuir a un mejor entendimiento de las bases moleculares
que definen esta interaccion.

El banano ‘Calcutta 4* es ampliamente utilizado en los programas de mejoramiento
genético como fuente de resistencia a patoégenos fungicos, por su resistencia estable ante M.
fijiensis. Ademas, se ha utilizado en el descubrimiento de genes candidatos de resistencia

(Azhar y Heslop-Harrison, 2008) y se cree que tiene una respuesta similar a la hipersensible
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(Cavalcante et al., 2011; Torres et al., 2012). Sin embargo, hasta el presente esta hipdtesis
aun no ha sido demostrada a nivel molecular.

Tomando en consideracion la importancia de la enfermedad del rayado negro de la hoja, las
caracteristicas del proceso infeccioso y la necesidad de caracterizar a nivel molecular
nuevas fuentes de resistencia para su inclusion en los programas de mejoramiento genético
del cultivo es que se propone la siguiente hipdtesis:

La caracterizacion molecular de la interaccién M. acuminata-M. fijiensis a partir de la
identificacion de genes y su expresion en el cultivar resistente ‘Calcutta 4’ en
respuesta a la infeccion, contribuirdA a un mejor entendimiento de las bases
moleculares de la resistencia al rayado negro de la hoja en banano.

Y para demostrar o refutar la misma se propusieron los siguientes objetivos:

Objetivo general

Caracterizar molecularmente la interaccion M. acuminata-M. fijiensis, para lograr un mejor
entendimiento de la resistencia de Musa spp. a la enfermedad del rayado negro de la hoja.
Objetivos especificos

1.- Identificar ESTs expresadas diferencialmente en plantas de ‘Calcutta 4’ en un estadio
temprano de la infeccidn con M. fijiensis.

2.- Establecer los perfiles de expresion de ESTs que se corresponden con genes
relacionados con el metabolismo primario, metabolismo secundario y el estrés oxidativo, en
plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’ frente a la infeccion con M. fijiensis.

3.- Determinar mediante PCR en tiempo real los perfiles de expresion de genes
relacionados con la sintesis de compuestos fenilpropanoides, en plantas de ‘Calcutta 4’ y

‘Grande naine’ frente a la infeccion con M. fijiensis.
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Novedad cientifica: Se realizo la identificacion de genes y rutas metabdlicas asociadas con
la respuesta de las plantas de ‘Calcutta 4 ante la infeccion con este patogeno. Se
profundizo en las bases moleculares de la interaccion, mediante el anélisis de expresion por
PCR en tiempo real de ESTs seleccionadas de una biblioteca SSH creada en “‘Calcutta 4’ en
un estadio temprano de la infeccion con M. fijiensis y de otras de interés relacionadas con la
biosintesis de compuestos fenilpropanoides, tanto en la interaccion incompatible ‘Calcutta
4’-M. fijiensis como en la compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis. A pesar de la
complejidad de las rutas metabdlicas que intervienen durante una interaccion planta-
patdgeno, los resultados alcanzados con el analisis de ESTs aportaron nuevos elementos
que contribuiran con la caracterizacion molecular del patosistema.

Valor préactico: Se identificaron secuencias de genes relacionados con la resistencia de
plantas de ‘Calcutta 4’ a M. fijiensis, las cuales estardn disponibles a la comunidad
cientifica internacional, para su utilizacién en los programas de mejoramiento genético en
Musa spp.

Valor metodoldgico: Los estudios desarrollados constituyen un aporte al conocimiento y al
entendimiento de la respuesta de M. acuminata en un estadio temprano de la infeccion con
M. fijiensis. Ademas, se dispondra de nuevas metodologias para el estudio de la interaccion

Musa spp.-M. fijiensis.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Musa spp.

2.1.1. Importancia de los bananos y platanos

Los bananos y platanos (Musa spp.) se cultivan en mas de 100 paises en regiones
tropicales y subtropicales en un &rea cercana a los 10 millones de hectareas y su
produccion mundial va en ascenso, aproximadamente 140 millones de toneladas en el

afio 2011 (FAOSTAT, 2011).
2.1.2. Origen y distribucion

Los bananos y platanos son nativos del sudeste asiatico y se considera a la peninsula
Malaya o a Indonesia, como posible centro de diversidad (Simmonds, 1962), asi como
de origen primario tanto de M. balbisiana como de M. acuminata, cuyos cruzamientos
dieron origen a todos los cultivares comestibles conocidos en América (Jones, 2000).

La evolucion de los cultivares desde las especies silvestres, asi como su expansion
desde el Sudeste de Asia fue descrita por Simmonds (1962). Los bananos y platanos
fueron introducidos a las Islas Canarias por los portugueses y de ahi pasé al Nuevo
Mundo. Se atribuye a Fray Tomas de Berlanga, obispo de Panama y descubridor de las
Islas Galédpagos, el traslado de la banana dulce desde las Islas Canarias a Santo
Domingo en el afio 1516 y de ahi hacia otras regiones como el Caribe y posteriormente

al continente americano (Mourichon y Fullerton, 1990).
2.1.3. Taxonomia y diversidad genética

La familia Musaceae incluye los géneros Musa, Ensete y Musella y pertenece al orden
Zingiberales. La primera clasificacion del género Musa spp. aparecio a finales del siglo
XIX (Baker, 1893). Cheesman (1947) dividi6 el género en cuatro secciones:

Australimusa, Callimusa, Eumusa y Rhodochlamys, basado en el nimero de
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cromosomas Y en las caracteristicas morfoldgicas. Mas adelante, Argent (1976) propuso
incluir una nueva seccion llamada Ingentimusa, para clasificar las especies de Musa con
un nimero de cromosomas diferente.

Las Musaceas, son monocotiledéneas con un namero cromosémico basico en el género
Musa spp. (seccion Eumusa) de n=11 y comprende todos los bananos y platanos
comestibles. Estos tuvieron su origen en las especies diploides M. acuminata Collay M.
balbisiana Colla. La ploidia y el genoma de cada cultivar esta representado con A para
indicar la procedencia de M. acuminata y B de M. balbisiana (2n=2x=22
respectivamente). De esta forma, las letras A y B permiten la clasificacion e
identificacion de genotipos, en dependencia de la distribucién del genoma (D'Hont et
al., 2000). Entre los bananos cultivados se encuentran los cv. diploides AA y triploides
AAA, mientras que los platanos son hibridos AAB entre las dos especies ancestrales
(Simmonds, 1962). También existen triploides ABB, BBB vy tetraploides AAAA,

AAAB y AABB (Sandoval y Muller, 1999).

2.1.4. Caracteristicas del banano silvestre diploide ‘Calcutta 4’ (Musa acuminata

ssp. burmannicoides)

Segun Pulseglove (1972), los diploides silvestres como ‘Calcutta 4’ (M. acuminata L.A.
Colla subsp. burmannicoides E.A.) se originaron de la especie M. acuminata Colla y
tiene su centro de diversidad en el oeste de Malasia.

Esta subespecie se considera una linea pura, cuyas caracteristicas de desarrollar racimos
con frutos pequefios y semillas, no es transmitida a la progenie tetraploide mejorada
(Swennen y Vuylsteke, 1993). Ademas, presenta una resistencia estable ante M. fijiensis
razon por la cual ha sido empleada en los programas de mejoramiento genético

manejados por la Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA) y por el
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Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA) como fuente de resistencia a
patdgenos fungicos de los cuales se generaron hibridos e informacion valiosa.

El banano ‘Calcutta 4’ también se ha utilizado como modelo en estudios de gendmica
funcional (Santos et al., 2005) y comparativa (Lescot et al., 2008) y en el
descubrimiento de genes candidatos de resistencia (Azhar y Heslop-Harrison, 2008) y se
cree gue tiene una respuesta similar a la hipersensible (Cavalcante et al., 2011; Torres et

al., 2012)
2.1.5. Enfermedades en Musa spp.

Los bananos y platanos son susceptibles a un elevado numero de plagas y
enfermedades. Entre las principales enfermedades que los afectan estan: el Mal de
Panama causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense Snyder y Hanson (Ploetz,
1994), el Virus del cogollo racemoso en bananos (BBTV, del inglés: Banana Bunchy
Top Virus), el marchitamiento bacteriano producido por la bacteria Xanthomonas
campestris pv. musacearum (Ploetz, 2004b) y la enfermedad del moko (Ralstonia
solanacearum) (Hayward, 2006). Dentro de las plagas esta la afectacion por nematodos
barrenadores (Radopholus similis (Cobb) Thorne) (Marin et al., 2003) y por el picudo
negro Cosmopolites sordidus Germar (Kiggundu et al., 2003).

Sin embargo, las enfermedades mas importantes son las manchas foliares producidas
por Mycosphaerella spp., entre ellas: M. musicola R. Leach (anamorfo:
Pseudocercospora musae (Zimm.) Deighton), produce la Sigatoka amarilla; M. fijiensis
Morelet (anamorfo: Pseudocercospora fijiensis (Morelet) Deighton), que ocasiona la
enfermedad del rayado negro de la hoja y M. eumusae (anamorfo: Pseudocercospora

eumusae (Zimm) Deighton, que produce la mancha foliar eumusae. Todas ellas
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producen sintomas muy similares en las hojas infectadas, por lo que se les denomina el

complejo Sigatoka (Jones, 2003).
2.2. Enfermedad del rayado negro de la hoja en Musa spp.
2.2.1. Agente causal

La enfermedad del rayado negro de la hoja es causada por el hongo M. fijiensis cuyo
ciclo de vida se caracteriza por dos estados: perfecto (teleomorfo) e imperfecto
(anamorfo) (Alexoupoulos y Mims, 1979).

Teleomorfo: Clase: Dothideomycete, Subclase: Euascomyceta, Orden: Capnodiales,
Familia: Mycosphaerellaceae, Género: Mycosphaerella, Especie: fijiensis.

Anamorfo: Clase: Deuteromycetae, Subclase: Hyphomycetae, Orden: Hyphomycetales,
Familia: Dematiaceae, Género: Pseudocercospora, Especie: fijiensis.

Estudios citoldgicos realizados por Lepoivre et al. (2003) demostraron que M. fijiensis
es un patdgeno fungico biotréfico en los primeros estadios, que coloniza los espacios
intercelulares sin la formacién de haustorios. Una vez que ocurre la penetracion del
patdgeno por los estomas, las hifas crecen entre las células dentro del tejido, el cual se
torna necrético. Posteriormente, el hongo comienza a crecer saprofiticamente en el
tejido muerto, clasificindose como hemibidtrofico por su compleja interaccion con el

hospedante.
2.2.2. Origen y distribucion

La enfermedad del rayado negro de la hoja se reconocié como nueva en 1963, en el
sureste de Viti Levu a 60 km del Valle de Sigatoka en Fiji, donde la Sigatoka amarilla
ya habia sido descubierta en 1902 (Rhodes, 1964). Sin embargo, examenes en
especimenes de herbarios indicaron que probablemente estuvo presente en otras areas
de Asia y el Pacifico antes de 1963 (Long, 1979).

9
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Los primeros informes de la presencia de M. fijiensis fuera del continente asiatico y las
Islas del Pacifico se realizaron en Honduras (1972), Costa Rica en 1979, México y a
través de América Central en 1980 (Stover, 1980). Posteriormente, se evidencio su
presencia en Colombia y Ecuador para el afio 1987 (Stover y Simmonds, 1987) y en
Cuba en 1990 (Vidal, 1992). En América del Sur, los sintomas fueron primeramente
descubiertos en Venezuela, e Islas del Caribe en 1991 (Martinez, 1997), Jamaica y
Republica Dominicana entre 1995-1996 y en Brasil en 1998 (Jones, 2000). En los
Estados Unidos se registro en la Florida en 1998 (Ploetz, 1999). En las Islas Galapagos
se encontro para el 2002 y a finales de ese afio aparecid por primera vez en un area de
produccion comercial cerca de Tully al norte de Queensland (Jacome, 2003). También,
se ha encontrado en Las Bahamas (Ploetz, 2004a), Puerto Rico en el 2006 (Irish et al.,
2006), San Vicente y las Granadinas y St. Lucia (Anonymous, 2010).

En Africa se reconocié por primera vez en Zambia en 1973 (Raemaekers, 1975).
Después, se expandié rapidamente por Africa Central y Oriental, Gabon en 1978
(Frossard, 1980), Gambia (1979), Cameroon (1980) y en Nigeria (1986) (Mourichon y
Fullerton, 1990). En el este de Africa la enfermedad fue primeramente identificada en
Zanzibar, Rwanda, Burundi y Tanzania (1987) (Sebasigari y Stover, 1988), siendo su

altimo hallazgo en Madagascar (2000).
2.2.3. Modo de infeccion y sintomatologia

En el hongo M. fijiensis las estructuras infectivas (ascosporas y conidios) en la
superficie de la hoja, penetran a través de los estomas después de 48 a 72 h con
temperaturas superiores a 20°C. Una vez que la hifa penetra ocurre la colonizacion de
las células adyacentes durante los primeros siete dias aproximadamente sin evidencia de

destruccion de estas. Cuando se establece la infeccion, una o més hifas vegetativas

10
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emergen desde los estomas ubicados en la parte abaxial de la hoja y se desarrollan a
través de la superficie de la hoja paralela a las nervaduras (Stover, 1980).

La enfermedad del rayado negro de la hoja fue descrita por primera vez por Rhodes
(1964), pero fueron Meredith y Lawrence (1969) quienes realizaron la descripcion
detallada de los sintomas. Posteriormente Fouré (1985) los redefinié y propuso seis
estadios de desarrollo de la enfermedad acorde con la evolucion de estos en plantas

adultas cultivadas en condiciones naturales (Tabla 1).

Tabla 1. Estadios de desarrollo de los sintomas de la enfermedad del rayado negro de la hoja en
condiciones de campo (Marin et al., 2003).

Meredith y Lawrence Fouré Descripcion
(1969) (1985)
Estado 1a Marcas despigmentadas (blanquecinas o amarillas)

--------- observadas solo por la parte abaxial de la hoja
Estado inicial de pecas Estado 1b  Pecas rojo parduscas en la parte abaxial de la hoja

Primer estado de rayas Estado2  Pecas rojo parduscas en en la parte abaxial y adaxial
de la hoja

Segundo estado derayas  Estado3  Rayas que cambian de rojizas a pardo oscuras

Primer estado de Estado4  Rayas pardo oscuras en la parte abaxial de la hoja y

mancha negras en la adaxial

Segundo estado de Estado5 Manchas pardo oscuras a negras con halo clorético

manchas

Tercer estado de Estado6  Manchas pardo oscuras a negras con centros secos de

manchas color gris

Fullerton y Olsen (1995) establecieron una escala para la evaluacion de la enfermedad a
partir de la inoculacion artificial de plantas en casa de cultivo. Estos autores solo
reconocieron cinco estadios. Finalmente, esta escala fue redefinida por Alvarado-Capd

etal. (2003) (Tabla 2).

11



Revision Bibliografica

Tabla 2. Escala descriptiva para la evaluacion del desarrollo de los sintomas en hojas de Musa
spp. inoculadas con Mycosphaerella fijiensis en casa de cultivo (Alvarado-Capé et al., 2003).

Estado Descripcion
Estado 0 Hoja sin sintoma
Estado 1 Hojas con pequefias lesiones puntiformes de coloracion rojiza por la parte

abaxial y sin sintoma en la adaxial

Estado 2 Hoja con manchas de contornos regulares o irregulares de coloracion pardo-
rojiza por la parte abaxial y sin sintoma en la adaxial

Estado 3 Hoja con manchas de contornos regulares o irregulares de coloraciéon pardo-
rojiza por la parte adaxial

Estado 4 Hojas con manchas negras (elipticas o circulares) con bordes cloréticos y halo
acuoso. La hoja mantiene éreas de tejido verde

Estado 5 Hojas con manchas negras con centros secos grises, las hojas pueden estar
completamente necrosadas y colgar del pseudotallo

2.2.4. Epifitiologia

En la diseminacion de la enfermedad del rayado negro de la hoja tienen un papel
fundamental las ascosporas y los conidios de M. fijiensis, aunque los conidios se
producen en menor cantidad (Burt, 2003). Meredith y Lawrence (1969) observaron que
las ascosporas eran producidas en el pseudotecio, en las lesiones maduras de las hojas
mas viejas 0 muertas de las plantas, tanto en la parte abaxial como adaxial (Figura 1).
Sin embargo, Gauhl et al. (2000), encontraron un mayor numero de pseudotecios en la
parte abaxial de las hojas.

El viento constituye el principal medio de dispersion del hongo desde la fuente de
inoculo primarias (hojas infectadas que liberan ascosporas y conidios), hacia las
principales regiones productoras de bananos y platanos (Meredith y Lawrence, 1970).
2.2.5. Medidas de control

Précticas culturales

Las labores culturales tienen un papel importante en eliminar o reducir las condiciones
Optimas para el desarrollo de la enfermedad del rayado negro de la hoja. Estas

12
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comprenden el control de malezas, la eliminacion de hojas secas, la regulacién de la
densidad de siembra, un eficiente drenaje en las plantaciones, la quema de hojas e
hijuelos infectados y evitar sembrar plantas en areas hiUmedas o cerca de areas con agua
permanente. Sin embargo, estas medidas son insuficientes cuando no se complementan

con el uso de fungicidas.

Los espermogonios fertilizan Ascosporas
hifas vecinas para producir
pseudotecios L
\‘ ' — Pseudotecio
) S . _
| ¢ JI:
@ 1 N T Las ascosporas son
Se producen ¥ espermogonio X G 7 - disaminaldas por el viento a
estructuras sexuales ¢ - pa— | ' largas distancia hasta una
en las lesiones “P'"““ 03 - nueva planta

maduras I, Los conidioforos infectan las
[ \;% é hojas a través de los eslomas

¥ ; Y 1 l;J. »
&Y\ oo S\
f y . (e (2 SO
f .',. % = ( “’l' ) - ¢
F &5 S0 Los conidioforos emergen a (LN | T

(% través del estoma ¥ producen
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expanden formando grandes L .
dreas de tefido necrotice o __;_,;?,.r,.._-_-. ——y

i Lk ascosporas infectan las hojas a
través de los estomas

Figura 1. Ciclo infeccioso de Mycosphaerella fijiensis en Musa spp. (Tomado de Bennett y
Arneson (2003)).

Control quimico

La enfermedad se controla basicamente por la aplicacion frecuente de fungicidas, ya
que otras alternativas no han brindado una proteccién adecuada en el contexto

productivo. Se emplean principalmente fungicidas protectores o de contacto

13



Revision Bibliografica

(ditiocarbamatos y clorotalonil) y fungicidas sistémicos (bencimidazoles, triazoles,
morfolinas y estrobilurinas), los cuales se alternan y los que tienen diferentes modos de

accion se rotan (Marin et al., 2003).
Control bioldgico

El control bioldgico de M. fijiensis ha recibido poca atencion. Sin embargo, la aparicion
de cepas del hongo resistentes a los fungicidas sistémicos tradicionales, asi como la
demanda mundial de producciones mas limpias, han incentivado los estudios acerca del
tema (Marin et al., 2003). Por ser M. fijiensis un patégeno foliar y la enfermedad
policiclica, la aplicacion de esta alternativa resulta dificultosa aunque se han utilizado
algunos géneros y especies bacterianas tales como: Pseudomonas, Serratia
entomophyla, S. marcescens y Bacillus cereus (Riveros et al., 2003). A escala comercial
solo existe un producto bioldgico elaborado a partir de B. subtilis, QST 713
(Serenade®), producido por AgraQuest Inc., con resultados discretos en el control del

patdgeno (Edgecomb y Manker, 2005).
Empleo de cultivares resistentes

La utilizacién de cultivares resistentes se considera una alternativa certera y durable
para el control de la enfermedad del rayado negro de la hoja, sin cambiar las técnicas
tradicionales de manejo que utilizan los productores. Esto se debe fundamentalmente al
elevado costo de los fungicidas, la no disponibilidad de estos para los pequefios
agricultores y a los dafios que ocasiona su utilizacién al medioambiente (Marin et al.,
2003).

El mejoramiento genético de bananos y platanos por métodos convencionales esta
limitado ya que las variedades de mayor interés son estériles, no producen semillas. A

pesar de esto, a través de los programas de mejoramiento genético, el IITA obtuvo
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diferentes hibridos de platanos (Ortiz y Vuylsteke, 1994) mientras que la FHIA
desarroll6 hibridos tetraploides con variacion en la respuesta a la enfermedad desde
susceptible a moderadamente resistente (FHIA, 2007).

