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RESUMEN

La Sigatoka Negra causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis es la
enfermedad mas importante que alecta la produccion comercial de
bananos y platanos en el mundo. Los dafios causados por este patdge-
no han resultado en pérdidas econdmicas substanciales y en una im-
portante reduccion de la produccion anual. El presente estudio se
realizd. con el fin de aislar genes involucrados con la resistencia en
cultivares de banano resistente (Calcutta 4) v susceptible (Williams) a
M. fijiensis, por medio de comparaciones de perfiles de expresion en
condiciones controladas con y sin infeccion. Se logro determinar genes
putativos expresados diferencialmente relacionados con Ia defensa en
plantas; como la puroindolina b, quitinasa y una proteina de choque
térmico. Ademds dos genes involucrados con las respuestas oxidativas,
relacionados con la acumulacion de ROS bajo condiciones de estrés.

SUMMARY

Black Sigatoka caused by the fungus Mycosphaerella fijiensis is the
most important disease affecting the commercial production of bana-
nas and plantains in the world. Damage by this fungus has resulted in
substantial economic losses and a significant increase in annual banana
production costs. The present study isolated genes are involved in
resistance among cultivars included in the study. Identified putative
differentially expressed genes related to defense, as puroindolina b,
chitinases and a heat shock protein. Two genes involved in oxidative
response, related to the accumulation of ROS under stress conditions.
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INTRODUCCION

El Banano y el platano (Musa spp.) constitu-
yen dos de los cultivos mas importantes a
nivel mundial, y son considerados como un
alimento bdsico en los paises en via de desa-
rrollo (Stover y Simonds, 1987). El banano es
ampliamente cultivado para su exportacion,
mientras que el pliatano v algunas cultivares
de banano, estan confinadas al consumo local
en los paises tropicales,

La Sigatoka Negra es una de las enferme-
dades mds comunes y severas que afcctan las
plantaciones de banano y platano en el mun-
do. Esta enfermedad, causada por ¢l hongo
Mycosphaerella  fifiensis, puede ocasionar
perdidas econdmicas substanciales y causaria
la pérdida total del cultivo de no ser controla-
da. La aplicacion de fungicidas quimicos es la
forma mas comin de controlarla, sin embar-
go, su efectividad ha empezado a disminuir
debido a la aparicion de cepas del hongo
resistentes, lo que resulta en un aumento en
los ciclos de aspersion de los fungicidas
(Guzman, 2003; Espinal er al, 2005) y el
consiguiente impacto ambiental.

En la actualidad existe un ndmero de cul-
tivares diploides de banano con resistencia a
la enfermedad, pero debido a sus pobres

caracleristicas agronomicas no son adecuadas
para el cultivo. Por gjemplo, Calcutta 4, un
banano fErtil diploide (AA), es resistente a la
Sigatoka Amarilla y Negra pero produce poca
cantidad de fruta y de baja calidad. Algunas
de estas cultivares diploides se han utilizado
como base genética para desarrollar hibridos
tetraploides resistentes. mediante técnicas de
mejoramiento  convencional. Sin embargo,
aungue estas metodologias han sido exitosas
en la generacidon de cultivares de banano y
platano resistentes, la calidad de su fruta no
ha sido lo suficientemente buena para satisfa-
cer las necesidades de los mercados de expor-
tacion, a pesar de muchos afios de esfuerzo.
Las cultivares de banano Cavendish, contin-
Gan dominando el mercado de exportacion,
pero son altamente susceptibles a la Sigatoka
Negra.