Las dificultades que se afrontan con el mejoramiento genético convencional de estos
cultivos pueden ser superadas con el empleo de las técnicas de ingenieria genética. El
desarrollo de métodos eficientes de transformacion genética para la modificacion de las
plantas, a través de la transferencia de genes que confieran resistencia a patdgenos
fungicos, constituye una posibilidad en el mejoramiento de bananos y platanos (Roux et
al., 2008). A partir de investigaciones realizadas encaminadas en esta direccion, se han
obtenido plantas transgénicas de banano que expresan péptidos antimicrobianos (Pérez-
Hernandez, 2000) y proteinas antifungicas (Vishnevetsky et al., 2010; Kovacs et al.,
2012).

2.3. Interaccién planta-microorganismo

2.3.1. Elementos de la interaccion planta-microorganismo

Las plantas ante el ataque por patdgenos han desarrollado mecanismos sofisticados que
le permiten percibir estas amenazas e iniciar una respuesta inmune innata eficiente. La
defensa constitutiva o pasiva es el primer obstaculo que tiene que evadir un patdgeno
antes de colonizar el tejido vegetal. Esta incluye barreras preexistentes como la capa de
cera cuticular, la rigidez de la pared celular, la presencia de enzimas antimicrobianas y
de metabolitos secundarios que actian como barreras para su entrada y propagacion
(Agrios, 2005).

Para la resistencia a enfermedades en plantas se plantea la teoria “un gen para un gen”
descrita por Flor (1971) durante el estudio de la herencia de la patogenicidad del hongo
Melampsora lini en variedades de Linum usilatissimum. Esta sugirié que para cada gen

que condiciona la respuesta en el hospedante (gen de resistencia) (R), existe un gen
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correspondiente en el patdgeno que condiciona la patogenicidad (gen de avirulencia)
(Avr). A partir de las evidencias moleculares obtenidas del estudio de la teoria “un gen
para un gen” se incrementd el entendimiento de la hipétesis y se aceptd que las plantas
contienen dos lineas de defensa.

En la primera linea defensiva, si el patdgeno logra vencer las barreras preformadas
existentes entonces puede ser detectado por receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs, del inglés: Pattern Recognition Receptors) en la membrana y se inicia la
inmunidad activada por patrones moleculares asociados al patégeno o al
microorganismo (PTI, del inglés: PAMP-Triggered Immunity), (PAMPs, del inglés:
Pathogen Associated Molecular Patterns o MAMPs, del inglés: Microbe Associated
Molecular Patterns) (Jones y Dangl, 2006). La respuesta inmune innata activada por
PAMP atenua el crecimiento del patdgeno y contribuye con la defensa basal. Esta es
iniciada por moléculas como la flagelina bacteriana, la cual es reconocida por el
receptor sensible a flagelina 2 similar a kinasa (FLS2, del inglés: Flagellin Sensitive 2
Receptor-like Kinase) (Boller y Felix, 2009) y también por quitina y B-glucanos.
Diferentes respuestas intracelulares estan asociadas con PTI e incluyen el flujo de iones
a través de la membrana plasmatica, produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS,
del inglés: Reactive Oxygen Species), cambios en la expresion de genes y reforzamiento
de la pared celular entre otras (Jones y Dangl, 2006).

Una vez que el sistema de defensa basal es vencido por patdgenos, se produce un
reconocimiento mas especializado basado en la percepcién de los efectores por
proteinas de resistencia R y la subsecuente induccion de la inmunidad activada por
efectores (ETI, del inglés: Effector Triggered Immunity), denominada respuesta
hipersensible (HR), la cual es una respuesta rapida y resulta en muerte celular localizada

del pat6geno alrededor del sitio de infeccién (Jones y Dangl, 2006).
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En plantas se han identificado un gran nimero de proteinas R, las cuales tras el
reconocimiento del efector se ubican principalmente dentro de cinco clases. La mayoria
comprende proteinas con sitio de union a nucledtido (NBS, del inglés: Nucleotide
Binding Site) mas repeticiones ricas en leucina (LRR, del inglés: Leucine-Rich Repeats).
Las proteinas R representan una clase de receptores inmune capaz de detectar
directamente o indirectamente efectores especificos del patdgeno codificados por los
genes Avr. Algunas proteinas R son receptores tipo kinasa (RLK del inglés: Receptor-
Like Kinase) y receptores tipo proteina (RLP del inglés: Receptor-Like Protein) (Martin
et al., 2003).

Teniendo en cuenta esta premisa, en el género Musa spp. se ha realizado la basqueda de
posibles miembros de genes R, principalmente de genes de resistencia andlogos (RGAsS,
del inglés: Resistance Gene Analogs) (Azhar y Heslop-Harrison, 2008). En este sentido,
Miller et al. (2008) en plantas resistentes de ‘Calcutta 4’ realizaron por primera vez el
andlisis a gran escala de NBS-LRR RGAs y Emediato et al. (2009) de la caracterizacion
de RGAs por PCR de los cultivares con genotipo (Musa AA) ‘Calcutta 4’ y “Pisang
Berlin” (susceptible), encontraron 63 secuencias con homologia a RGAs.

En el caso de los efectores algunos no son especie especifica como Avr4 y la proteina
extracelular Ecp2 (Ecp, del inglés: Extracellular proteins), lo cual fue informado por
Stergiopoulos et al. (2010). Ambos son homologos funcionales en el patdgeno de
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) Cladosporium fulvum Cooke y en M. fijiensis.
La proteina Avr4 de M. fijiensis pudiera unir quitina y actuar como un factor de
virulencia que protege la pared fangica de la hidrolisis por quitinasas. Ademas, es capaz
de activar HR en tomate mediada por Cf-4. Por su parte, de los tres Ecp2 homologos

encontrados en M. fijiensis uno induce diferentes niveles de necrosis al interactuar con
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el posible blanco en el hospedante. Se plantea que la proteina Cf-Ecp2 posiblemente

vigile el blanco de virulencia de Ecp2 y activa HR mediada por Cf-Ecp2.
2.3.2. Importancia del estudio molecular de efectores y proteinas R

El conocimiento de los genes involucrados en procesos claves en la infeccién de la
planta como el gen Avr y el gen R, son de gran interés como blancos potenciales para el
desarrollo de estrategias de manejo sostenible de enfermedades. Aunque en algunos
casos la interaccion R-efector determina el éxito del patdgeno o su fallo, la relacion
hospedante-patdgeno es mucho més compleja e involucra numerosos genes de ambas
partes (Jones y Dangl, 2006).

En el patosistema Musa spp.-M. fijiensis, el estudio de la interaccion R-efector para la
identificacion de efectores con mayor contribucion a la virulencia, podria permitir la
identificacion de genes R. Ademas, el conocimiento de los sitios blancos en el
hospedante frecuentemente atacados por los efectores, permitiria ubicar estos sitios y
sus proteinas R guardianes.

2.3.3. Resistencia inducida

La respuesta inducida se produce a partir del reconocimiento inicial del patdgeno por la
planta y una vez que el patdgeno ha superado las estructuras de defensa preformadas, se
inducen diferentes mecanismos de respuesta. Entre ellos la lignificacion, la formacion
de capas de corcho, sustancias gomosas, calosa e incremento de las proteinas de pared
con glicoproteinas ricas en prolina e hidroxiprolina. De conjunto con las estructuras
desarrolladas para bloquear o limitar la extension del patdgeno, se acumulan
compuestos tipo fitoalexinas (fenoles, terpenoides, poliacetilenos y derivados de acidos
grasos). Ademas, se produce la respuesta hipersensible asociada con el de flujo de iones,

generaciéon de ROS y la activacion de la cascada de fosforilacion de proteinas,
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credndose asi un ambiente fisioldgico que impide el crecimiento e invasion del patégeno

(Agrios, 2005).
Respuesta hipersensible

La respuesta hipersensible es una forma de muerte celular programada, que aparece en
interacciones incompatibles, asociada con la resistencia de la planta a la infeccién por
patdgenos biotroficos y hemibiotroficos, los cuales durante su ciclo infeccioso se nutren
de las células vivas de la planta. En las células infectadas, asi como en las que las
rodean, se produce el reforzamiento de la pared celular por la deposicién de compuestos
fenolicos, sintesis de fitoalexinas y acumulacién de proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR-proteins, del inglés: Pathogenesis Related Proteins). Ademas, se
generan flujos i6nicos y de protones a través de la membrana en el citoplasma y ROS.
Como resultado de tan intensa actividad celular ocurre una muerte rapida y localizada
del tejido alrededor del sitio de infeccién, lo que limita la multiplicacion y expansion
del patégeno (Shetty et al., 2008).

Especies reactivas de oxigeno

La generacion y acumulacion de ROS coincide con la induccién de la muerte celular
asociada con la respuesta hipersensible. La producciéon de ROS incluye radicales libres
como: el superdxido (O;7), en equilibrio con su forma protonada el hidroperoxil (HO),
el hidroxilo (OH’) y no radicales como el peréxido de hidrégeno (H20,) y el oxigeno
(Oy). La induccion de ROS constituye la primera respuesta detectable en el sitio de la
infeccion en un lapso de minutos y se sugiere que estimula la cascada de defensa en
varias especies de plantas (Torres, 2010).

La acumulacion de ROS inducida bajo condiciones de estrés en la célula puede inactivar

enzimas y dafiar componentes celulares importantes, por lo que su produccion se
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contrarresta a través de la accion de varios sistemas antioxidantes. Entre ellos se
encuentran los enzimaticos como: SOD (Superdxido dismutasa), APX (Ascorbato
peroxidasa), CAT (Catalasa), POX y TRX (Tioredoxina). Ademés, metabolitos de bajo
peso molecular no-enzimaticos como: las MT (Wong et al., 2004), el acido ascérbico, el
a-tocoferol, glutation, carotenoides y flavonoides (Torres, 2010).

Entre los sistemas antioxidantes enzimaticos, las peroxidasas se utilizan frecuentemente
como indicador del estrés oxidativo. Estas proteinas pertenecen al grupo de las
hemoproteinas y estan involucradas en la elongacion celular a través de las peroxidasas
unidas a la pared celular, en el proceso de lignificacion, sintesis de fitoalexinas y en el
metabolismo de ROS durante la respuesta de defensa (Almagro et al., 2008). En plantas
de ‘Calcutta 4’ la presencia de actividad POX en un estadio temprano de la infeccidn
con M. fijiensis ha sido relacionada con la respuesta similar a la hipersensible
(Cavalcante et al., 2011; Torres et al., 2012).

Otros sistemas enzimaticos como CAT (en peroxisoma y mitocondria) y APX (en
cloroplasto, citosol, mitocondria y peroxisoma) (Shigeoka et al., 2002), se consideran
las enzimas principales que metabolizan el H,O, producido por la dismutacion del
radical O,". Shetty et al. (2007) destacaron que la presencia de actividad CAT estaba
involucrada en la resistencia de plantas de Triticum aestivum L. a M. graminicola
(Fuckel) J. Schrot in Cohn. Kottapalli et al. (2007) plantearon que durante la respuesta
incompatible de arroz ante X. oryzae pv. oryzae los sistemas antioxidantes APX y CAT
se inhiben, para contribuir con la defensa de la planta a través del aumento de los
niveles de ROS.

Por otra parte, las TRX (pequefias oxidoreductasas capaces de reducir puentes disulfuro
de numerosas proteinas), también reducen el H,O, y protegen la célula del estrés

oxidativo (Peterson et al., 2005). Ademas, estan involucradas en la regulacion de la
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expresion de genes, transduccion de sefiales y proliferacion celular (Rivas y Thomas,
2005). Su papel en la resistencia a enfermedades fue observado por Rivas et al. (2004)
en la infeccion del tomate con C. fulvum y por Laloi et al. (2004) en la respuesta de
defensa de A. thaliana a P. syringae pv. tomato y al estrés oxidativo.

Las MT son polipéptidos de bajo peso molecular ricos en residuos de cisteina,
encargados de mantener el equilibrio de metales intracelulares, regular el potencial
redox intracelular y de proteger la célula de dafios oxidativos por medio de la
eliminacion de los radicales OH' (Hassinen et al., 2011). La activacion de varias
isoformas del gen Mt en arroz (Oryza sativa L.) fue evidenciada ante el ataque por
Magnaporthe oryzae (Hebert) Barr (Campo et al., 2008), al igual que en la respuesta de
plantas de Vitis vinifera L. a la infeccion con Plasmopara viticola (Berl. y Curt) (Legay

etal., 2011).
Compuestos fendlicos

Los compuestos fenodlicos son metabolitos secundarios sintetizados a partir de
intermediarios del metabolismo primario, a través de rutas como la de los
fenilpropanoides. Sus funciones varian desde compuestos con actividad antimicrobiana
(fitoanticipinas y fitoalexinas), hasta moléculas sefiales involucradas en la sefializacion
local y sistémica para la induccion de genes de defensa. Ademas, forman parte del
arsenal defensivo de la planta y sus funciones no se restringen a un compuesto en
particular (Dixon et al., 2002).

En el género Musa spp. la induccion de compuestos derivados de la ruta de los
fenilpropanoides (fitoalexinas) tales como las fenilfenalenonas, se identificaron en
bananos y platanos y su concentracion se correlaciond con la resistencia a M. fijiensis

(Otélvaro et al., 2002a). Ademas, dos nuevos compuestos del tipo fenalenonas
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(Otélvaro et al., 2007) y dos perinaftenonas naturales aisladas del cv. resistente
“Yangambi km 5° (Musa AAA) (subgrupo Ibota) (Hidalgo et al., 2009), mostraron
actividad antifangica in vitro contra M. fijiensis. Recientemente, Echeverri et al. (2012)
propusieron la utilizacion de las fenilfenalenonas como un posible tipo de fungicida
para el control de la enfermedad del rayado negro de la hoja, lo cual podria considerarse
una posible estrategia de defensa en el género.

2.4. Interaccién Musa spp.-M. fijiensis

En la interaccion entre Musa spp. y M. fijiensis se conocen diferentes niveles de
respuesta del hospedante a la enfermedad del rayado negro los cuales se han definido en
tres categorias: altamente resistente (interaccion incompatible), parcialmente resistente
y susceptible (interaccion compatible) (Ortiz y Vuylsteke, 1994).

2.4.1. Tipos de interaccion

En la interaccién compatible ocurre el desarrollo completo del ciclo infectivo de M.
fijiensis y se pueden observar fenotipos con extrema susceptibilidad y con resistencia
parcial a la enfermedad del rayado negro de la hoja. Cuando el clima es favorable, el
hongo se desarrolla rdpidamente y la tasa de esporulacién por lesiones es elevada
(Abadie et al., 2003). En condiciones de campo al momento de la cosecha en los
bananos susceptibles, puede no observarse hojas funcionales debido a su necrosis total.
La interaccién incompatible se caracteriza por el bloqueo del desarrollo de los sintomas
de la enfermedad y la ausencia de esporulacion (sexual o asexual). En ella se incluyen
bananos con alto nivel de resistencia comparable a la descrita para “*Yangambi km 5* y
‘Calcutta 4°. Este fenotipo es muy similar a la respuesta de hipersensibilidad observada

en otras interacciones planta-patdgeno (Hoss et al., 2000).
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2.4.2. Genética de la resistencia propuesto para cultivares resistentes en Musa spp.

Ortiz y Vuylsteke (1994) propusieron un modelo genético donde existe un alelo de
resistencia recesivo principal (bs;) y dos alelos independientes con efecto aditivo (bsr, y
bsrs), los cuales aumentan la resistencia a la enfermedad del rayado negro de la hoja.
Estos alelos provienen principalmente del banano ‘Calcutta 4’. Segin Craenen y Ortiz
(1997) la accién aditiva del gen bs; constituia un factor importante en la respuesta de
defensa de la planta ante el patdgeno y su accion podria proveer una proteccién
duradera a la enfermedad. Ademas, plantearon que la resistencia en plantas de ‘Calcutta

4’ a esta enfermedad podia tener base poligénica.

2.4.3. Herramientas moleculares y bioinformaticas en el estudio del género Musa
spp.

Teniendo en cuenta la importancia global del cultivo de bananos y platanos y la
creciente demanda de nuevas fuentes de resistencia ante las plagas y enfermedades que
los afectan, la aplicacion de las herramientas de biologia molecular ofrecen grandes
expectativas en el mejoramiento genético en Musa spp., principalmente en la bdsqueda
de posibles genes de interés agronémico.

El desarrollo alcanzado en la biologia molecular y sus técnicas, en combinacion con el
andlisis bioinformatico (procedimientos, métodos y sistemas de analisis de informacion)
y los nuevos métodos de secuenciacion a gran escala para el procesamiento de gran
cantidad de muestras, han contribuido con el estudio del género Musa spp. tanto a nivel
de genoma como de la interaccién con M. fijiensis.

El genoma de Musa spp. se ha estudiado fundamentalmente a través de la creacion de
bibliotecas gendmicas, como las realizadas con el empleo de un cromosoma bacteriano

artificial (BAC, del inglés: Bacterial Artificial Chromosome) en M. acuminata L. A.
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Colla subsp. burmannicoides E.A. “Calcutta 4’ (Vilarinhos et al., 2003) y por Safér et
al. (2004) en M. balbisiana ‘Pisang Klutuk Wulung’ (Musa BB) . Ademas, la creada en
M. acuminata ‘Tuu Gia’ (Musa AA) con la utilizacion de un cromosoma bacteriano
artificial binario (BIBAC, del inglés: Competent Binary Bacterial Artificial
Chromosome) (Ortiz-Véazquez et al., 2005). Otras bibliotecas de esta indole fueron
realizadas en plantas de ‘Calcutta 4’ (C4BAM) y de ‘Grande naine’ (MAC), las cuales
no fueron publicadas (Roux et al., 2008).

Los estudios moleculares en la interaccion Musa spp.-M. fijiensis aun son limitados. Se
conoce que la relacién de las plantas con los microorganismos es un fendémeno
complejo que involucra un gran namero de moléculas que sefializan su reconocimiento
y la posterior induccion de la respuesta de defensa en el hospedante (Jones y Dangl,
2006). A este entendimiento, el estudio de transcriptomas ha contribuido en gran
medida ya que permite interpretar los elementos funcionales del genoma, conocer los
componentes moleculares de células y tejidos ademas de comprender el desarrollo de la
planta y sus enfermedades. Dentro de los andlisis transcriptomicos, la identificacion de
los perfiles de expresidn de genes en plantas ante la infeccion por patdgenos tienen gran
prioridad y se considera uno de los parametros utilizados en la seleccion de genes
candidatos para la realizacion de anélisis funcionales (Whisson et al., 2007).

Los ensayos de expresion en el género Musa spp. frente a la infeccidén con M. fijiensis,
se han realizado preferentemente a partir de la creacién de bibliotecas de ADNc. Entre
ellas la biblioteca SSH tiene la ventaja de ser simple y eficiente en generar fragmentos
de ADNCc altamente enriquecidos para genes expresados diferencialmente de alta y baja
abundancia (Diatchenko et al., 1996). También se han utilizado las bibliotecas de
cadena completa, con las cuales se obtiene una mayor representacion del transcriptoma

y transcriptos de mayor longitud. Estas técnicas se han utilizado individualmente o de
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conjunto con otras como el PCR en tiempo real y el RNA-Seq, métodos basados en la
hibridacion y la secuenciacion respectivamente, en el estudio del patosistema.

El PCR en tiempo real, se ha convertido en una herramienta muy valiosa dentro de la
gendémica funcional para los estudios de expresion de genes. Su efectividad en la
amplificacion y exactitud en la cuantificacion de los niveles de acidos nucleicos, ha
conllevado a la aparicion de multiples aplicaciones.

En la interaccion Musa spp.-M. fijiensis se han realizado varios estudios de expresion. A
partir de la inoculacion artificial de plantas de ‘Grande naine’ con una suspension
micelial de M. fijiensis Portal et al. (2011) analizaron una biblioteca SSH y otra de
cadena completa creadas en un estadio tardio de la infeccion con este patdgeno.
Ademas, emplearon el PCR en tiempo real para el analisis de algunos genes de interés.
Por otra parte, D'Hont et al. (2012) utilizaron el RNA-Seq para el andlisis de varias
bibliotecas de cadena completa realizadas en el genotipo (Musa AA): (‘DH-Pahang’),
‘Pisang madu’ y ‘Pisang pipit’ a la enfermedad del rayado negro de la hoja, creadas de
una mezcla de discos de hojas inoculados (10 y 16 dpi) bajo condiciones controladas
tomados de plantas in vitro. Finalmente, Passos et al. (2012) con la creacion de las
bibliotecas de cadena completa en las interacciones ‘Calcutta 4’-M. fijiensis y ‘Grande
naine’-M. fijiensis, a partir de discos de hojas tomados de plantas mantenidas en casa de
cultivo e inoculados posteriormente, hicieron una gran contribucion de ESTs para las
bases de datos publicas. Ademas, obtuvieron los perfiles de expresion por Northern blot
para los genes Mt, Pox y Oxo relacionados con la defensa en estos cultivares.

Es de destacar que a pesar de los resultados obtenidos con los analisis transcriptdmicos
realizados en la interaccion, no se cuenta con suficiente informacion acerca de la

expresion de genes en plantas en un estadio temprano de la infeccién con M. fijiensis.
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AUn cuando los proyectos de secuenciacion de genomas avanzan rapidamente, el
empleo de la bioinformética de conjunto con el andlisis de ESTs (secuencias pequefias
que representan solo fragmentos de genes), son fundamentales en la investigacion
primaria para el descubrimiento de genes. Ambas permiten la identificacion y
categorizacion de secuencias, en una amplia variedad de especies, lo que se considera
un importante recurso para la anotacion de secuencias gendmicas. La bioinformaética es
una de las areas de investigacion de mayor dinamismo y dentro de ella el analisis de
ESTs, la de mayor crecimiento en las bases de datos publicas (Wolfsberg, 2001).

El estudio de los patosistemas a partir de la realizacién de bibliotecas ESTs se ha
facilitado con la aplicacion de estos recursos bioinformaticos. Entre ellos el ensamblaje
de secuencias para disminuir la redundancia resultante de las bibliotecas creadas (Huang
y Madan, 1999) y la comparacién de pares de secuencias para encontrar el mejor
alineamiento local o global de la secuencia nucleotidica o aminoacidica (Blast)
(Altschul et al., 1997), con respecto a las secuencias anotadas en base de datos (proceso

de marcar los genes y otros datos en una secuencia de acido desoxiribonucleico (ADN)).

2.5. Avances en el mejoramiento genético de Musa spp. relacionado con la

enfermedad del rayado negro de la hoja

Teniendo en consideracién la importancia global de los bananos y platanos, el aumento
de las plagas y enfermedades que los afectan y las limitantes que se presentan con el
mejoramiento genético convencional por el largo ciclo de vida, poliploidia y esterilidad
de los cultivares comestibles (Vuylsteke et al., 1993), existe una demanda creciente de
nuevas fuentes de resistencia.

En Musa spp. se han alcanzado progresos significativos con el empleo de la ingenieria

genética para el desarrollo de diferentes protocolos de transformacion. Entre ellos, la
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electroporacién de protoplastos (Sagi et al., 1994), bombardeo de suspensiones
celulares con particulas (Becker et al., 2000) y la transferencia de genes mediada por
Agrobacterium tumefaciens. Esta ultima se considera eficiente y provee altos niveles de
expresion del transgen (Pérez-Hernandez et al., 2006).

Existe un creciente interés en el mejoramiento genético de bananos mediante la
transformacion para aumentar la resistencia a enfermedades fungicas. Sreeramanan et
al. (2006) transformaron yemas meristematicas de plantas in vitro de ‘Pisang Rastali’
(Musa AAB) con una quitinasa de arroz y una $-1,3 endoglucanasa de G. max y
encontraron un aumento de las actividades de estas enzimas en las plantas
transformadas con respecto al control no transformado. Por otra parte, la transformacion
del banano ‘Gros Michel’ (Musa AAA) con dos quitinasas de arroz mostré la capacidad
de estos genes para incrementar la resistencia a M. fijiensis (Kovacs et al., 2012). Es de
destacar, que a pesar de los esfuerzos realizados en esta tematica ain no se cuenta con
ningun cultivar comercial con resistencia a la enfermedad.

El desarrollo alcanzado en las técnicas de la biologia molecular, ingenieria genética y en
las herramientas bioinformaticas, han favorecido el estudio del género Musa spp. asi
como, de la interaccion Musa spp.-M. fijiensis, para la bdsqueda de genes de interés
relacionados con la resistencia a la enfermedad del rayado negro de la hoja. Avances en
el descubrimiento y entendimiento de rutas bioquimicas involucradas en la respuesta
defensiva de bananos ante este patdgeno, se han derivado del andlisis de diferentes
bibliotecas ESTs de conjunto con otras técnicas de expresion de genes. Sin embargo, el
conocimiento existente acerca de posibles genes implicados en la resistencia de plantas
a M. fijiensis es aun limitado.

Por estos motivos, identificar genes expresados diferencialmente de una biblioteca SSH

creada en plantas de ‘Calcutta 4’ en un estadio temprano de la infeccién con M. fijiensis
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asi como, obtener los perfiles de expresion para ESTs seleccionadas de esta biblioteca y
de otras relacionadas con la biosintesis de compuestos fenilpropanoides, tanto en la
interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis como en la compatible ‘Grande
naine’- M. fijiensis, constituye una alternativa en la busqueda de posibles genes de
resistencia a la enfermedad del rayado negro de la hoja. Los resultados de esta
investigacion podrian contribuir con el disefio de futuras estrategias, para poder avanzar

de forma mas rapida en los programas de mejoramiento genético en Musa spp.
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3. MATERIALES Y METODOS

Establecimiento del sistema hospedante-patdgeno

Se empled el protocolo propuesto por Leiva-Mora et al. (2010). La cepa de M. fijiensis
CCIBP-Pf-83 utilizada en este trabajo se obtuvo a partir de un aislado monoascospérico
de una hoja del cv. ‘Grande naine’, con sintomas de la enfermedad del rayado negro de
la hoja. Esta fue caracterizada sobre la base de su agresividad, caracteres culturales y
morfoldgicos (Cruz et al., 2004) y pertenece a la coleccion de Cultivos Microbianos del
Laboratorio de Microbiologia Aplicada del Instituto de Biotecnologia de las Plantas
(IBP), Cuba.

Fragmentos de micelio de M. fijiensis obtenidos a partir de tubos de ensayo con medio
de cultivo agar papa dextrosa (PDA, del inglés: Potato dextrose agar) (DIFCO,
Alemania), fueron inoculados en frascos Erlenmeyer con 100 mL de medio de cultivo
caldo papa dextrosa (PDB, del inglés: Potato dextrose broth) (DIFCO, Alemania). Los
Erlenmeyers se colocaron en un agitador orbital (Thermoshaker, Alemania) a 120 rpm
durante 14 dias a 28°C para el crecimiento del hongo. Transcurrido ese periodo de
tiempo, se elimind el medio de cultivo por decantacién y se tomé 1 g del micelio para la
inoculacién de las plantas y el resto se liofilizé a -50°C con una presion de vacio de
1,5 mbar durante 24 h en un liofilizador (Modelo ALPHA 1-2 LD plus, Martin Christ,
Alemania), previo a la purificacion de acido ribonucleico (ARN), el cual se conservo a
4°C.,

La suspension micelial se prepard por ruptura del micelio en 30 mL de agua destilada
estéril con un homogenizador Ultra Turrax T25 (Rose Scientific Ltd., Canadd) durante 1
min. Posteriormente, se filtrd utilizando filtros de 40 pum y se determind la

concentracion de la suspension micelial por observacion al microscopio Optico
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(Olympus, Japdn) (100x), en una camara de Neubauer. La concentracién se ajusto hasta
aproximadamente 1 x 10° fragmentos de micelio mL™.

Como material vegetal se utilizaron plantas de banano de ‘Calcutta 4’ (seccion Eumusa
con numero de acceso 1TC0249), el cual fue declarado por la Red Internacional para el
Mejoramiento de Bananos y Platanos (INIBAP), actualmente Bioversity International,
como resistente a la enfermedad del rayado negro de la hoja (Carlier et al., 2003).
Ademas, se emplearon plantas de ‘Grande naine’ obtenidas de la coleccion de
germoplasma in vitro del IBP.

Las plantas se propagaron in vitro segun el protocolo utilizado por el INIBAP (Strosse
et al., 2004) y después de ocho subcultivos de multiplicacién se enraizaron,
aclimatizaron en la casa de cultivo en un sustrato compuesto por humus de lombriz
50%, compost 30% y zeolita 20%. Para su crecimiento se mantuvieron bajo un
fotoperiodo de 12 h de luz/12 h oscuridad, con una temperatura media durante el dia de
30+2°C y una humedad relativa de 80+5%. El riego se realizé por microaspersion dos
veces al dia por 2 min. Una vez que las plantas alcanzaron una altura minima de 20 cm
y tres hojas activas, se colocaron en la casa de cultivo con luz solar con una media en la
intensidad luminosa de 3 841 pmol m?s™ medida con un luxémetro (Extech Light Meter
401025, EE.UU.) para su posterior inoculacion.

La inoculacién artificial de las plantas en la casa de cultivo se realiz6 por la parte
abaxial de la hoja (tres primeras hojas abiertas por cada planta) con una suspension de
aproximadamente 1 x 10° fragmentos de micelio mL™, segtn el protocolo descrito por

Alvarado-Cap0 et al. (2003) (Figura 2).
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Figura 2. Inoculacion artificial de plantas de Musa spp. con una suspension micelial de
Mycosphaerella fijiensis en casa de cultivo. A) cultivo de M. fijiensis en caldo papa dextrosa, B)
preparacion de una suspension micelial de M. fijiensis, C) plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande
naine’ obtenidas a partir del cultivo in vitro, D) inoculacion de plantas por la parte abaxial de las
hojas.

Para la construccion de una biblioteca SSH, se utilizaron 14 plantas de ‘Calcutta 4’. De
ellas se inocularon artificialmente seis plantas y el resto se emplearon como controles
para cada punto de andlisis (dos réplicas bioldgicas).

Con el objetivo de realizar diferentes andlisis bioquimicos y moleculares se procedid
con la inoculacion artificial de 18 plantas de ‘Calcutta 4’ asi como, de ‘Grande naine’.
El experimento contd ademas con plantas no inoculadas de ambos cultivares. Se
utilizaron tres réplicas biologicas por cada punto de anélisis de la interaccion.

Después de inoculadas las plantas la temperatura en el local se mantuvo alrededor de
28+2°C, la humedad relativa cercana al 100% por tres dias y a partir de ese momento
entre 60 y 70%. La ubicacion de las plantas fue completamente al azar.

3.1. Identificacion de transcriptos de genes expresados en plantas de ‘Calcutta 4’
en un estadio temprano de la infeccion con M. fijiensis

3.1.1. Construccion de una biblioteca SSH

El protocolo de hibridacion sustractiva por supresion fue utilizado para generar una
biblioteca SSH en plantas de ‘Calcutta 4’, en una etapa temprana de la infeccion con
M. fijiensis como se muestra en la Figura 3.
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Plantas de ‘Calcutta 4’ Plantas de ‘Calcutta 4’ Cultivo de M. fijiensis
inoculadas no-inoculadas

Coleccion de muestras Coleccion de muestras Colecta del micelio a
(hojas)alos 6,10 y12dpi  (hojas)alos 0,6, 10 y 12 dpi los 14 dias de cultivo

\

ADNc Mezcla de ADNc

\ /

Biblioteca sustractiva
por supresion
Diatchenko et al. (1996)

Figura 3. Disefio experimental realizado para la obtencion de una biblioteca sustractiva en el
cultivar resistente ‘Calcutta 4°, en respuesta a la infeccion con Mycosphaerella fijiensis.

Toma de muestras

De la inoculacion artificial de plantas realizada para la construccion de una biblioteca
SSH, descrita en el acapite 3, se tomaron muestras (de las hojas dos y tres) de dos
plantas de ‘Calcutta 4’ inoculadas con M. fijiensis para cada punto de andlisis (6, 10 y
12 dpi). Las muestras de plantas no inoculadas se recolectaron al inicio del experimento
y en igual periodo de tiempo. Las hojas cortadas se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido y se maceraron hasta obtener un polvo fino con ayuda de mortero y

pistilo preenfriados. Finalmente, el tejido se conservo a -80°C hasta su utilizacion.
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Purificacion de ARN

Las purificaciones de ARN total se realizaron a partir de 1 g de tejido foliar macerado
congelado (se mezclaron 0,5 g de las muestras de hojas dos y tres) de cada planta,
basado en el protocolo descrito por Liao et al. (2004) (Anexo 1). EI ARN del hongo se
purificd de 1 g de micelio liofilizado crecido por 14 dias en medio de cultivo PDB,
segun el protocolo descrito por Sanchez-Rodriguez et al. (2008) (Anexo 2).

Las purificaciones de ARNm de las plantas y del hongo se realizaron con el sistema
comercial Oligotex® mRNA (Qiagen, Alemania), a partir de 10 pg de ARN total de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. En cada caso, la calidad del ARN (1 pL) se
verifico por medicion en un espectrofotometro BioPhotometer (Eppendorf, Alemania) y
su integridad se comprobé por electroforesis en gel de agarosa 1% (m/v) en tampdn
TBE 1X (Tris 89 mM, H3BO3 89 mM, EDTA 2 mM), el cual fue tefildo con bromuro de

etidio (BrEt) 0,5 pg mL™.
Biblioteca SSH

La preparacion de la biblioteca SSH se llevd a cabo con el sistema comercial
PCR-Select™ cDNA Subtraction (BD Biosciences Clontech, Alemania), de acuerdo con
las indicaciones del fabricante.

La hibridacion sustractiva por supresion se realiz6 acorde con el protocolo descrito por
Diatchenko et al. (1996). Para ello se tomd una poblacion de ADNc obtenida a partir de
2 1g de ARN mensajero de plantas de ‘Calcutta 4’ inoculadas con M. fijiensis (la
cantidad total fue una mezcla de los ARNm purificados a los diferentes intervalos de
tiempo) y una mezcla sustractora que consistio de ADNCc sintetizado de 1 pg de ARN
mensajero de plantas no inoculadas y de 1 pg de ARN del micelio del hongo liofilizado.

Los ADNc de la muestra de interés y de la mezcla sustractora fueron digeridos
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enzimaticamente con la enzima Rsal (Fermentas, Alemania) para generar fragmentos
con terminales romos. La muestra de interés fue dividida en dos y cada una fue ligada a
un adaptador diferente. Posteriormente, se hibridaron por separado con un exceso de la
mezcla sustractora, para permitir el enriquecimiento de secuencias expresadas
diferencialmente. Durante la segunda hibridacién, las dos muestras de la hibridacion
primaria se mezclaron para formar nuevos hibridos de doble cadena con extremos
diferentes y se afiadié nueva mezcla sustractora desnaturalizada. Aquellos fragmentos
presentes en la muestra de interés y ausentes en la sustractora se amplificaron
especificamente mediante PCR. EI PCR primario cont6 de 32 ciclos y el secundario de
17 y se hizo con cebadores que hibridaban con los adaptadores en los extremos 3’ y 5°.
Las amplificaciones se efectuaron en un equipo Mastercycler® personal (Eppendorf,
Alemania) y los productos de la sustraccion se separaron en gel de agarosa 2% (m/v) en
tampon TBE 1X, el cual fue tefiido con BrEt 0,5 pg mL™.

La biblioteca SSH se confecciond mediante la clonacion del producto de la hibridacion
sustractiva, enriquecida para las secuencias expresadas diferencialmente, en el vector
plasmidico pTZ57R/TDNA, del sistema comercial InsT/Aclone™ PCR Product Cloning
(Fermentas, Alemania). Posteriormente, la ligazén se transformo en células competentes
de Escherichia coli XL1-Blue: recAl, endAl, gyrA96, thi, hsdR17(rk-, mk+), supE44,
relAl, lac, [F’, proAB+, lacl'ZAM 15, :Tnl10(Tet")], con el sistema comercial
Transform Aid™ Bacterial Transformation (Fermentas, Alemania), con seleccién de
colonias blancas y azules. Las colonias recombinantes se seleccionaron en medio de
cultivo agar Luria Bertani (Triptona 10 g L™?, extracto de levadura 5 g L™, NaCl
10 g L?, agar 15 g L™), que contenia isopropil-B-D-thiogalactopirandsido (0,1 mM),

5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactésido (40 ug mL™) y ampicilina 100 pg mL™. Para
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la generacion de la biblioteca SSH, se seleccionaron las colonias blancas. Un total de
600 clones se tomaron de la biblioteca y se conservaron en gliceroles.

3.1.2. Secuenciacion y analisis de la biblioteca SSH

La secuenciacion y andlisis de las secuencias de la biblioteca SSH, se realiz6 para
identificar la posible funcién bioldgica de cada uno de los transcriptos obtenidos. Los
pasos a seguir desde la obtencion de la biblioteca hasta la identificacion de las ESTs se

representan en la Figura 4.

Colonias recombinantes

Secuenciacion
Analisis de la calidad de las secuencias (Programa VecScreen)
3 ) _—» secuencias contiguas
Ensamblaje de las ESTs (Programa CAP3) _ _
1 T secuencias sencillas

Comparacion de ESTs con secuencias referidas en base de datos

. = 1
Base de datos Musa acuminata ssp. malaccensis
Genbank cv. ‘DH-Pahang’
. =

Agrupacion de las ESTs en categorias funcionales

Figura 4. Procedimiento de trabajo a seguir para la identificacion de las ESTs obtenidas de la
biblioteca SSH creada a partir de el cultivar resistente *Calcutta 4’ en un estadio temprano de la
infeccion con Mycosphaerella fijiensis.

Un total de 192 colonias seleccionadas al azar se enviaron a secuenciar a la compafiia
Macrogen (Seul, Corea del Sur), en un secuenciador automatico ABI 3730x1 (Applied
Biosystems, EE.UU.). Todas las reacciones se realizaron desde el terminal 5° del ADN
con el cebador directo universal M13 (5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’).

Las secuencias de la biblioteca SSH con poca calidad o con menos de 100 pares de

bases (pb) en longitud se excluyeron del analisis. Para cada una de ellas, la eliminacion
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de los restos del wvector se efectu6 con el programa VecScreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  VecScreen/VecScreen.html).  Posteriormente,  se
procedié al ensamblaje de las secuencias con la herramienta bioinforméatica CAP3
(CAPS3, del inglés: Sequence Assembly Program), obteniéndose las secuencias sencillas
(no ensambladas) y contiguas (ensambladas) (http://www.pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php)
(Huang y Madan, 1999). La agrupacién de las ESTs segun su longitud, se realiz6 a
partir de una tabla de frecuencia con el empleo de la estadistica descriptiva. Para ello, se
empled el paquete estadistico SPSS version 18,0 sobre Windows.

La busqueda de homologia para las ESTs se efectud con el algoritmo BlastX
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) (Altschul et al., 1997) con la base de datos no
redundante (NR) del banco de genes (Genbank, del inglés: Genetic Sequence Database)
el 14 de mayo de 2013 y también contra el genoma completo de referencia del doble
haploide de M. acuminata var. Pahang (‘DH Pahang’) (Musa AA) desarrollado por el
Centro Francés de Investigacion en la Agricultura para el Desarrollo Internacional
(CIRAD, del inglés: French Agricultural Research Centre for International
Development) (http://www.cirad.fr), (http://banana-genome.cirad.fr) el 22 de mayo de
2013.

Para la identificacion del origen de las ESTs, un valor de E < 1e-05 fue fijado como
umbral de corte para considerar un alineamiento significativo.