De otro lado, existen evidencias que su-
gieren que en algunas cultivares de Musa la
resislencia podria ser debida al efecto de un
grupo de compuestos microbicidas llamados
fitoalexinas, sustancias de bajo peso molecu-
lar que se acumulan en las plantas cuando se
activan las vias enzimaticas del metabolismo
secundario. Es decir ante el ataque del pato-
geno, la planta responde con un mecanismo
de modificacian de su perfil genético expre-
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sado. Algunos de los genes implicados en la
sintesis de estos metabolitos han sido estu-
diados por Cramer et al., 1989; Fukasawa-
Akada er al.. 1996, Dixon y Steele, 1999;
Lehfeldt ef al... 2000; Reddy e al, 2005. Sin
embargo, sc han realizado muy pocos traba-

Jjos encaminados al aislamiento y caracteriza-

cion de los genes involucrados en las respues-
tas de defensa en Musa. Es asi como en esle
estudio se adoptd una estrategia metodologica
general que permitid  la visualizacion de
estos cambios, lo cual puede llegar a ser un
gran aporte en la identificacidn, caracteriza-
cion y aislamiento de penes de importancia
en los patosistemas, con miras a su uso en
futuros programas de mejoramiento.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal.

Se utilizaron plantas de banano de la cultivar
Williams con una edad aproximada de 40
dias. obtenidas por medio del cultivo in vitro
realizado en el laboratorio de la Unidad de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad
Catélica de Oriente. Este cultivar se caracte-
riza por ser de amplio uso en el sistema agri-
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cola bananero del pais, especialmente en la
region de Urab4, donde se ha catalogado
como una cultivar susceptible al ataque de M.
fijiensis. Ademas, s¢ utilizaron plantas de
banano del cultivar Calcutta 4 entre 20 y 30
c¢m. de altura, colectadas directamente de
campo en la finca Universidad de Caldas,
municipio de Palestina (Caldas), vereda
Santagueda, latitud 5° 05° N, longitud 75° 40°
Q. La finca se encuentra a 1010 msnm, con
una temperatura promedio de 23°C, precipi-
tacion anual de 1800 mm y humedad relativa
de 76%. Este cultivar se caracteriza por pre-
sentar una marcada respucsta hipersensible al
ataque de M. fijiensis y ser resistente a esle
patogeno. Todas las plantas fueron aclimata-
das en las condiciones de cdmara de infeccidn
durante un tiempo minimo de una semana
antes de ser inoculadas con el patogeno.

Aislamiento del hongo e infeccion vegetal

Cultivo monospérico de M. fijiensis. Para
obtener un cultivo monospérico virulenio con
el cual inducir infecciones controladas, se
partid de hojas con estadios 5 y 6 de la en-
fermedad de la siguiente manera; el material
vegetal infectado se dispuso en una camara
himeda que consiste en recubrir las hojas con
toallas himedas v almacenarlas en bolsas
plasticas durante dos dias a temperatura
ambiente. Se permitié las descargas de las
ascosporas sobre medio agar bacteriolégico al
2% durante 30 min a temperatura ambiente.
(Mira, 2004). Luego de la descarga, se captu-
raron ascosporas individuales con capilares
estériles y se dispusieron en medio PDA a 24
°C hasta observar crecimiento del micelio,
aproximadamente 15 dias después (Carlier y
Zapater, 2000).

Preparacion del inéculo. Después de obser-
var crecimiento del micelio en el medio PDA
(Becton Dickinson BD, USA), se procedio a
macerarlo con un asa y agua estéril. Este
macerado fue transferido a un medio nutritivo
V8 y crecid durante 15 dias bajo luz roja para
favorecer la conidiacidn. Posteriormente, el
micelio junto con las conidias fueron colecta-
dados con la ayuda de un asa y agua destilada
estéril. Se filrd la solucién a través de una
membrana de etamina hasta obtener volime-
nes finales de 50 mL. Los filtrados se centri-
fugaron a 6000 rp.m. durante 20 min. Se
colectaron los precipitados vy se determino la
concentracidn de las conidias mediante una
camara de Neubauer. Se ajustd la concentra-
cion a 1 x 10° conidias por mL con solucion
de gelatina microbiolégica al 2%, esto con ¢l
fin de mejorar la distribucion y adherencia
del indeulo sobre la superficie del envés de la
hoja después de la inoculacion (Mira, 2004).