La posible funcién bioldgica de las ESTs que presentaron alineamientos con secuencias
de funcion conocida en la base de datos del Genbank, se determind acorde con la
clasificacion en categorias funcionales descrita para proteinas de Arabidopsis thaliana
en el catalogo MIPS (MIPS, del inglés: Munich Information Center for Protein

Sequences) (http://www.mips.gsf.de/proj/thal/db/index.html).
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3.2. Analisis cuantitativo de la expresion de las ESTs seleccionadas de la biblioteca

SSH obtenida a partir de plantas de ‘Calcutta 4’ inoculadas con M. fijiensis

El analisis cuantitativo de la expresion para ESTs seleccionadas de la biblioteca SSH
creada en un estadio temprano de la interaccion ‘Calcutta 4’-M. fijiensis, se efectud por
PCR en tiempo real con el propdsito de obtener los perfiles de expresion de estos genes
en el estudio de la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis asi como, de la
compatible ‘Grande naine’- M. fijiensis. Para ello las ESTs se seleccionaron de acuerdo
con la importancia del proceso bioldgico en que estaban involucradas y la funcion
molecular que pudieran desempefiar en la interaccion. Ademas, se incorporo el analisis
del gen de la Apx de M. acuminata (secuencia tomada del Genbank) por su importancia
en la detoxificacion de ROS a nivel celular.

A partir del segundo experimento de inoculacién artificial que incluyd plantas de
‘Calcutta 4’ y de ‘Grande naine’ descrito en el acapite 3, se tomaron muestras (de las
hojas dos y tres) de tres plantas de cada uno inoculadas con M. fijiensis para cada punto
de analisis (3, 6, 9, 12 y 15 dpi) y de plantas no inoculadas al inicio del experimento.
Las hojas cortadas se congelaron inmediatamente en nitrdgeno liquido y se maceraron
hasta obtener un polvo fino con ayuda de mortero y pistilo preenfriados. Finalmente, el
tejido se conservod a -80°C hasta su utilizacion.

Para permitir la comparacion de la expresion de genes entre la interaccion incompatible
‘Calcutta 4’-M. fijiensis con respecto a la compatible, se incluyeron plantas de ‘Grande
naine’.

Purificacion de ARN

Las extracciones de ARN total se realizaron acorde con el protocolo descrito por

Liao et al. (2004) (Anexo 1). Para cada punto de analisis de la interaccion, se mezclaron
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0,5 g del tejido macerado (muestras de las hojas dos y tres) de cada una de las réplicas
en estudio. En cada caso, la calidad del ARN vy su integridad se determind de igual
modo al descrito en el acépite 3.1. Los ARN totales obtenidos fueron digeridos con

DNAse (TURBO DNA-free™, Ambion, EE.UU.) segun las indicaciones del fabricante.

La calidad de los ARN totales se analizd mediante la amplificacion por PCR a partir de
150 ng de ARN total y de ADN gendmico como control. Los cebadores para el gen Act
(Actina) utilizados en el ensayo se disefiaron con el programa Primer3
(http://www.simgene.com/primer3) (Rozen y Skaletsky, 2000), basados en la secuencia
del Genbank EF672732.1 de M. acuminata. Las condiciones de la reaccion fueron:
10 uM de los cebadores de actina, dNTPs 200 uM, MgCl, 1,5 mM y 1 U de Taq ADN
polimerasa (Fermentas, Alemania). La reaccion procedié con una desnaturalizacion
inicial a 94°C por 5 min, seguida de 30 ciclos (94°C por 45 s, 57°C por 30 s, 72°C por
45 s) con una extension final a 72°C por 7 min. Los resultados de la amplificacién
fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa 1% (m/v) en tampén TBE 1X, el

cual fue tefiido con BrEt 0,5 pg mL™.
Sintesis de ADNc

Los ARN totales de hojas de plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’ (1 pg) fueron
convertidos en ADNc con el sistema comercial High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, EE.UU.). La calidad de los ADNCc sintetizados se
verificd por PCR con los cebadores de la actina bajo las siguientes condiciones de
amplificacion: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min seguida de 30 ciclos (94°C por
45 s, 57°C por 30 s, 72°C por 45 s) con una extension final a 72°C por 7 min. Los
resultados fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa 1% (m/v) en tampon

TBE 1X y visualizados mediante la tincién con BrEt 0,5 pg mL™.
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Analisis cuantitativo de la expresién

Dos ensayos de expresion independientes se efectuaron para permitir la comparacién de
los niveles de expresion de genes entre los bananos ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’ ante la
enfermedad del rayado negro de la hoja. Los cebadores para el andlisis por PCR en
tiempo real se disefiaron con el programa Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000), a partir de
ESTs seleccionadas de la biblioteca SSH creada en la interaccion incompatible
‘Calcutta 4’-M. fijiensis. Para el gen Apx estos se disefiaron basados en la secuencia del
Genbank AF146521.1 de M. acuminata. Los sitios de union no-especifica se analizaron
por Blast (Altschul et al., 1997), con respecto a las secuencias nucleotidicas disponibles
para Musa spp. en la base de datos del Genbank. EI gen Act de M. acuminata se tomo
como referencia para normalizar la expresion de los genes de interés. Este proceso
elimina las diferencias en las muestras (tal como cantidad y calidad del ARN) con el
objetivo de identificar las variaciones reales especificas al gen (Vandesompele et al.,
2002). Para cada cebador la eficiencia de la amplificacion, el coeficiente de correlacion
y el valor R? se calcularon con el programa Rotor-Gene 3000 (Corbett, Australia). Los
genes seleccionados y los cebadores utilizados en el estudio se muestran en el Anexo 3.
La temperatura Optima de anillamiento de los cebadores se determind por PCR de
gradiente bajo las siguientes condiciones: 10 uM de cada cebador, dNTPs 200 puM,
MgCl; 1,5 mM y 1 U de Tag ADN polimerasa (Fermentas, Alemania). La reaccion
procedi6 con una desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min, seguida de 30 ciclos (94°C
por 45 s, (gradiente de 50°C a 60°C) 30 s, 72°C por 45 s), con una extension final a 72°C
por 7 min. Los resultados de la amplificacion se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa 1% (m/v) en tampén TBE 1X, el cual fue tefiido con BrEt 0,5 pg mL™.

Las muestras para el PCR en tiempo real (ADNc sintetizado) se diluyeron

individualmente 1:10 (aproximadamente 25 ng uL™ del ARN inicial utilizado para la
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sintesis del ADNCc) y posteriormente se mezclaron las réplicas por cada punto para su
utilizacién. Controles de no-transcripcion se incluyeron en cada corrida para descartar la
contaminacion de las muestras de ARN total con ADN gendmico y de no-muestra para
asegurar la pureza de los reactivos.

Todas las reacciones de PCR en tiempo real se efectuaron en un volumen final de
20 pL, con una concentracion de cebadores de 0,5 uM. Se utilizé la maquina PCR
Rotor-Gene 3000 (Corbett, Australia), con el sistema comercial Maxima® SYBR Green
gPCR Master Mix 2X Kit (Fermentas, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La reaccion procedid con una desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 min,
seguida de 40 ciclos (95°C por 15 s, 57°C por 30 s, 72°C por 30 s). A partir de aqui, la
temperatura de anillamiento se aument6 en 1°C cada 5 s hasta que se alcanzaron los
95°C, para analizar la especificidad de la amplificacion (formacién de dimeros y de un
producto de amplificacion especifico para cada gen).

El rango de linea base Optima y los valores de ciclo umbral (Ct) por triplicado se
promediaron y utilizaron para la cuantificacion de los transcriptos con el programa
Rotor-Gene 3000 (Corbett, Australia).

La expresion relativa de los genes de interés en cada muestra se normaliz6 internamente
respecto al nivel de amplificacion del gen de la actina y se informé como relativa al
nivel normalizado del propio gen en las plantas no inoculadas (calibradores, (C)). Las
veces de cambio de los genes en plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’ inoculadas
con M. fijiensis se calculé 22%!, donde AACt = (Ct, gen de interés= Ct, gen actina)prueba = (Ct, gen de

interés ~ Ct' gen actina)contro| (Livak y SChmittgen, 2001, MU”EI’ et al, 2002)
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3.2.1. Determinaciéon de compuestos bioquimicos relacionados con el estrés

oxidativo, en plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’ inoculadas con M. fijiensis

El analisis de compuestos bioquimicos relacionados con el estrés oxidativo tuvo lugar
para determinar los niveles del anion O,y obtener los patrones de actividad enzimética

(AE) peroxidasa en plantas de ‘Calcutta 4’ y *‘Grande naine’ inoculadas con M. fijiensis.
Este anélisis se hizo necesario a partir de la obtencion de varias ESTs relacionadas con
este proceso, en la biblioteca SSH creada en plantas de ‘Calcutta 4’ en un estadio

temprano de la infeccion con este patdgeno.
Preparacion de las muestras

Se utilizaron muestras de plantas del mismo experimento de inoculacion artificial
empleado para los andlisis de expresion por PCR en tiempo real. Para la extraccion de
las proteinas totales de plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’ inoculadas con el
aislado fungico de M. fijiensis asi como, de plantas no inoculadas en cada punto de
analisis de la interaccion a los 3, 6, 9, 12 y 15 dpi, se tomo el tejido macerado
previamente congelado de hojas. Se procesaron tres réplicas bioldgicas por cada punto e
independientemente las hojas dos y tres de cada planta. Se utilizaron 0,25 g de cada
muestra de tejido el cual se homogeniz6 en 2 mL de solucion tampon de Sodio-Fosfato
0,1 M (pH 7,0) con la adicion de un inhibidor de proteasas (del inglés: Protease
Inhibitor Cocktail for General Use) (Sigma-Aldrich, EE.UU.). EI homogenizado se
centrifugé a 10 000 g a 4°C por 20 min y el sobrenadante se utilizd para ambas
determinaciones. Este se conservo a - 20°C en una congeladora vertical (Ing Climas,

Espafia) hasta su empleo.
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Cuantificacién del anion superoxido
Para la determinacién del anién O,” se midié la reduccion del Nitroblue tretazolium

(NBT) (Sigma-Aldrich, EE.UU.) segun el método descrito por Doke (1983). El extracto
vegetal (0,03 mL) se incub6 con 3 mL de tampdn fosfato de potasio (0,01 M, pH 7,8)
que contenia NBT 0,05% y NaN; (azida sodica) 10 mM, durante 30 min.
Posteriormente, la mezcla se calenté a 85°C por 15 min y luego se enfrié a temperatura

ambiente. Los valores del anion O, se expresaron como incremento de la absorbancia a

DO 580 nm (1h)/g de masa fresca.
Determinacion de la actividad enzimatica peroxidasa (EC 1.11.1.7)

La actividad POX fue determinada mediante un ensayo colorimétrico segun Cakmak et
al. (1993). La mezcla de reaccion consistio en 1,05 mL de guayacol 0,05%, 0,03 mL del
extracto enzimatico y 0,35 mL de H,O, 1% y se incub0 a temperatura ambiente durante
5 min. Se registré el incremento en la absorbancia debido a la oxidacion del guayacol a
una densidad optica (DO) de 470 nm (§ = 26,6 mM™.cm™), a intervalos de 20 s durante
3 min utilizando un espectrofotometro UV-visible Genesys 6 (Thermo Electron
Corporation, EE.UU.). El extracto vegetal calentado en agua hirviendo durante 5 min se
utilizé como control (Hammerschmidt et al., 1982). Los valores de la variable AE se

expresaron como pmol/min/g de masa fresca.
Procesamiento estadistico

El procesamiento estadistico de los valores de las variables actividad enzimatica y anion
superoxido, se realizd con el programa Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versiéon 18,0 para Windows, con previa comprobacion de los supuestos de
normalidad y heterogeneidad de varianza, con un valor p < 0,05. Se empleé la prueba

no paramétrica de Mann-Whitney, después de haber generado hasta 10 000 muestras
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con distribucion similar a la real mediante técnica de Monte Carlo, para estimar de esta

forma la significacion con el 95% de confianza.

3.3. Analisis cuantitativo de la expresién de genes involucrados en la biosintesis de

compuestos fenilpropanoides

Debido al creciente interés en algunos compuestos fendlicos derivados de la ruta de los
fenilpropanoides del tipo fitoalexinas, encontrados en Musa spp., por su papel en la
resistencia in vitro contra M. fijiensis, se propone el estudio de algunas ESTSs
involucradas en la via metabolica. Las ESTs para los ensayos de expresion por PCR en
tiempo real se seleccionaron de la biblioteca SSH realizada en un estadio tardio de la
interaccion compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis (Portal et al., 2011). Este estudio se
realizé tanto para la respuesta incompatible como la compatible frente a este patdgeno.
A partir de las ESTs seleccionadas de la biblioteca SSH todas las consideraciones para
el disefio de los cebadores, anélisis, determinacion de temperatura de anillamiento y
amplificacion por PCR son similares a lo descrito en el acdpite 3.2. Los genes
seleccionados y cebadores utilizados se muestran en el Anexo 4.

Las muestras de hojas de las plantas de banano ‘Calcutta 4’ y *‘Grande naine’ inoculadas
para los diferentes tiempos post infeccion y de las plantas no inoculadas, se obtuvieron
del segundo experimento de inoculacién artificial realizado en el acapite 3. La toma de
las muestras, purificacion de los ARN, sintesis del ADNc asi como, las condiciones para

el analisis cuantitativo de expresion, fueron similares a lo descrito en el acapite 3.2.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ldentificacion de transcriptos de genes expresados en plantas de ‘Calcutta 4’
en un estadio temprano de la infeccion con M. fijiensis

4.1.1. Construccion de una biblioteca SSH

Se logré mediante la utilizacién del protocolo de hibridacion sustractiva por supresion,
la construccion de una biblioteca SSH a partir de los ADNc sintetizados de los ARN
totales extraidos de las hojas inoculadas, no inoculadas de ‘Calcutta 4’ y del micelio de
M. fijiensis. La calidad de los ARN utilizados expresados como la relacion 260/280 y
260/230 estuvo entre 1,8-2,0 (Anexo 5) y los niveles de pureza alcanzados concuerdan
con los valores descritos por Sambrook y Rusell (2001). La biblioteca SSH generada en
un estadio temprano de la interaccién incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis, como
resultado de la clonacion de los productos de la hibridacién y posterior identificacion en

medio de cultivo selectivo, estuvo compuesta por 600 colonias.
4.1.2. Secuenciacion y analisis de la biblioteca SSH

De las colonias obtenidas en la biblioteca SSH se seleccionaron 192 de forma aleatoria
para su secuenciacion, de las cuales se obtuvieron 98 secuencias utiles. Una vez
eliminados los restos del vector y analizada la calidad de las secuencias se tomaron 96
de ellas para los andlisis posteriores. La mayor frecuencia de distribucion de las ESTs
de acuerdo con su longitud estuvo entre 100-600 pb (74%), con mayor representatividad
de fragmentos en el rango de 200-400 pb (34%) (Figura 5).

Como resultado del agrupamiento de las ESTs con el programa CAP3 se obtuvieron 67
secuencias Unicas, de las cuales 49 eran ESTs sencillas (73,1%) y 18 ensambladas

(26,9%). De los ensambles, 12 agrupaban dos ESTs (66,7%), cuatro agrupaban tres
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ESTs (22,2%), uno agrupd cinco y otro seis ESTs (5,5%) respectivamente. El tamafio de

inserto promedio obtenido para las secuencias fue de 534 pb.

35 1 33

30 4

25 4 24

20 -
14

Numero de clones

| n -

0-200 201-400 401-600 601-800 801-1000 1001-1200 1201-1400

Tamafio de inserto (pb)

Figura 5. Distribucién de la longitud de las secuencias obtenidas a partir de una biblioteca SSH
realizada en un estadio temprano de la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-Mycosphaerella
fijiensis.

De acuerdo con la homologia obtenida después de la comparacion con la base de datos
del Genbank, las ESTs de la biblioteca SSH se agruparon en doce categorias funcionales
(Tabla 3). Los porcentajes correspondientes al nimero de ESTs agrupadas en cada
categoria se muestran en la Figura 6.

Adicionalmente, todas las ESTs de la biblioteca SSH se compararon con el genoma
completo de referencia de (‘DH Pahang’) (Anexo 6).

Los resultados del anélisis de las ESTs de la biblioteca SSH con la base de datos del
Genbank y con el genoma de (‘DH Pahang’) se muestran en la Tabla 4. Los porcentajes
de identificacion de las ESTs con o sin homologia o sin clasificacion en ambas bases

fueron muy similares.
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Tabla 3. Posible identidad y caracteristicas de las secuencias seleccionadas de la biblioteca sustractiva por supresion, expresadas en hojas del cultivar
resistente ‘Calcutta 4” infectadas con Mycosphaerella fijiensis en una etapa temprana del desarrollo de la enfermedad, acorde con la base de datos del

Genbank.
Clon pb BlastX: Secuencia de proteina relacionada Organismo de Numero deaccesoa Valor E
referencia base de datos

I. Fotosintesis y Energia

Ensamble 7 334 Subunidad N del centro de reaccion del fotosistema | Solanum lycopersicum XP_004244730.1 9e-43

Ensamble 16 183 NADH deshidrogenasa subunidad g (EC: 1.6.5.3) (NDH) Typha angustifolia AAN32016.1 le-26

Ca4l 285 Anhidrasa carbénica (EC: 4.2.1.1) (AC) Zea mays NP_001152905.1 Te-12

Ca43g 261 Posible proteina de cloroplasto de unién a clorofila a-b Sorghum bicolor ABB03717.1 le-10
(Cab)

Ca63 426 Proteina del cloroplasto del fotosistema Il 10 kDa Arachis hypogaea ABC46708.1 le-11

Ca82 236 Proteina de uni6n a clorofila a-b (Cab) Hordeum vulgare CAA06961.1 le-05

Ca 98 348 Proteina 6A de unién a clorofila a-b, isoforma Vitis vinifera XP002275552.1 4e-08
cloroplastica (Cab)

Ca 103 258 Proteina regulada por la luz Lirl (Lirl) Picea abies AAX92704.1 3e-07

Cal19 208 Proteina inducible del cloroplasto del fotosistema Il (P1) Pachysandra terminalis ABI14811.1 6e-15

I1. Estrés oxidativo

Ensamble 2 608 Catalasa (EC: 1.11.1.6) (CAT) Campylobacter jejuni Q59296.1 3e-17

Ensamble 6 348 Posible tioredoxina tipo f (EC: 1.11.1.20) (TRX) Ricinus communis XP_002514830.1 3e-54

Ensamble 11 429 Proteina similar a metalotionina tipo-3 (MT) Musa acuminata Q40256.1 3e-22

Ensamble 14 454 Proteina similar a metalotionina tipo-3 (MT) Musa acuminata Q40256.1 6e-22

Ca 64 778 Proteina similar a metalotionina tipo-3 (MT) Musa acuminata Q40256.1 Te-17

I11. Metabolismo primario

Ca 68 383 Posible fumarilacetoacetato hidrolasa (EC: 3.7.1.2) Lolium perenne AFA36589.1 le-29
(FAH)

IV. Metabolismo secundario

Ensamble 12 217 S-adenosilmetionina sintetasa (EC: 2.5.1.6) (SAMS) Musa acuminata ABG74576.1 4e-24

V. Mantenimiento celular

Ca6g 137 Proteina de transferencia conjugativa TrbL tipo P (Trbl) Afipia sp. WP_009337892.1 8e-10

VI. Transporte

Ensamble 3 181 Permeasas de aminoacidos (AAPs) Populus trichocarpa XP_002315914.1 2e-14
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Tabla 3. Posible identidad y caracteristicas de las secuencias seleccionadas de la biblioteca sustractiva por supresion, expresadas en hojas del cultivar
resistente “Calcutta 4’ infectadas con Mycosphaerella fijiensis en una etapa temprana del desarrollo de la enfermedad, acorde con la base de datos del
Genbank (continuacion).

Clon pb BlastX: Secuencia de proteina relacionada Organismo de referencia ~ NUmero de acceso a Valor E
base de datos

V1. Elementos transponibles

Ca243 455 Posible transposasa (EC: 2.1.1.43) (Tp) Escherichia coli WP_001424562.1 6e-78
VIII. Defensa

Ensamble 17 439 Hidrolasa asociada a la pared celular (Hd) Medicago truncatula XP_003637074.1 2e-34
IX. Destino de proteinas

Ensamble 13 421 Posible enzima conjugadora de la ubiquitina E2 Oryza sativa NP_001047515.1 4e-63

(EC: 6.3.2.19) (E2)
X. Transduccion de sefiales y trafico intracelular
Ca4c 233 Receptor vacuolar (Rv) Zea mays ACG44286.1 3e-26
Casg7 207 Factor de ribosilacién ADP-proteina activadora de  Brachypodium distachyon XP_003577012.1 5e-24
GTPasa AGD12 (GTPasa)
XI. No clasificadas

Ca4b 583 Proteina no caracterizada Solanum lycopersicum XP_004230480 9e-30
Ca48 390 Proteina similar CASP Fragaria vesca XP_004294434.1 le-05
Cal28 863 Proteina hipotética Oryza sativa EAZ13376.1 3e-60
Ensamble 8 1305 Proteina hipotética Escherichia coli WP_001750129.1 3e-91
Ensamble 9 283 Proteina hipotética Oryza sativa EAY85654.1 4e-21
XI1. No homologia

Ca9 300 No homologia

Cal6 1313 No homologia

Cal9g 409 No homologia

Ca22g 250 No homologia

Caz24 408 No homologia

Ca3b 277 Proteina hipotética

Ca42 227 No homologia

Ca43 844 No homologia

Ca46 1083 No homologia

Ca47 1229 No homologia

Ca52 1046 No homologia

Ca60 872 No homologia

Cabl 909 No homologia
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Tabla 3. Posible identidad y caracteristicas de las secuencias seleccionadas de la biblioteca sustractiva por supresion, expresadas en hojas del cultivar
resistente “Calcutta 4’ infectadas con Mycosphaerella fijiensis en una etapa temprana del desarrollo de la enfermedad, acorde con la base de datos del
Genbank (continuacidn).

Clon pb BlastX: Secuencia de proteina Organismo de referencia  NUmero de acceso a Valor E
relacionada base de datos
XI1. No homologia (continuacién)

Ca66g 419

Ca70 788

Ca72a 136 No homologia
Ca72b 197 No homologia
Ca74 949 No homologia
Ca75 341 No homologia
Ca77 1344 No homologia
Ca79 1254 No homologia
Casg4 270 No homologia
Cas8s 258 No homologia
Ca88c 111 No homologia
Ca9l 191 No homologia
Ca92 1003 No homologia
Ca9%4 215 No homologia
Ca94q 778 No homologia
Ca95 804 No homologia
Ca 108 197 No homologia
Call3 188 No homologia
Cal20 182 No homologia
Cal32 289 No homologia
Ensamble 1 1219 No homologia
Ensamble 4 937 No homologia
Ensamble 5 1070 No homologia
Ensamble 10 1154 No homologia
Ensamble 15 360 No homologia
Ensamble 18 412 No homologia
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X. Transduccion de sefiales
y trafico celular 3%

[V. Mantenimiento celular 2% ]

VIII. Defensa 2%

. B \
[ IX. Destino de proteinas 2%]

VI. Transporte 2%

[ I11. Metabolismo primario 2% ]

—_—

[XII. No homologia 58% ]

[ VII. Elementos transponibles 1%]

/ [IV. Metabolismo secundario 1% ]

/ [ I. Fotosintesis y energia 13%]

/ II. Estrés oxidativo 7%
XI. No clasificadas 7%

Figura 6. Agrupacion por categorias funcionales de las secuencias identificadas de la biblioteca
sustractiva por supresion a partir de la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-Mycosphaerella

fijiensis.

Tabla 4. Comparacion de 67 ESTs de la biblioteca sustractiva por supresion con la base de
datos del Genbank y con el genoma de referencia Musa acuminata ssp. malaccensis var. Pahang

(‘DH Pahang’).

Funcion relacionada Genbank % Musa acuminata (‘DH %
(No ESTs) Pahang’) (No ESTs)

Funcién conocida vy 23 33 24 36

valor E < 1e-05

Funcién desconocida y 5 8 6 9

valor E < 1e-05

Sin homologia 39 59 37 55

En la categoria fotosintesis y energia, se encontraron varias ESTs que codificaban para

proteinas relacionadas con la estructura del cloroplasto y su funcionamiento tales como:

las CAB (Proteinas unidoras de clorofila a-b), proteinas de los fotosistemas, la AC

(Anhidrasa carbdnica) y la NDH (NADH deshidrogenasa). La activacion de estos genes
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en la interaccion esta en correspondencia con la demanda de asimilatos que se necesita
para el desarrollo de una respuesta de defensa efectiva en la planta.

En la clasificacion de estrés oxidativo, se agruparon las ESTs que codificaban para las
proteinas que forman los sistemas antioxidantes CAT, TRX (eliminadores de H,0,) y

MT (elimina el radical OH’). En las plantas, la acumulacién de ROS en el sitio de la

infeccion asi como, la supresion de las enzimas eliminadoras de las mismas, forman
parte de la muerte celular programada o respuesta hipersensible. Ademas, estas ROS
pueden actuar directamente sobre el patdgeno y participar en la formacion de barreras
por medio del entrecruzamiento oxidativo de la pared celular (Apel y Hirt, 2004).
Relacionado con las alteraciones bioquimicas y fisioldgicas que tienen lugar durante la
interaccion planta-patdgeno, en la categoria de metabolismo primario se ubico el gen
que codificaba para la FAH (Fumarilacetoacetato hidrolasa), Ultima enzima de la ruta
catabolica del aminodcido tirosina. Su funcion en plantas no estd bien dilucidada,
aunque es esencial en la generacion de metabolitos redox, tales como el tocoferol y la
plastoquinona (Dixon y Edwards, 2006). Al respecto, se ha encontrado que ante sefiales
asociadas con el estrés abiotico, la transcripcion de genes que codifican para enzimas
catabdlicas de aminoacidos responde mas rapido con respecto a los genes de rutas
biosintéticas que codifican para enzimas alostéricas y no alostéricas (Less y Galili,
2008).

En la categoria de metabolismo secundario se ubicé el gen que codificaba para la
enzima SAMS (S-adenosilmetionina sintetasa), la cual forma parte del ciclo de la
metionina y es precursora de la biosintesis de SAM (S-adenosilmetionina). A su vez,
SAM es donadora de grupos metilo para una multitud de productos secundarios
producidos en respuesta al ataque por patdgenos y precursora de la biosintesis de etileno
y poliaminas (Bhuiyan et al., 2007).
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En la interaccion incompatible “Calcutta 4’-M. fijiensis se obtuvo la expresion del factor
de ribosilaciéon ADP-proteina activadora de GTPasa (Arf-GTPase, del inglés: ADP-
Ribosylation Factor-Guanosine Triphosphatases), el cual se ubic6 en la categoria
transduccion de sefiales y tréfico intracelular. Las GTPasas pertenecen a la familia Ras
GTPasa y a la super-familia de las pequefias GTPasas y se consideran un interruptor
molecular en la ruta de sefializacion de mecanismos de defensa. Ademas, participan en
la regulacion y transporte de vesiculas, lo cual tiene un importante papel en la respuesta
a estrés (Nielsen et al., 2008).

En este sentido autores como Campo et al. (2008) demostraron la importancia en la
interaccion O. sativa-M. oryzae, de la induccion de una proteina unidora de GTP Ras-
relacionada (Rgpl, del inglés: Ras-related GTP-Binding Protein) y de otra activadora
de GTPasa (GAP, del inglés: GTPase-Activating Protein), en el transporte de proteinas
asociado con vesiculas. Por otra parte, Bohlenius et al. (2010), evidenciaron el papel
que pueden tener estas proteinas en la resistencia a la penetracion en Hordeum vulgare
L. por el patégeno Blumeria graminis f. sp. hordei.

En la interaccidn “Calcutta 4’-M. fijiensis la activacion de una Arf-GTPasa pudiera estar
relacionado con la maquinaria de transporte asociada con vesiculas, para el traslado de
proteinas entre los organelos. Este trafico resulta esencial en la relacidn que se establece
entre las plantas y los microorganismos (Bohlenius et al., 2010).

En la biblioteca SSH se identific6 un gen que codifica para una posible enzima
conjugadora de la ubiquitina E2, relacionada con la degradacion de proteinas a traves
del sistema ubiquitina/proteasoma, la cual se clasifico en destino de proteinas. La
modificacion de proteinas mediada por la ubiquitinacion, es un mecanismo que regula
aspectos de la fisiologia celular como la homeostasis, el desarrollo, la division celular,

el crecimiento y la respuesta a hormonas y estrés (Smalle y Vierstra, 2004). En este
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sentido y relacionado con este proceso, Austin et al. (2002) demostraron que una
defensa efectiva mediada por genes R en plantas de A. thaliana ante Peronospora
parasitica y P. syringae pv. tomato, requeria de los genes para la sefializacion de la
resistencia ubicados en el complejo ubiquitina ligasa.

El papel de la ubiquitinacion en la resistencia a enfermedades podria estar relacionado
con la modificacion de las proteinas sefiales y la regulacion de procesos celulares tales
como: la transcripcion, el trafico de proteinas, el transporte de membranas o la
activacion de proteinas kinasas (Pickart, 2001).

Como representante mayoritario de las enzimas que forman parte de la pared celular
primaria, se ubicé la ESTs que codificaba para una hidrolasa asociada a la pared celular,
en la categoria de defensa. La activacion de este gen forma parte del complejo arsenal
de defensa que se establece en la planta ante la entrada del patégeno, donde las
hidrolasas de pared proveen de una barrera defensiva importante (Rose et al., 2000).
Dentro de ellas, las glucanasas y quitinasas son las mas comunes y utilizadas en la
busqueda de resistencia ante patégenos fangicos. En este sentido, la transformacion
genética de plantas del cv. ‘Gros Michel’ con dos genes de quitinasa provenientes de
arroz, evidencid el papel de este gen en el aumento de la resistencia a M. fijiensis
(Kovécs et al., 2012).

La categoria de transporte, estuvo representada por una ESTs que codifica para una
permeasa de aminoacidos (AAPs), las cuales constituyen un subgrupo dentro de la
super-familia de transportadores de aminoacidos (ATF, del inglés: Amino Acid
Transporter) (Hunt et al., 2010). Las AAPs se consideran reguladores clave del
metabolismo en las plantas y su induccion en la interaccion podria relacionarse con el
transporte activo de aminoacidos, necesario para el desarrollo de una respuesta de

defensa efectiva en la planta ante la infeccion por el patdgeno.
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En estrecha relacion con el reordenamiento celular que tiene lugar en la planta durante
su respuesta de defensa, se encontraron ESTs en la biblioteca SSH que codificaban para
la Tp (Transposasa) y para Trbl (Proteina de transferencia conjugativa), las cuales se
ubicaron en elementos transponibles y mantenimiento celular, respectivamente. Ambas
categorias agruparon el 1% de las ESTs en la biblioteca SSH. Estos elementos
transponibles tienen movilidad y son importantes en la creacion de nuevos genes o
modificando la funcién de los mismos (Bennetzen, 2000).

Finalmente, el mayor nimero de las ESTs de la biblioteca SSH no presenté homologia
con las secuencias anotadas en el Genbank.

Como resultado de la comparacion de las ESTs de la biblioteca SSH con la base de
datos (NR) del Genbank para proteinas y con el genoma de referencia (‘DH Pahang’),
se evidencid que para el mayor porcentaje de las secuencias de la biblioteca SSH no
existe funcién bioldgica asignada. Aunque, el nimero de las ESTs publicadas en base
de datos publicas es de 9 229 581 y especificamente de plantas hay 5 664 415 (consulta,
24 de mayo de 2013). Esto puede deberse fundamentalmente a la falta de anotacion de
las secuencias 0 a que las ESTs en estudio no comparten grandes regiones de homologia
con las publicadas en las bases de datos.

La comparacion con el genoma (‘DH Pahang’) permitio corroborar la identidad de cada
una de las secuencias analizadas en el Genbank. Ademas, evidencié la importancia de
esta informacidn para la identificacion de las ESTs en el género Musa spp., a partir de
los analisis de expresién de genes.

El gran nimero de ESTs obtenidas en la biblioteca SSH sin clasificacion y sin
homologia aparente, podrian ser genes con probable funcion reguladora en la

interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis, las cuales no han sido identificados

53



Resultados y Discusién

con anterioridad. Esta informacion podria ser de gran utilidad para el entendimiento de
las bases moleculares de la interaccion.

Las investigaciones a nivel de transcriptoma, los cuales incluyen estudios de expresion
de genes han contribuido al conocimiento de las interacciones planta-patégeno.

Los trabajos informados en Musa spp. sobre expresion de genes en su mayoria han sido
encaminados a estudiar los aspectos fisioldgicos de la maduracién de la fruta (Xu et al.,
2007) y los efectos del estrés climatico (Santos et al., 2005). Sin embargo, en la
interaccion Musa spp.-M. fijiensis estos estudios han sido poco abordados aungue, en
los ultimos dos afios se ha incentivado la realizacion de este tipo de analisis.

En este sentido, Portal et al. (2011) identificaron genes involucrados en la sintesis de los
fenilpropanoides, en la detoxificacion, asi como varias proteinas PR derivados del
analisis de las bibliotecas de ADNc del tipo SSH y de cadena completa creada en
plantas de ‘Grande naine’ ante la infeccion con M. fijiensis. Estos genes podrian estar
involucrados en la respuesta de la planta ante la infeccion con M. fijiensis. Ademas de
corroborar por PCR en tiempo real la expresion tardia de los genes PR-4, C4h
(Cinamato 4 hidroxilasa) y similar a osmotina entre otros.

Por otra parte, D'Hont et al. (2012) tras el andlisis de varias bibliotecas de ADNc
completas, creadas en bananos con diferentes niveles de resistencia a la enfermedad del
rayado negro de la hoja, concluyeron que el estudio de la interaccion incompatible se
debe realizar anterior a los 10 dpi. Finalmente, autores como Passos et al. (2012) del
andlisis de las bibliotecas completas creadas en un estadio temprano de la interaccion
incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis (4, 6, 7, 10, 12 y 14 dpi) y tardio de la infeccion
de plantas de ‘Grande naine’ con este patogeno (19, 25, 31 y 39 dpi), limitaron los

estudios de expresion solo a tres genes (Mt, Pox y Oxo).
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Los resultados alcanzados en este acapite corroboraron la factibilidad de la creacion de
una biblioteca SSH, en plantas de ‘Calcutta 4 en un estadio temprano de la infeccion
con M. fijiensis, para la identificacion de ESTs expresadas diferencialmente.

A partir de la informacién resultante del analisis de la biblioteca SSH creada en hojas de
plantas de ‘Calcutta 4’ durante la interaccion con el patdgeno M. fijiensis, se
seleccionaron ESTs relacionadas con el metabolismo primario, el secundario y el estrés
oxidativo, para la realizacién de estudios de expresion de genes. Ademas, se incluyeron
ESTs relacionadas con la biosintesis de compuestos fenilpropanoides, obtenidas de
bibliotecas de ADNCc realizadas en plantas de ‘Grande naine’ en un estadio tardio de la
infeccion con M. fijiensis. El anlisis de estas rutas a nivel molecular podria tener
relevancia en la respuesta de defensa en bananos ante la infeccién por este patdgeno, ya

que las investigaciones a nivel transcriptdmico al respecto estan ain en su infancia.

4.2. Andlisis cuantitativo de la expresion de las ESTs seleccionadas de la biblioteca

SSH obtenida a partir de plantas de ‘Calcutta 4’ inoculadas con M. fijiensis

En plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’, se obtuvieron los perfiles de expresion para
ESTs relacionadas con el metabolismo primario, el metabolismo secundario y con el

estrés oxidativo, en un estadio temprano de la infeccion con M. fijiensis.
ESTs relacionadas con el proceso de fotosintesis

En la interaccidon incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis, los perfiles de expresion para
genes relacionados con el proceso de fotosintesis, revelé la induccién del gen de la
subunidad N del centro de reaccion del fotosistema | (Psl) con un incremento de 13
veces del nimero de transcriptos a los 6 dpi con respecto al calibrador. Sin embargo, se
observo la inhibicion del gen que codificaba para el polipéptido del fotosistema 11 10

kDa (Psll). Por otra parte, en las plantas de ‘Grande naine’ durante la respuesta
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temprana a M. fijiensis se obtuvo la inhibicion de los genes Psl y Psll como se observa

en laFigura 7.
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Figura 7. Perfiles de expresion de genes relacionados con el proceso de fotosintesis durante la
interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-Mycosphaerella fijiensis y compatible ‘Grande naine’-
Mycosphaerella fijiensis. Las muestras fueron colectadas a los 3, 6, 9, 12 y 15 dias posteriores a
la inoculacion con el patdgeno. Los valores de expresion de los genes Psl (Subunidad N del
centro de reaccion del fotosistema 1) y Psll (Polipéptido del fotosistema Il 10 kDa) fueron
relativos a los niveles de expresion del calibrador C (plantas no infectadas, 0 dpi). El gen de la
actina de Musa acuminata fue utilizado como gen de referencia. Lineas verticales indican el
error estandar (n=3).

La respuesta obtenida en ‘Calcutta 4’ ante la infeccion con M. fijiensis podria ser el
resultado de la demanda de esqueletos de carbono, energia y equivalentes reductores
necesarios para desencadenar una respuesta de defensa efectiva. En correspondencia
con lo que plantea Walters et al. (2008) aln cuando, en la planta se producen
afectaciones por el patdgeno, pueden quedar areas alrededor del tejido afectado (islas
verdes) donde se retarda la senescencia, se mantiene la actividad fotosintética y se
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acumulan poliaminas. Ademas, se debe tener en consideracion la existencia de una
posible recuperacion de la maquinaria fotosintética en las plantas de ‘Calcutta 4’ luego
del probable dafio ocasionado.

Es de destacar que en la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis de acuerdo
con los resultados obtenidos de la expresion de genes relacionados con la fotosintesis,
aun en las areas afectadas por el patdgeno al parecer existe presencia de actividad
fotosintética. Estas evidencias se correspondieron con lo observado a nivel histoldgico
por Cavalcante et al. (2011), quienes encontraron presencia de clorofila en el tejido
infectado de plantas de ‘Calcutta 4’ a los 10 dpi con este patdgeno.

En la interaccién compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis, en una etapa inicial de la
infeccion, la inhibicién de los genes Psl y Psll hasta los 12 dpi, podria estar relacionada
con la manipulacion del metabolismo o con la supresion de la respuesta del hospedante
por el patdgeno para su supervivencia.

La disminucion observada en estos genes esta en correspondencia con las evidencias
obtenidas por Hidalgo et al. (2006) en la interaccion compatible entre el cv. susceptible
‘Valery’ (Musa AAA) y el patdgeno M. fijiensis. Estos autores encontraron que la tasa
fotosintética neta foliar y la tasa transpiratoria foliar (E) en las plantas decayeron en
correspondencia con la severidad y el estadio de desarrollo de la enfermedad del rayado
negro de la hoja, aunque el impacto del patdgeno sobre E fue relativamente menor.

Por su parte, Cavalcante et al. (2011) a partir de estudios histolégicos realizados en
hojas de plantas de ‘Grande naine’ inoculadas con M. fijiensis, encontraron que en
células infectadas a los 10 dpi existia pérdida de clorofila en el tejido.

Los resultados de los perfiles de expresion para genes involucrados en el proceso
fotosintético, tanto en la interaccion incompatible como en la compatible M. acuminata-

M. fijiensis no tienen precedentes en la literatura cientifica consultada.
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Los estudios que relacionan la respuesta de defensa en la planta ante patdgenos con las
alteraciones que se producen en la fotosintesis aun son limitados. Aunque
investigaciones realizadas a nivel transcriptomico en diferentes patosistemas, han
revelado que muchos genes relacionados con este proceso se inhiben ante el estrés

biotico a diferentes niveles (Berger et al., 2007; Bilgin et al., 2010).
ESTs relacionadas con el metabolismo secundario

En la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis el perfil de expresion obtenido
para el gen del metabolismo secundario Sams reveld su maxima activacion a los 6 dpi.
Sin embargo, en la interacciébn compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis ocurrié la

inhibicidn de este gen como se observa en la Figura 8.
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Figura 8. Perfiles de expresion del gen Sams (S-adenosilmetionina sintetasa) del metabolismo
secundario de la planta durante la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-Mycosphaerella
fijiensis y compatible ‘Grande naine’-Mycosphaerella fijiensis. Las muestras fueron colectadas
alos 3,6,9, 12 y 15 dias posteriores a la inoculacion con el patdgeno. Los valores de expresion
del gen fueron relativos a los niveles de expresion del calibrador C (plantas no infectadas, 0
dpi). El gen de la actina de Musa acuminata fue utilizado como gen de referencia. Lineas
verticales indican el error estandar (n=3).
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Pocos estudios avalan la relacion entre la expresion del gen Sams y la respuesta
defensiva en plantas ante patdgenos. Solo en la interaccion T. monococcum-B. graminis
f. sp. tritici se demostr6 que altos niveles de transcriptos del gen se relacionan con la
tolerancia al estrés tanto bidtico como abiotico (frio, heridas, sequia y cloruro de sodio)
(Bhuiyan et al., 2007).

En plantas de ‘Calcutta 4°, la activaciéon transcripcional del gen Sams durante la
infeccion con M. fijiensis pudiera estar en correspondencia con las multiples funciones
que desempefia en la planta. Entre ellas la biosintesis de metionina y de la molécula
precursora SAM necesaria para la produccion de etileno y poliaminas como se observa
en la Figura 9.

El etileno es inductor de fitoalexinas derivadas de la ruta de los fenilpropanoides en
varias especies (Ishigaki et al., 2004) y de genes efectores relacionados con la defensa,
por la activacion de factores de respuesta a etileno (ERF, del inglés: Ethylene Response

Factor) (Broekaert et al., 2006).

M/. L-metionina N‘ﬂs /Etileno

—— S-adenosil-L-  SAMDC
L-homocisteina hamocisteina

\ S-aden nsil—f_—/

metionina

Sintesis de poliamina

Figura 9. Representacion esquematica de la ruta metabdlica que conduce a la sintesis de etileno
y poliaminas en plantas. SAMS: S-adenosilmetionina sintetasa, SAMDC: S-adenosilmetionina
descarboxilasa, MS: Malato sintasa. (Adaptado por Oloriz et al. (2012)).

En este sentido, Gu et al. (2002) demostraron que en plantas de A. thaliana la
resistencia a los patdgenos P. syringae pv. tomato y Erysiphe orontii esta relacionada

con la expresion de los genes ERF Pti4 y Pti5. Por otra parte, en plantas de O. sativa se
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evidencié la importancia de la induccion de los genes para la sintesis de etileno OsACS2
y OsACO7 en la respuesta de resistencia a M. grisea (lwai et al., 2006).

En cuanto al papel de las poliaminas y su catabolismo en la resistencia a patdgenos,
durante la infeccion de plantas de tabaco (Nicotiana tabacum L.) con el virus del
mosaico del tabaco (TMV, del inglés: Tobacco Mosaic Virus), la poliamina espermina
indujo la biosintesis de proteinas PR y de la HR (Walters, 2003). Ademas, en plantas de
tabaco que sobreexpresaron la poliamina oxidasa se encontrd tolerancia a la infeccién
con P. syringae pv. tabaci y Phytophthora parasitica var. nicotianae (Moschou et al.,
2009).

En la interaccién compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis, la inhibicion del gen Sams se
observo en una etapa temprana de la inoculacion con el patdégeno. Al igual que con los
genes del metabolismo primario Psl y Psll, la disminucién en los niveles de expresion
de este gen podria estar asociada con una probable manipulacion del metabolismo del
hospedante por parte del hongo o por una inhabilitacién de la respuesta de defensa de la

planta para su subsistencia.
ESTs relacionadas con el proceso de estrés oxidativo

Los perfiles de expresion obtenidos por PCR en tiempo real para plantas de ‘Calcutta 4,
en un estadio temprano de la infeccién con M. fijiensis, mostraron la mé&xima activacion
de los genes Mty Trx a los 6 dpi y la inhibicién de los genes Apx y Cat. Sin embargo, en
la interaccion compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis se obtuvo la inhibicion de los
genes Apx, Cat y Mt y la maxima expresion para Trx a los 9 dpi (Figura 10).

En un estadio temprano de la interaccién incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis, la
inhibicidn de la expresion de los genes Apx y Cat podria ser parte de la estrategia de la

planta de reprimir los principales sistemas antioxidantes, para contribuir con la
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acumulacién y mantencion de altos niveles de

defensiva efectiva.
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Figura 10. Perfiles de expresion de genes relacionados con el estrés oxidativo durante la
interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-Mycosphaerella fijiensis y compatible ‘Grande naine’-
Mycosphaerella fijiensis. Las muestras fueron colectadas a los 3, 6, 9, 12 y 15 dias posteriores a
la inoculacion con el patdgeno. Los valores de expresion de los genes Apx (Ascorbato
peroxidasa), Cat (Catalasa), Mt (Metalotionina) y Trx (Tioredoxina) fueron relativos a los
niveles de expresion del calibrador C (plantas no infectadas, O dpi). EI gen de la actina de Musa
acuminata fue utilizado como gen de referencia. Lineas verticales indican el error estandar

(n=3).
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La catalasa cataliza la rdpida conversion del H,O, en agua y oxigeno tanto a nivel del
cloroplasto como en el peroxisoma de la célula, aunque los mecanismos de su
importacion y regulacion permanecen aun sin dilucidar (Mhamdi et al., 2010). Segun
Kangasjarvi et al. (2012), es posible que las rutas que conllevan a la inhibicién de este
gen puedan ser parte de eventos que contribuyan al aumento intracelular de ROS,
necesarios para activar otras vias como la sintesis de acido salicilico (SA, del inglés:
Salicylic Acid).

Aunque se ha informado en respuesta a la infeccion por patdgenos, un aumento de la
actividad catalasa y de sus niveles de transcriptos (Patykowski y Urbanek, 2003), su
papel frente al estrés bidtico resulta mas complejo que respecto al abidtico, donde
generalmente se correlaciona con la tolerancia de la planta (Oksanen et al., 2003).
Shetty et al. (2007) informaron que en cultivares resistentes y susceptibles de trigo, la
presencia de actividad catalasa durante el proceso de estrés oxidativo provocé mayor
susceptibilidad en las plantas tanto en un estadio temprano como tardio de la infeccién
con M. graminicola.

La inhibicion de la transcripcion del gen Apx en la interaccion incompatible ‘Calcutta
4’-Mycosphaerella fijiensis constituye una evidencia de la activacion temprana del
proceso de estrés oxidativo en la planta, después del reconocimiento del patégeno. La
posterior recuperacion de la capacidad antioxidante del gen a partir de los 12 dpi,
pudiera relacionarse con su papel principal en el control de los niveles de H,O, en la
planta.

La APX es el principal sistema antioxidante presente en varios organelos celulares,
forma parte del ciclo Ascorbato-Glutation o ruta Assada-Halliwell-Foyer que ejerce una
regulacién muy estricta sobre la produccion de ROS (Shigeoka et al., 2002). Por tal

motivo, la disminucion de su actividad durante la interaccién podria contribuir con el
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desencadenamiento de una defensa efectiva en la planta. Segun Clark et al. (2000) bajo
condiciones de estrés biotico, el aumento de las concentraciones de ROS requiere de
una disminucion de los niveles y actividad de enzimas detoxificadoras de ROS tales
como CAT y APX.

En este sentido, Mittler et al. (1999) demostraron en plantas transgénicas de tabaco, que
la supresion de sistemas eliminadores de ROS como CAT y APX durante la respuesta
hipersensible puede ser un paso critico para lograr una eficiente defensa en el
hospedante. Relacionado con estos genes otros autores como Kottapalli et al. (2007)
durante la respuesta incompatible del cv. de arroz Ajaya al patdgeno X. oryzae pv.
oryzae arribaron a los mismos resultados.

La relevancia del sistema antioxidante APX fue observada por la sobreexpresion de la
Apx del tilacoide (tAPX) en plantas transgénicas de tabaco (Yabuta et al., 2002) y de A.
thaliana, lo cual incrementd la tolerancia al estrés oxidativo causado por Paraquat
(Murgia et al., 2004).

En plantas de ‘Grande naine’ en un estadio temprano de la infeccién con M. fijiensis se
observd la inhibicion de los sistemas antioxidantes APX y CAT. La supresion de esta
actividad antioxidante en la interaccién compatible pudiera responder a una falla en la
generacion de H,O,. Al parecer, durante la etapa biotrofica de crecimiento de M.
fijiensis, el patdgeno coloniza la planta evitando su reconocimiento por el hospedante.
Ademas, de igual modo a lo que ocurre en plantas de ‘Calcutta 4’ pudiera ser que la
planta trata de minimizar la activacion de los sistemas eliminadores de radicales, para
lograr un aumento de los niveles celulares de ROS sin embargo, no se logra una
respuesta efectiva, que pudiear estar condicionada por otros factores.

Relacionado con el proceso de estrés oxidativo en la interaccion incompatible ‘Calcutta

4’-M. fijiensis, se obtuvo la maxima expresion relativa a los 6 dpi del gen que codifica

63



Resultados y Discusién

para el sistema antioxidante MT, con un incremento del namero de transcriptos de 0,4
veces por encima del calibrador.

Las MT son polipéptidos de bajo peso molecular, que de acuerdo con la distribucion de
sus residuos de cisteina en plantas se clasifican en cuatro tipos (MT1-MT4) (Hassinen et
al., 2011). Estas proteinas desempefian un importante papel en la regulacién de la
homeostasis de metales en la célula, en la respuesta a la toxicidad de metales y se
consideran eliminadoras de radicales, aunque no se conoce ninguno de los mecanismos
relacionados con estas funciones (Hassinen et al., 2011). Su activacién en un estadio
temprano de la infeccion de plantas de ‘Calcutta 4 con M. fijiensis, debe contribuir con

la eliminacién de radicales OH' originado durante la respuesta de defensa.

En este estudio, se observo el incremento de la expresion del gen similar a Mt tipo 3 en
plantas de ‘Calcutta 4’ en respuesta a la infeccion con M. fijiensis. La induccion de esta
isoforma del gen, coincidio con la activacion de Mt3 en hojas de Abutilon theophrasti
Medik en respuesta al patdgeno Colletotrichum coccodes (Dauch y Jabaji-Hare, 2006).
Ademas, con los resultados informados por D'Hont et al. (2012) quienes en la
interaccion incompatible (‘DH Pahang’)-M. fijiensis también encontraron la activacion
de este gen. Es de resaltar, que segun Passos et al. (2012) en la interaccion incompatible
‘Calcutta 4’-M. fijiensis la maxima induccion de otras isoformas como la del gen similar
a Mt tipo 2 a los 6 dpi también se vinculdé con la proteccién de la célula por la
eliminacion de ROS durante la respuesta hipersensible.

La activacion de diferentes isoformas del gen Mt ha sido relacionada con la respuesta de
la planta a patdgenos. En este sentido, en plantas de arroz se ha demostrado que la
expresion del gen OsMT1 se relaciona con la defensa contra M. oryzae (Campo et al.,
2008) y Legay et al. (2011) destacaron la activacion de Mtl y la represion de Mt2 y Mt3
en la respuesta de V. vinifera a la infeccion con P. viticola.
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Por otra parte, a diferencia de la activacion en la interaccion incompatible del sistema
antioxidante MT, en la compatible se observd su inhibicion. Este resultado podria
corresponderse con la presencia de bajas concentraciones de ROS, durante la etapa de
desarrollo de la enfermedad analizada.

Finalmente, en la interaccion incompatible se obtuvo el perfil para el gen Trx el cual
mostré un aumento gradual de la expresion hasta alcanzar su maximo valor a los 6 dpi,
con una induccién de 2,2 veces del nimero de transcriptos con respecto al calibrador.
La posterior inhibicion y recuperacion de la expresion del gen a partir de los 12 dpi,
sugiere la existencia de alguna regulacion a nivel transcripcional, relacionada con la
presencia de ROS.

Las TRX son oxidoreductasas que pertenecen a una familia compleja de proteinas
reguladoras, que residen en diferentes compartimentos celulares y funcionan en una
amplia variedad de procesos (Montrichard et al., 2009). Ademas, constituyen un sistema
antioxidante complejo y eficiente en la eliminacion de radicales hidroperdxidos que
incluye al H,O; producido a nivel celular (Marti et al., 2011).

La expresion del gen Trx, en plantas de ‘Calcutta 4’ en un estadio temprano de la
infeccion con M. fijiensis, se correspondi6 con la activacion temprana del gen observada
en plantas de arroz ante el patégeno M. oryzae (Campo et al., 2008).

En este sentido, Rivas et al. (2004) evidenciaron en tomate que CITRX interactuaba
fisicamente con el gen Cf9 y regulaba negativamente la via de sefializacion a C. fulvum.
Por su parte, Laloi et al. (2004) informaron acerca de la posible implicacion de la
tioredoxina citosélica AtTRXh5 en la respuesta de defensa de A. thaliana a P. syringae
pv. tomato y al estrés oxidativo.

En la respuesta de defensa de la planta frente a patdgenos, la tioredoxina forma parte de

la ruta metabdlica del SA donde media la conversion del oligbmero inactivo no
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expresadores de genes PR (NPR1, del inglés: Non expressor of PR genes) a monémero
activo, el cual entra al nucleo y activa la expresién de los genes PR1 (Tada et al., 2008).
Estas proteinas ademaés, participan directamente en el control redox de varios procesos
como por ejemplo: la activacion de la primera enzima de la ruta del skikimato (3-
Deoxy-d-arabino-heptulosonate 7-P sintasa) (DAHPS; EC 2.5.1.54) (Entus et al., 2002),
regulan varias enzimas del metabolismo del carbono que incluye las del ciclo de Calvin
(Lemaire et al., 2007) y la sintesis de almidon (Kolbe et al., 2005) entre otras funciones.
Ademas, son vitales durante el proceso de sintesis de proteinas para la reduccion del
factor de elongacién G (EF-G, del inglés: Elongation Factor G), cuya oxidacién
producida por H,O, impide este proceso (Nishiyama et al., 2011).

Sin embargo, en un estadio temprano de la interaccion compatible ‘Grande naine’-M.
fijiensis, se alcanz6 la maxima activacion del gen Trx a los 9 dpi con un incremento de
dos veces del numero de transcriptos con respecto al calibrador. En comparacién con la
respuesta obtenida en las plantas resistentes cuya expresion maxima del gen se obtuvo a
los 6 dpi, en las susceptibles se obtuvo en un momento mas tardio y en menor magnitud.
La presencia de altos niveles del gen en el patosistema pudiera relacionarse con las
multiples funciones reguladoras que desempefia a nivel celular (Montrichard et al.,
2009).

Evidencias experimentales obtenidas por Shetty et al. (2003) en la interaccion
compatible T. aestivum-M. graminicola, revelaron que en la etapa biotrofica de
crecimiento de este patdgeno hemibiotrofico, se producen bajos niveles de acumulacion
de H,0..

La informacion disponible sobre el momento y tipo de respuesta desarrollada en
bananos después de la infeccion con M. fijiensis es aun limitada, lo cual se debe

fundamentalmente a los escasos estudios relacionados con la caracterizacién molecular
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de la defensa. Por este motivo, en la interaccion M. acuminata-M. fijiensis se
desconocen la mayoria de los mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados.
Especificamente, los que relacionan el papel del metabolismo primario, el metabolismo
secundario y el estrés oxidativo con la respuesta de defensa estan en su infancia.

Los estudios de los perfiles de expresion obtenidos en la interaccion Musa spp.-M.
fijiensis compatible e incompatible, revelaron acerca de los cambios transcripcionales
especificos inducidos por el patdgeno en el metabolismo de la planta. En este aspecto,
autores como Bilgin et al. (2010) demostraron que durante la respuesta de la planta ante
patdgenos el metabolismo debe balancearse para responder tanto a la demanda de
recursos para apoyar la defensa asi como, a los requerimientos para el mantenimiento
celular, crecimiento y reproduccion (Bilgin et al., 2010).

Segun Bechtold et al. (2005), en la mayoria de las interacciones planta-patdgeno tanto
resistentes como susceptibles ocurren perturbaciones en la fotosintesis, tales como una
disminucion en la cadena de transporte electrénico, reduccion en la asimilacion de
diéxido de carbono (CO,) y de la conductancia estomatica.

En la respuesta incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis con la llegada del patégeno y su
reconocimiento, se activan mecanismos de respuesta los cuales inducen la transcripcion
de genes en el ndcleo de la célula. Esto implica un aumento en la demanda energética en
las regiones infectadas y de esqueletos de carbono para la sintesis de compuestos
secundarios con actividad antimicrobiana. Ademas, se produjo una activa transcripcion
del gen Sams involucrado en la ruta de biosintesis de metionina y de unidades metilo
necesarias para elevar los niveles de SAM vy propiciar la activacién de posibles vias de
defensa como la sintesis de etileno y de poliaminas.

Por otra parte, en la respuesta compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis en un estadio

temprano de la infeccion, la inhibicion de los genes de los fotosistemas Psl y Psll y del
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gen Sams, evidenciaron la poca actividad metabdlica que tiene lugar durante la etapa de
crecimiento biotrofica del hongo.
En la defensa temprana de la planta ante la infeccion por patdgenos, la activaciéon de

procesos redox tiene un papel fundamental (Shetty et al., 2008). La produccion y
acumulacién de ROS que incluye al O;", H,O, y OH:" entre otros, constituye una de las

primeras respuestas celulares que estimula la cascada de defensa en varias especies de
plantas, contra la infeccidn con patdgenos avirulentos o elicitores derivados del mismo.
Sin embargo, altas concentraciones de ROS puede resultar en la oxidacion no
controlada de diversos componentes celulares, en la aparicién de lesiones necroticas e
incluso la muerte celular. Por tal motivo, para contrarrestar estos efectos la activacion
en la célula de mecanismos enzimaticos y no enzimaticos eliminadores de estas especies
tiene lugar (Torres, 2010)

Segln Rizhsky et al. (2002), la invasion por patdégenos comunmente promueve un
incremento transiente en la produccién de ROS y las plantas con niveles disminuidos de
los sistemas antioxidantes son una evidencia de la existencia de estrés oxidativo, a pesar
de no existir niveles detectables de ROS.

En la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis la expresion maxima para los
genes Mty Trx a los 6 dpi y la inhibicion de Apx y Cat asi como, en la interaccion
compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis la inhibicion de los genes Apx, Cat y Mt y la
activacion de Trx, demostraron la importancia que podria tener la induccion del proceso
de estrés oxidativo en la respuesta de la planta ante la infeccion por patdgenos.

En plantas de ‘Calcutta 4’ posterior a la inoculacion con el patdgeno M. fijiensis, al
parecer ocurre la produccion y acumulacion de ROS asociado con el estallido oxidativo,
lo cual podria constituir un elemento fundamental en la respuesta de defensa a M.
fijiensis. En estudios previos realizados en este patosistema, una rapida acumulacién de
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ROS seguida por una respuesta hipersensible se ha correlacionado con la resistencia en
‘Calcutta 4’ ante M. fijiensis (Cavalcante et al., 2011; Torres et al., 2012). Aunque, se
requiere de estudios funcionales para determinar si esta respuesta es esencial o no y para
conocer el grado de contribucion de la misma al fenotipo de resistencia.

Como se ha descrito previamente la APX y la CAT son los principales sistemas
enzimaticos detoxificantes de H,O, a nivel celular (Foyer y Noctor, 2009). En plantas
susceptibles de ‘Grande naine’ la inhibicion de estos genes y del gen Mt, pudiera
relacionarse con la presencia de bajos niveles de ROS en un estadio temprano de la
infeccion con M. fijiensis.

Debido a la funcién que podria desempefiar la induccién del proceso de estrés oxidativo
en la respuesta de defensa de “Calcutta 4’ frente a M. fijiensis y teniendo en cuenta los
cambios obtenidos en los perfiles de expresion de los genes que codifican para los
sistemas antioxidantes CAT, APX, MT y TRX durante el analisis de las interacciones
‘Calcutta 4’-M. fijiensis y ‘Grande naine’-M. fijiensis, se decidié estudiar la relacién
existente entre la expresion de estos genes anteriormente mencionados y la acumulacién

del radical O;" y la actividad POX durante el proceso infeccioso.

4.2.1. Determinacion de compuestos bioquimicos relacionados con el estrés

oxidativo, en plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’ inoculadas con M. fijiensis
Para plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’, fueron obtenidos los niveles de
acumulacion de O," asi como, los niveles de actividad peroxidasa en un estadio

temprano de la infeccién con M. fijiensis como se observa en las Figuras 11y 12.
Cuantificacion del anion superéxido

En la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis, al parecer ocurren dos estallidos

oxidativos los cuales se evidenciaron por la maxima acumulacion del anion O, a los 6
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dpi y en una etapa mas avanzada de la interaccién a los 12 dpi. Sin embargo, en la
interaccion compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis el mayor valor para el anion se
obtuvo a los 12 dpi (Figura 11).

Los resultados mostrados tienen cierta correspondencia con los obtenidos en un estudio
similar realizado por Sanchez-Garcia (2010) en las mismas interacciones, donde la
acumulacién maxima del anién O, en plantas de ‘Calcutta 4’ ocurrié a los 6 dpi, con un
nuevo aumento a los 10 dpi y para plantas de ‘Grande naine’ el mayor valor del anion se

obtuvo a los 10 dpi.
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Figura 11. Acumulacion del anion superoxido (O;7) en hojas de plantas del cultivar resistente
‘Calcutta 4’ y del susceptible ‘Grande naine’ inoculadas con Mycosphaerella fijiensis, a
diferentes dias posteriores a la inoculacion. Valores medios con letras desiguales en cada tiempo
difieren por la prueba de Mann-Whitney para p < 0,05.

En la interaccién incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis, el mayor valor del anion O;” a
los 6 dpi sugirié la existencia de posibles moléculas de reconocimiento del patdgeno en
las plantas, capaces de inducir una rapida respuesta de defensa. Sin embargo, en el
cv. ‘Grande naine’ al parecer la planta trata de responder ante la infeccion con el
patdgeno aumentando los niveles de O,” pero en un momento méas tardio, lo cual no

garantiza una respuesta de defensa efectiva en la planta.
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El papel de ROS en la respuesta de defensa en la planta ha sido demostrado por varios
autores. En este sentido, Able et al. (2000) manifestaron el papel determinante de ROS
en la respuesta de defensa de plantas de N. tabacum ante la infeccién con P. nicotianae.
De igual modo, Romero et al. (2008) en la interaccion Cucumis melo L.-Podosphaera
fusca (Fr.) Braun & Shishkoff manifestaron la importancia de la generacion temprana

de H,0, y O, en la respuesta hipersensible desarrollada en plantas resistentes.
Determinacion de la actividad enzimatica peroxidasa (EC: 1.11.1.7)

En plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’ los perfiles de actividad POX mostraron
variaciones significativas en la actividad enzimatica, en un estadio temprano de la

infeccion con M. fijiensis como se observa en la Figura 12.
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Figura 12. Actividad peroxidasa en hojas de plantas del cultivar resistente ‘Calcutta 4’ y del
susceptible ‘Grande naine’ inoculadas con Mycosphaerella fijiensis, a diferentes dias posteriores
a la inoculacién. Valores medios con letras desiguales en cada tiempo difieren por prueba de
Mann-Whitney para p < 0,05.

En la interaccion ‘Calcutta 4’-M. fijiensis, ocurrié una temprana induccién de la enzima

POX cuya actividad fue maxima a los 6 dpi seguida de un ligero incremento a los 12
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dpi. Este aumento sugir6 su posible papel en la respuesta de defensa de la planta contra
M. fijiensis y pudiera ser un mecanismo de proteccion celular contra ROS.

En un estudio similar realizado en la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis
por Cavalcante et al. (2011), la acumulacion de H,O; en paralelo con el incremento de
la actividad POX, se vinculé con una respuesta similar a la hipersensible. De igual
modo, Torres et al. (2012) y Passos et al. (2012) correlacionaron los niveles de
actividad POX y la maxima expresion del gen Pox a los 6 dpi respectivamente, en esta
interaccion con este tipo de respuesta.

En este sentido, los resultados obtenidos por Shetty et al. (2003) también vincularon la
induccién de peroxidasas y la acumulacion de transcriptos de una peroxidasa
apoplastica en T. aestivum, con la resistencia al patogeno M. graminicola. De igual
forma las evidencias obtenidas por Shetty et al. (2007) en esta interaccion corroboraron
el papel determinante que desempefia la presencia de H,O, en la resistencia de las
plantas.

En la interaccion ‘Grande naine’-M. fijiensis la mé&xima actividad POX obtenida a los
12 dpi pudiera relacionarse con cambios en su fase de crecimiento. Los factores que
determinan este cambio no se conocen pero se relacionan con la presencia de fitotoxinas
lipofilicas secretadas como el juglone (EI Hadrami et al., 2005). En estudios recientes se
determind el posible papel de las fitotoxinas hidrofilicas producidas por M. fijiensis en
la patogénesis (Cruz-Cruz et al., 2009; Cruz-Cruz et al., 2011).

Las peroxidasas ademas de estar relacionadas con el metabolismo de las auxinas, el
fortalecimiento de la pared y la sintesis de fitoalexinas, estdn involucradas en el
metabolismo de ROS durante la respuesta de defensa en la planta (Almagro et al.,

2008).
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La presencia del gen Pox, asi como los niveles de actividad de la enzima han sido de
gran importancia en el estudio de las interacciones planta-patdgeno. Se plantea que la
muerte celular inducida por H;O, es esencial en la respuesta hipersensible ante
patdgenos (Gechev et al., 2005) y que a pesar de los avances alcanzados en el
conocimiento del la fisiologia del H,O; y de varios componentes que forman parte de la
red de sefalizacion, ain queda mucho por descubrir al respecto (Petrov y Van
Breusegem, 2012).

Las principales diferencias que se establecieron en la actividad POX entre las plantas
resistentes y las susceptibles a la enfermedad del rayado negro de la hoja, tuvo lugar en
un estadio temprano de la infeccion. Al parecer, en el banano ‘Calcutta 4’ a partir del
reconocimiento inicial del patdgeno se producen sefiales que determinan la rapida
induccion de una respuesta de defensa y se establece un periodo de ventana critico en el
cual se define la infeccion con M. fijiensis.

Por otra parte, se conoce que M. fijiensis crece lentamente en concentraciones de H,0,
de 50 y 75 mmol L™y que ROS puede asegurar un bloqueo en el crecimiento del hongo
y/o en el paso a un estilo de vida necrotréfico, con lo que le da ventajas a otros
componentes importantes en la resistencia de ‘Calcutta 4’ (Beltran-Garcia et al., 2009).
Los ensayos bioquimicos realizados verificaron la induccién y maxima acumulacién de
ROS a los 6 dpi en plantas de ‘Calcutta 4’, lo cual concuerda con los resultados previos
de expresion de genes realizados en la interaccion. Sin embargo, en plantas de ‘Grande
naine’ la méxima actividad POX y acumuacion del anién O, se obtuvieron mas
tardiamente, con respecto a las plantas resistentes, a los 12 dpi. Estos resultados se
correspondieron con un ligero incremento de la expresion de los sistemas antioxidantes

TRX 'y CAT a partir de ese momento.
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Con el desarrollo de los diferentes ensayos bioquimicos en la interaccion M. acuminata-
M. fijiensis, se corrobor6 la activacion del proceso de estrés oxidativo por la
acumulacién del anion O, y la presencia de actividad POX en los cultivares estudiados.
En la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis la obtencion de valores maximos
de acumulacién para el anién O,", de actividad peroxidasa y de expresion de genes
relacionados con el estrés oxidativo a los 6 dpi, evidenciaron que al parecer, la
produccion de una explosion oxidativa en un estadio temprano de la infeccion podria
estar asegurando los niveles de ROS para desencadenar una respuesta defensiva efectiva
en bananos frente a M. fijiensis.

En este acépite se demostrdé que en la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis
ocurre la activacion de los genes relacionados con el metabolismo Psl y Sams y de los
genes relacionados con el estrés oxidativo Mt y Trx. Los cambios en la expresion de los
genes relacionados con el proceso redox en un estadio temprano de la infeccién con M.
fijiensis, aseguraron la presencia de niveles de ROS para desencadenar una respuesta de
defensa efectiva, lo cual se corroboré con los ensayos bioquimicos realizados. Sin
embargo, en la interaccion compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis la inhibicion de los
genes del metabolismo Psl, Psll y Sams y del estrés oxidativo Apx, Cat y Mt y la
activacion del gen Trx, al parecer no logran asegurar la resistencia a M. fijiensis en las

plantas de banano susceptibles durante el periodo de la interaccion analizado.

4.3. Andlisis cuantitativo de la expresion de genes involucrados en la biosintesis de

compuestos fenilpropanoides

A través del PCR en tiempo real fue posible determinar en la interaccion incompatible
‘Calcutta 4’-M. fijiensis asi como, en la compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis, los

perfiles de expresion para el gen central de la ruta metabdlica de los fenilpropanoides
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C4h y para los genes Chs (Chalcona sintasa) e Irl (Similar a la Isoflavona reductasa

(denominada IRL en no leguminosas) de la rama de los flavonoides (Figura 13).
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Figura 13. Perfiles de expresion de genes relacionados con la ruta metabolica de los
fenilpropanoides durante la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-Mycosphaerella fijiensis y
compatible ‘Grande naine’-Mycosphaerella fijiensis. Las muestras fueron colectadas a los 3, 6,
9, 12 y 15 dias posteriores a la inoculacion con el patdgeno. Los valores de expresion de los
genes C4h (Cinamato 4 hidroxilasa), Chs (Chalcona sintasa) e Irl (Similar a la Isoflavona
reductasa) fueron relativos a los niveles de expresion del calibrador C (plantas no infectadas, 0
dpi). El gen de la actina de Musa acuminata fue utilizado como gen de referencia. Lineas
verticales indican el error estandar (n=3).
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En la interaccion ‘Calcutta 4’-M. fijiensis, se confirmé la activacion de la ruta de los
fenilpropanoides y se obtuvo la méxima expresion a los 6 dpi de los genes C4h, Chs e
Irl, con un incremento del nimero de transcriptos de 7,3, 08 y 1,8 veces
respectivamente, con respecto al calibrador. La induccion de estos genes podria ser
parte de la respuesta defensiva de las plantas ante este patdgeno.

Del analisis cuantitativo de la interaccién compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis, se
obtuvo la maxima expresion de los genes C4h y Chs ocurrié a los 9 dpi, con un aumento
del numero de transcriptos de solo 2,0 y 0.4 veces respectivamente, con respecto al
calibrador vy la inhibicion del gen Irl a partir de los 6 dpi. Esta respuesta fue mas tardia
y en menor magnitud comparada con la desarrollada en las plantas de ‘Calcutta 4°,
donde existid una activacién mas temprana y de mayor proporcion de los genes clave en
la ruta de sintesis de los fenilpropanoides.

La expresion del gen C4h pudiera asociarse con la sintesis de metabolitos derivados de
la ruta como la calosa, involucrados en el fortalecimiento de la pared para crear una
barrera que evite la entrada del patdgeno. Por otra parte, la activacion de la rama de los
flavonoides y dentro de ella la de los isoflavonoides, podria estar relacionada con la
produccion de metabolitos secundarios con propiedades antifungicas.

Estudios realizados por Dixon et al. (2002) demostraron la relevancia de los compuestos
fenolicos derivados de la ruta de los fenilpropanoides, en la respuesta de la planta ante
la invasion por patdgenos. Aunque pocas investigaciones avalan el papel del gen C4h en
la interaccion, estos autores destacaron su importancia en la deposicion de compuestos
fenolicos solubles y unidos a la pared celular.

Teniendo en cuenta la relevancia que puede tener la expresion del gen C4h en la ruta de

los fenilpropanoides, también se le atribuy6 a este gen un papel significativo en la
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lignificacion. Asi lo demostrd Sewalt et al. (1997) quienes encontraron correspondencia
entre la actividad del gen y la produccion de lignina en plantas de tabaco.

La activacion tardia del gen C4h en plantas de ‘Grande naine’ durante la respuesta a M.
fijiensis, revelada por Portal et al. (2011), también ejemplificé el posible papel de este
gen en la interaccion.

En la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis la maxima expresion relativa del
gen Chs se obtuvo a los 6 dpi.

Estudios realizados en otros patosistemas han confirmado el posible papel del gen Chs
en la resistencia a patdgenos en plantas. En este sentido, la represion del gen Chs y la
ruptura de la ruta de los flavonoides, puede afectar la respuesta de defensa tal como se
demostro en plantas de C. sativus frente al patdgeno biotréfico P. xanthii segun Fofana
et al. (2005). Ademas, la relacion existente entre la acumulacion temprana de altos
niveles de transcriptos del gen Chs y la respuesta de defensa a patdgenos, se observo en
plantas de Glycine max L. ante el patdgeno P. syringae pv. glycinea por Zabala et al.
(2006).

La CHS es la primera enzima de la ruta biosintética de los flavonoides, miembro de la
familia de las poliketido sintasas, que conduce a la sintesis de todas las fitoalexinas tipo
flavonoides y de las antocianinas en plantas (Dixon et al., 2002).

El perfil de expresion obtenido para el gen Irl en la interaccion incompatible ‘Calcutta
4’-M. fijiensis mostré un incremento del nimero de transcriptos de 1,8 con respecto al
calibrador. Sin embargo, en la interacciéon compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis se
observo su inhibicion.

El gen Irl pertenece a la rama de los isoflavonoides dentro de la ruta de los flavonoides

y su estudio esté limitado principalmente a plantas leguminosas (Dixon et al., 2002).
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Pocos estudios relacionan la funcién que desempefia este gen en plantas y en bananos su
induccidn se obtuvo en presencia de etileno (Gupta et al., 2006) y en la respuesta tardia
de plantas de ‘Grande naine’ a la infeccion con M. fijiensis (Portal et al., 2011).
Ademas, la sobreexpresion en plantas de arroz del gen OsIRL sugirié su papel en la
homeostasis de ROS (Kim et al., 2010).

Los resultados alcanzados evidenciaron la activacion de la ruta de los fenilpropanoides
en la interaccion compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis, con la diferencia de que
ocurrié en un momento posterior con respecto a la incompatible y en menor cuantia.
Para los tres genes en estudio en la interaccion compatible se observo una tendencia al
incremento de su expresion a partir de los 12 dpi. Esto podria relacionarse con una
posible respuesta de defensa en la planta, en este momento de la interaccion en que las
plantas pudieran estar en el estado 1 de desarrollo de la enfermedad del rayado negro de
la hoja, caracterizado por pequefias lesiones puntiformes de coloracién rojiza por la
parte abaxial y sin sintomas en la parte adaxial segun la escala de sintomas propuesta
por Alvarado-Capd et al. (2003). Especificamente, la expresion del gen C4h observada
en esta interaccion a los 12 dpi, se corresponde con los resultados de expresion
demostrados por Portal et al. (2011) en un estadio tardio de la interaccién compatible.
Es de destacar, que a pesar del conocimiento existente relacionado con el papel de los
compuestos fenilpropanoides en la respuesta de defensa de la planta (Dixon et al.,
2002), se necesita un mayor niamero de estudios que contribuyan a dilucidar sus rutas de
sintesis.

En el género Musa spp. la identificacién de fitoalexinas del tipo fenalenonas (también
conocidas como perinaftenonas) y sus fenil derivados (Otélvaro et al., 2002b; Otalvaro
et al., 2007; Hidalgo et al., 2009), con actividad antifangica in vitro contra M. fijiensis

ademas de, la propuesta de las fenilfenalenonas como posible fungicida para el control
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de la enfermedad del rayado negro de la hoja, constituyen evidencias importantes del
posible papel de esta ruta en la estrategia de defensa en el género.

La activacion de la ruta de los fenilpropanoides tanto en la interaccién incompatible
‘Calcutta 4’-M. fijiensis como en la compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis y
especificamente la induccién temprana y en mayor magnitud de los genes en plantas
resistentes con respecto a las susceptibles, podria proveer nuevas evidencias acerca del
posible papel de la via en la respuesta de defensa en Musa spp. ante este patdgeno.

Las investigaciones en el género Musa spp. han constituido una prioridad en los
estudios llevados a cabo por la comunidad cientifica internacional dedicada a la
tematica. A pesar de los esfuerzos realizados en la busqueda de genes de interés
relacionados con la resistencia a la enfermedad del rayado negro de la hoja, ain no se
logran resultados satisfactorios. Por lo que se continda con las investigaciones
enfocadas hacia la obtencion de nuevas fuentes de resistencia, a lo cual los analisis a
nivel molecular han hecho una gran contribucion.

La realizacion de un estudio a nivel transcriptdmico en la interaccion M. acuminata-M.
fijiensis en un estadio temprano de la infeccion, representa un paso de avance para un
mejor entendimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta de
defensa de las plantas de banano frente a este patdgeno.

En el presente trabajo se profundizo en el conocimiento de las bases moleculares de la
interaccion M. acuminata-M. fijiensis, con la creacion de una biblioteca SSH a partir de
hojas de plantas del banano resistente ‘Calcutta 4’ en un estadio temprano de la
infeccion con este patégeno. Como resultado de este analisis, las ESTs se ubicaron en
las siguientes categorias funcionales: fotosintesis y energia, estrés oxidativo,

metabolismo primario, metabolismo secundario, mantenimiento celular, transporte,
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elementos transponibles, defensa, destino de proteinas, transduccion de sefiales y trafico

intracelular, no clasificadas y sin homologia (Figura 14).
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Figura 14. Esquema resumen de los resultados obtenidos del estudio de la interaccion Musa
acuminata-Mycosphaerella fijiensis. Los puntos rojos representan las ESTs obtenidas de la
biblioteca SSH creada en el cultivar resistente ‘Calcutta 4’ durante la interaccion con
Mycosphaerella fijiensis. Los puntos naranjas representan otras ESTs incluidas en el analisis de
expresion mediante PCR en tiempo real. Las flechas azules indican sefiales o respuestas de la
planta. Dibujos de color canela representan la hifa del hongo y posibles efectores que llegan al
interior de la célula de la planta. La célula vegetal representada es un esquema simplificado
donde solo se muestran los organelos con la probable ubicacién de los productos (proteinas) de
los genes estudiados.
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La figura representa un esquema a modo de resumen los principales resultados
obtenidos en esta investigacion, que incluye todos los productos de los genes
identificados en la SSH y otros genes también estudiados. Una gran representacion de
ESTs relacionadas con la fotosintesis y energia localizados a nivel del cloroplasto
muestra la contribuciéon de estos a la defensa de la planta. Si tenemos en cuenta la
sobrexpresion diferencial del gen Psl a los 6 dpi, podemos considerar la importancia de
la fotosintesis en el cultivar resistente, asegurando los altos niveles de asimilatos de
carbono durante la demanda energética impuesta por la defensa de la planta.

Otro grupo importante de genes identificados a partir de la biblioteca SSH se agruparon
en la categoria de estrés oxidativo, los cuales codificaban para proteinas detoxificadoras
de ROS. Aparentemente estos genes son muy bien regulados por la planta para lograr en
un primer momento de la infeccion altos niveles de ROS. La regulacion negativa
observada para varios de estos genes como (Cat, Mt y Apx) podria estar asegurando el
arresto inicial del crecimiento de M. fijiensis. Un segundo momento ocurre cuando se
incrementa la expresion relativa de los transcriptos de genes que codifican para
proteinas detoxificadoras de ROS, garantizando que ocurra el menor dafio posible a la
celula de “Calcutta 4°. Al incremento de los niveles de ROS podria contribuir también
la produccién de poliaminas a partir de la sobreexpresiéon del gen Sams en el cultivar
resistente, aunque se conoce que la accion de esta enzima puede de igual modo conducir
a la sintesis de etileno o al ciclo de la metionina en el citoplasma. Los altos niveles de
ROS asegurados en ‘Calcutta 4’ en un estadio temprano de la infeccion con M. fijiensis,
podrian constituir una sefial de estrés conducida hasta el nucleo para activar la
transcripcion del programa de genes necesario para la defensa de la planta.

Otra enzima con funcion en el metabolismo es la FAH, involucrada en el catabolismo

de la tirosina. La incorporacion al ciclo de Krebs de los esqueletos carbonados
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procedentes de este aminoacido puede ayudar a compensar las demandas energéticas
durante la defensa.

En la interaccion ‘Calcutta 4’-M. fijiensis otros genes también podrian estar
involucrados directamente en la regulacion de la defensa. La ubiquitina ligasa E2,
ademas de su funcién en la degradacion de proteinas, se ha descrito que posee actividad
reguladora de la inmunidad en plantas (Mural et al., 2013). Por otra parte, la hidrolasa
de pared es considerada un elemento importante en la defensa de las plantas, por su
probable capacidad hidrolitica sobre las estructuras del hongo y la permeasa de
aminoacido pudiera contribuir con la homeostasis de aminoécidos durante la defensa.
Entre las ESTs que codifican para el trafico intracelular y la transduccion de sefiales fue
encontrada una GTPasa y un receptor vacuolar. Las GTPasas estan involucradas en el
trafico de membrana, funciones reguladoras dentro de la célula y puede mediar el
trasporte de vesiculas permitiendo la internalizacion de determinadas moléculas,
incluidos productos de genes de avirulencia del patdgeno y ser estos reconocidos
ulteriormente en determinados compartimentos celulares.

La presencia de un receptor vacuolar durante la respuesta de las plantas resistentes a la
infeccion por M. fijiensis, resulta de gran interés teniendo en cuenta que la vacuola
contiene enzimas hidroliticas que durante la muerte celular programada conllevan a su
colapso, liberando asi estas enzimas. La ruptura de este organelo mediado por este
receptor, podria ser una caracteristica de la respuesta similar a la hipersensible planteada
para el cv. ‘Calcutta 4°.

De las ESTs encontradas resulta interesante la TrbL, ya que la homologia de esta
secuencia es con un gen de Afipia sp. Este organismo pertenece a un género de bacterias
capaces de establecer simbiosis y pudiera ser parte del arsenal de efectores del hongo

expresado in planta.
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Otros genes del metabolismo secundario estudiados fueron los relacionados con la ruta
de los fenilpropanoides, que aunque no fueron encontrados en la biblioteca SSH
realizada en la interaccion incompatible, si se demostrd su induccién temprana en
plantas de ‘Calcutta 4’ con respecto al cv. susceptible ‘Grande naine’, demostrandose
asi la posible contribucién de esta ruta de sintesis de compuestos fendlicos a la
resistencia en estas plantas.

A un grupo importante de ESTs de la biblioteca SSH no fue posible asignarle funcion
bioldgica alguna, en ellas podria encontrarse informacién sobre genes muy especificos
de esta interaccion, que bien vale continuar su identificacion con la ayuda de
herramientas bioinformaticas.

En la investigacion realizada, los resultados alcanzados con el estudio del patosistema
M. acuminata-M. fijiensis, representan una contribucion al conocimiento y
entendimiento de esta interaccion. La identificacion de genes y rutas metabdlicas
activadas durante la respuesta de defensa del cv. ‘Calcutta 4’ en un estadio temprano de
la infeccion con M. fijiensis ademéas de, la informacion colectada de los perfiles de
expresion de genes obtenidos tanto para la interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M.
fijiensis como para la compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis, aportan nuevos elementos

a la caracterizacion molecular del patosistema.
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5. CONCLUSIONES

1. Mediante la construccion de una biblioteca de ADNc sustractiva por supresion, fue
posible identificar ESTs expresadas diferencialmente en en plantas del cv. resistente
‘Calcutta 4’ en un estadio temprano de la interaccion con M. fijiensis, los cuales se
agruparon en las categorias funcionales: fotosintesis y energia, estrés oxidativo,
metabolismo primario, metabolismo secundario, mantenimiento celular, transporte,
elementos transponibles, defensa, destino de proteinas, transduccion de sefiales y trafico
intracelular, no clasificadas y sin homologia.

2. En la interaccion ‘Calcutta 4’-M. fijiensis se demostro la activacion de los genes
relacionados con el metabolismo Psl y Sams y de los genes relacionados con el estrés
oxidativo Mt y Trx. Los cambios en la expresién de los genes relacionados con este
proceso redox en un estadio temprano de la infeccion con M. fijiensis, aseguraron la

presencia de niveles de ROS para desencadenar una respuesta de defensa efectiva, lo
cual se corrobord con la méxima acumulacion de O, y el aumento de la actividad

peroxidasa obtenida durante la interaccién incompatible. Sin embargo, en la interaccion
compatible ‘Grande naine’-M. fijiensis la inhibicion de los genes del metabolismo y la
activacion del gen relacionado con el estrés oxidativo Trx, al parecer no logran asegurar
la resistencia a M. fijiensis en el periodo estudiado de la interaccion.

3. Fue posible constatar diferencias en los niveles maximos de expresiéon y del tiempo
en que esto ocurre, para los genes pertenecientes a la ruta de los fenilpropanoides C4h,
Chs e Irl, en plantas del cv. resistente “‘Calcutta 4’ con respecto al susceptible ‘Grande
naine’, en un estadio temprano de la infeccion con M. fijiensis. La mayor magnitud de la
respuesta observada en ‘Calcutta 4’ podria sugerir el papel de la ruta en la respuesta

defensiva en bananos.
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4. En plantas de ‘Calcutta 4’ se comprobd la expresion diferencial de ESTs involucradas
en varias rutas metabdlicas, a partir de una biblioteca SSH creada en este cultivar en un
estadio temprano de la infeccion con M. fijiensis. Los analisis de expresion para las
ESTs de la biblioteca SSH seleccionadas relacionadas con el metabolismo, el estrés
oxidativo y de otras ESTs derivadas de la ruta de los fenilpropanoides, tanto en la
interaccion incompatible ‘Calcutta 4’-M. fijiensis asi como, en la compatible ‘Grande
naine’-M. fijiensis, contribuyeron a un mejor entendimiento de la respuesta de las

plantas ante la infeccidn por este patdgeno.
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6. RECOMENDACIONES

1. Realizar analisis moleculares en la interaccién ‘Calcutta 4’-M. fijiensis a través de los
ensayos cuantitativos de expresion, teniendo en cuenta genes no estudiados en el
presente documento como la hidrolasa de pared, las GTPasas.

2. Realizar estudios funcionales con el gen de la tioredoxina por su importancia en la
interaccion planta-patogeno.

3. Cuantificar los niveles de metabolitos secundarios producidos a partir de los genes

estudiados derivados de la ruta de los fenilpropanoides.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Purificacion de ARN total de plantas

Se procedio6 segun el protocolo descrito por Liao et al. (2004). Se pes6 1 g de hoja de la
planta y se macer6 en nitrogeno liquido hasta formar una pasta fina. EI material fue
transferido a un tubo de 50 mL que contenia 20 mL del tampdn de extraccion
previamente calentado a 65°C (CTAB 3% (m/v), PVP 3% (m/v) PM 40 000, EDTA
25mM, NaCl 2,0 M, Tris-HCI 100 mM pH 8,0, spermidine 0,5 g L™), se colocé en el
vortex por 30 s y se incub6 a 65°C durante 10 min, cuyo contenido fue mezclado
ocasionalmente. Un volumen de cloroformo e isoamil alcohol (24:1) (v/v) fue afiadido a
la mezcla, la cual se mezcld suavemente por 10 min y se centrifugd a 12 000 g a 10°C
por 10 min. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo y extraido nuevamente con
un volumen de cloroformo e isoamil alcohol (24:1) (v/v) por 10 min y posteriormente
centrifugado a 12 000 g a 10°C por 10 min. Este paso fue repetido una vez mas y el
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo que contenia ¥ del volumen de LiCl 10 M.
El contenido del tubo fue mezclado, se conservé a 4°C toda la noche y se centrifugé a
12 000 g a 4°C por 30 min. El precipitado obtenido se resuspendié suavemente en 500
ML de SDS 0,5%, fue extraido con cloroformo e isoamil alcohol (24:1) (v/v) y
centrifugado a 12 000 g a 4°C por 10 min. El sobrenadante fue transferido a un nuevo
tubo, se le afiadio 2 mL de etanol absoluto, se mezcl6 vigorosamente y se dejé precipitar
a -20 °C por 2 h. EI ARN fue colectado por precipitacién a 12 000 g a 4°C por 30 min,
lavado con etanol al 75% dos veces, secado al vacio, resuspendido en 200 uL de agua

tratada con dietilpirocarbonato y conservado a -80 °C hasta su utilizacion.
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Anexo 2. Purificacion de ARN total a partir del micelio del hongo

Se procedi6 segun el protocolo descrito por Sanchez-Rodriguez et al. (2008). Se pesé
1 g del micelio del hongo liofilizado y se macer6 en nitrégeno liquido. Se afadieron 20
mL del tampdn CleanUp (Tris HCI 100 mM pH 8,0, sorbitol 0,35 M, PEG 6 000 10%
(m/v), B-mercaptoetanol 2% (v/v)) y se coloco en el vortex por 30 s, posteriormente se
realizd la centrifugacion por 10 min a 8 000 g a 4°C. El precipitado obtenido se
resuspendio en 10 mL del tampon de extraccion (NaCl 0,6 M, EDTA 10 mM, Tris HCI
100 mM pH 8,0, SDS 4%, B-mercaptoetanol al 2% (v/v)), previamente calentado a 65°C
y se incub6 a esta temperatura por 10 min, cuyo contenido fue mezclado
ocasionalmente. La muestra se enfrié a temperatura ambiente y se le adicioné 1 mL de
acetato de potasio 5 M, 3 mL de etanol absoluto frio, 10 mL de fenol y 2 mL de
cloroformo. Se procedié a agitar vigorosamente hasta formar una emulsion, se incubd
por 30 min en hielo y se centrifug6 por igual periodo de tiempo a 4°C a 12 000 g. El
sobrenadante obtenido se transfirié a un nuevo tubo y se realizd una extraccion con un
volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), agitando suavemente durante 10 min
en un balancin. A continuacion se procedi6 a centrifugar a 4°C por 10 min a 12 000 g
La fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo y se realiz6 una nueva extraccion con
solvente organico, bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. Se transfirié el
sobrenadante a un tubo, que contenia ¥ del volumen total de LiCl 10 M, se mezclaron
los componentes y se dejo precipitando el ARN toda la noche a 4°C. La recuperacion
del ARN se realizé por centrifugacion a 4°C por 30 min a 12 000 g. El precipitado se
resuspendidé suavemente en 500 pL de SDS al 0,5%, se centrifugd a 4°C por 10 min a

12 000 gy al sobrenadante obtenido se le adicionaron 2,5 volimenes de etanol absoluto.
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El ARN se precipit6 durante 2 h a -80°C, se centrifug6 a 4°C por 30 min a 12 000 g, se
lavé el precipitado con etanol al 75%, se seco durante 10 min y se resuspendié en 100

ML de agua libre de ribonucleasa.
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Anexo 3. Genes seleccionados de la biblioteca sustractiva por supresion durante la interaccion
incompatible ‘Calcutta 4’-Mycosphaerella fijiensis y cebadores utilizados en el anlisis
cuantitativo de la expresion.

Gen Cebador directo 5°—3’ Cebador reverso 5’—3"  Amplicon (pb)
Psl gagtgtgaaggcaaggacaag ggcaggtacatagagccatga 106
Psll gagtccggcaagagtcacacag gggcaaatgttgatggctac 119
Sams ctcttcggtcgaggttgatg gtgtcgtacgcaatcggtgt 151
Cat aaactacccggagtggaagc aacgctagctgctcgttctc 200
Mt agctgtttcccttcttcacg ttgagccgttgtgcttgttg 133
Trx tcctcgacatgtacacccaat ttcctttaccaccttcecatce 209
Apx agcgatcaggatatcgttgc gaaaacaggatcggtgagga 200

Act ggttagacatccttttcctctc gcatcatctccagcgaaac 113
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Anexo 4. Genes asociados con la ruta de biosintesis de compuestos fenilpropanoides segln
Portal et al. (2011).

Gen Cebador directo 5°—3’ Cebador reverso 5’—3’ Amplicon (pb)
C4h  atgtcgggttcecgtgatg taatcgttctgttgtgcgtg 156
Chs accaacgcaaaggacaagac ctccatgtacccgcaccgat 135
Irl cctcecacgecgaaagatg gcaggtcaatccctctcaac 102

Act  ggttagacatccttttcctctc gcatcatctccagcgaaac 113
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Anexo 5. Indicadores de la pureza de los ARN totales y ARNm purificados de hojas de plantas
del cultivar resistente ‘Calcutta 4’ inoculadas, a diferentes dias posteriores a la inoculacién con
Mycosphaerella fijiensis, no inoculadas y del micelio del hongo a los 14 dias del cultivo.
Muestras: (Ca 0 dpi) de plantas de ‘Calcutta 4’ no inoculadas, (Ca 6, 10, 12 dpi) de plantas de
‘Calcutta 4’ inoculadas y (H) del micelio del hongo.

ARN total ARNmM
Muestra
Concentracion Concentracion
(ng uL'l) 260/A280 A260/A230 (1o uL'l) A260/A280 260/A230)

Ca 0 dpi 1,80 1,88 2,12 0,03 1,82 2,10
Ca 6 dpi 1,83 1,86 2,20 0,03 1,94 2,30
Ca 10 dpi 1,85 1,94 2,30 0,02 2,00 2,04
Ca 12 dpi 1,90 1,9 2,16 0,02 1,90 2,15
H 14 dias 0,91 2,02 2,10 0,02 1,99 2,20
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Anexo 6. Comparacion de la posible identidad y caracteristicas de las secuencias seleccionadas de la biblioteca SSH, expresadas en hojas del cultivar
resistente ‘Calcutta 4’ infectadas con Mycosphaerella fijiensis en un estadio temprano del desarrollo de la enfermedad, con la base de datos del Genbank y
con el genoma completo de referencia de Musa acuminata var. (‘DH-Pahang’).

Clon pb BlastX: Secuencia de proteina relacionada Valor E BlastX: Musa acuminata (‘DH Pahang”) Valor
E

I. Fotosintesis y Energia

Ensamble 7 334 Subunidad N del centro de reaccion del 9e-43 Subunidad N del centro de reaccion del le-37
fotosistema | fotosistema |

Ensamble 16 183 NADH deshidrogenasa subunidad p (EC: le-26 No homologia
1.6.5.3)

Ca4l 285 Anhidrasa carbénica (EC: 4.2.1.1) Te-12 Anhidrasa carbdnica Te-17

Ca43g 261 Posible proteina de cloroplasto de unién a le-10 Proteina de unién a clorofila a-b le-11
clorofila a-b

Ca63 426 Proteina del cloroplasto del fotosistema 11 10 le-11 Polipéptido fotosistema 11 10 kDa 2e-14
kDa

Ca 82 236 Proteina de union a clorofila a-b 1le-05 Proteina de union a clorofila a-b 3e-07

Ca98 348 Proteina 6A de union a clorofila a-b, isoforma 4e-08 Proteina de unién a clorofila a-b 5e-10
cloroplastica

Ca 103 258 Proteina regulada por la luz Lirl 3e-07 Proteina regulada por la luz 3e-10

Call9 208 Proteina inducible del cloroplasto del 6e-15 Polipéptido del fotosistema Il 19 kDa 2e-24

fotosistema Il
I1. Estrés oxidativo

Ensamble 2 608 Catalasa (EC: 1.11.1.6) 3e-17 Proteina de membrana 4e-26
Ensamble 6 348 Posible tioredoxina tipo f (EC: 1.11.1.20) 3e-54 Tioredoxina F2, del cloroplasto 8e-48
Ensamble 11 429 Proteina similar a metalotionina tipo-3 3e-22 Proteina similar a metalotionina tipo-3 le-34
Ensamble 14 454 Proteina similar a metalotionina tipo-3 6e-22 Proteina similar a metalotionina tipo-3 le-34

Cab64 778 Proteina similar a metalotionina tipo-3 Te-17 Proteina similar a metalotionina tipo-3 6e-28
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Anexo 6. Comparacion de la posible identidad y caracteristicas de las secuencias seleccionadas de la biblioteca SSH, expresadas en hojas del cultivar
resistente ‘Calcutta 4’ infectadas con Mycosphaerella fijiensis en un estadio temprano del desarrollo de la enfermedad, con la base de datos del Genbank y
con el genoma completo de referencia de Musa acuminata var. (‘DH-Pahang’) (continuacion).

Clon pb BlastX: Secuencia de proteina relacionada Valor E BlastX: Musa acuminata (‘DH Pahang’)  Valor E
I11. Metabolismo primario le-29 Fumarilacetoacetasa le-37
Ca 68 383 Posible fumarilacetoacetato hidrolasa (EC:

3.7.12)
IVV.Metabolismo secundario
Ensamble 12 217 S-adenosilmetionina sintetasa (EC: 2.5.1.6) 4e-24 S-adenosilmetionina sintasa le-22
V. Mantenimiento celular
Ca6g 137 Proteina de transferencia conjugativa TrbL tipo P 8e-10 No homologia
VI. Transporte
Ensamble 3 181 Permeasas de aminodacidos 2e-14 Posible aminoacido permeasa no 3e-14

caracterizada
V1I. Elementos transponibles

Ca 243 455 Posible transposasa (EC: 2.1.1.43) 6e-78 No homologia

VI1I1I. Defensa

Ensamble 17 439 Hidrolasa asociada a la pared celular 2e-34 No homologia

IX. Destino de proteinas

Ensamble 13 421 Posible enzima conjugadora de la ubiquitina E2 4e-63 Posible enzima conjugadora de la 4e-53
(EC: 6.3.2.19) ubiquitina E2

X. Transduccién de sefiales y trafico intracelular

Cai4c 233 Receptor de distribucion vacuolar 3e-26 Receptor de distribucion vacuolar 2e-33

Cas87 207 Factor de ribosilacion ADP-proteina activadora 5e-24 Posible factor de ribosilacion ADP-proteina 8e-21
de GTPasa AGD12 activadora de GTPasa AGD12

XI. No clasificadas
Ca4b 583 Proteina no caracterizada 9e-30 Proteina del complejo T 3e-63
Ca 48 390 Proteina similar CASP 1le-05 Proteina de membrana 5e-26
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Anexo 6. Comparacién de la posible identidad y caracteristicas de las secuencias seleccionadas de la biblioteca SSH, expresadas en hojas del cultivar
resistente ‘Calcutta 4’ infectadas con Mycosphaerella fijiensis en un estadio temprano del desarrollo de la enfermedad, con la base de datos del Genbank y

con el genoma completo de referencia de Musa acuminata var. (‘DH-Pahang’) (continuacion).

Clon pb BlastX: Secuencia de proteina Valor E BlastX: Musa acuminata (‘DH Pahang’) Valor
relacionada E

XI. No clasificadas

Cal28 863 Proteina hipotética 3e-60 Proteina unidora de ARN activadora le-137

inhibidora de plasminogén

Ensamble 8 1305 Proteina hipotética 3e-91 Proteina hipotética le-74
Ensamble 9 283 Proteina hipotética 4e-21 Glicosiltransferasa 8e-26
XI1. No homologia

Ca9 300 No homologia Proteina hipotética le-23
Cal6 1313 No homologia

Cal9g 409 No homologia

Ca22g 250 No homologia

Ca24 408 No homologia

Ca3b 277 No homologia

Ca42 227 No homologia

Ca43 844 No homologia

Ca46 1083 No homologia

Ca47 1229 No homologia

Ca52 1046 No homologia

Ca60 872 No homologia

Cabl 909 No homologia

Ca 66g 419 No homologia

Ca70 788 No homologia Proteina hipotética 4e-24
Ca72a 136 No homologia Proteina similara HMG1/2 2e-13
Ca72b 197 No homologia
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Anexo 6. Comparacién de la posible identidad y caracteristicas de las secuencias seleccionadas de la biblioteca SSH, expresadas en hojas del cultivar
resistente ‘Calcutta 4’ infectadas con Mycosphaerella fijiensis en un estadio temprano del desarrollo de la enfermedad, con la base de datos del Genbank y
con el genoma completo de referencia de Musa acuminata var. (‘DH-Pahang’).

Clon pb BlastX: Secuencia de proteina Valor E  BlastX: Musa acuminata (‘DH Valor E
relacionada Pahang’)

XI11. No homologia (continuacion)

Ca74 949 No homologia

Ca75 341 No homologia

Ca77 1344 No homologia

Ca79 1254 No homologia

Ca g4 270 No homologia

Ca85 258 No homologia Proteina hipotética le-15

Ca88c 111 No homologia

Ca9l 191 No homologia

Ca92 1003 No homologia

Ca94 215 No homologia Proteina ycf53 no caracterizada 7e-27

Ca94g 778 No homologia Proteina hipotética 3e-06

Ca95 804 No homologia

Ca 108 197 No homologia

Cal13 188 No homologia

Ca1l20 182 No homologia

Cal32 289 No homologia

Ensamble 1 1219 No homologia

Ensamble 4 937 No homologia

Ensamble 5 1070 No homologia

Ensamble 10 1154 No homologia

Ensamble 15 360 No homologia Posible proteina no caracterizada 3e-16

Ensamble 18 412 No homologia