Inoculacion en hojas. La inoculacion se
realizd con un aerégrafo Picasso K-3 a 50
libras por pulgada® (psi) a una distancia
aproximada de 20 cm en el envis de la terce-
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ra 0 cuarla hoja para cada una de las plantas
de los cultivares Williams y Calcutta 4. Se
asperjd un volumen de un mL de solucidn de
conidias por hoja. Las plantas controles de
ambos cultivares se asperjaron con la solu-
cion de gelatina microbiologica al 2% libre
de conidias.

Condiciones de cimara de infeceién. Para
las prucbas de patogenicidad se utilizd una
cdmara de infeccion disefada en la Unidad de
Biotecnologia Vegetal de la Corporacién para
Investigaciones Biologicas (CIB). La instala-
cién tenfa un metro de alto por 1,30 m de
ancho, y capacidad para albergar de 12 a 15
plintulas. La camara se acondiciond con un
sistema de aspersion de agua automdtico,
programado para funcionar durante cinco
segundos cada 90 min, con el propdsito de
mantener la humedad relativa por encima del
95 %. El sistema de iluminacion estaba cons-
titnido por ocho limparas de luz dia de 20
wattios cada una, controladas por programado
automatico brindando luz cada 12 horas. El
control de la temperatura, 29 °C constanies,
se lograba por medio de un calentador Navo-
plus RI.1I016 a través de un control Vertex
VT4810.

Aislamientos de ARN y sintesis del ADN
copia

Extraccion de ARN de tejido foliar de
banano. Se aislé ¢l ARN total a diferentes
tiempos de infeccion, recolectando muestras
de tejido foliar a las cero, tres, seis, 12, 18
horas; uno, dos, tres, seis y 11 dias después
de la inoculacion con M. fijiensis, en las
cultivares Williams y Calcutta 4 vy sus respec-
tivos controles asperjados con gelatina mi-
crobiolégica. Se extrajo el ARN total si-
guiendo el protocolo “Small Scale ARN
Isolation™ (Invitrogen Corporation, CA). Los
resultados de la extraccion se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa
tefiido con Bromuro de Etidio.

Purificacion de ARNm. Se tomaron dos
microgramos de ARN total de cada muestra
seleccionada, determinados mediante por
medicion de la absorbencia a 260 nm usando
un Espectrofotémetro Spectopho™ (BioRad
Technologies, USA), los cuales se trataron
luego con DNasa | (Fermentas, USA) durante
una hora a 37°C vy posteriormente se purifica-
ron con “MinElute Cleanup columns” (Quia-
gen, USA) siguiendo las especificaciones del
fabricante.

Sintesis del ADN copia. Para la sintesis del
ADN copia se conformaron agrupaciones
“pools” de ARN total. Un grupo se constituyo
con ARN total de puntos infectados desde
cero horas a 11 dias, tanto para el cultivar
resistente como para el susceptibie. El otro
se conformd con ARN total de las plantas
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control (sin infeccion) de los cultivares resis-
tente y susceptible. Adicionalmente, en cada
punto de infeccion y en los controles se tomo
ARN molde para hacer el ADN copia. Se
adicionaron & ul de ARN total libre de ADN
para sintetizar la primera cadena de ADN
copia, utilizando 200U de la Transcriptasa
SuperScript I (invitrogen, CA, USA), 2,5ul
de Oligo (dT)y v se sintetizd siguiendo las
indicaciones del fabricante,

Despliegue diferencial

Amplificacion de ESTs con iniciadores
arbitrarios. Cada reaccion de amplificacion
se realizd usando 50 M de dNTPs. 20 uM de
iniciador Oligo (dT)NM, 20 uM de iniciador
arbitrario P, 1X de buffer PCR, 2 U de Tag
polimerasa (Fermentas, USA) y 500 ng de
ADN copia. Se realizé un ciclo a (94°C du-
rante cinco minutos, 40 °C durante cinco
minutos, 68 °C durante cinco minutos), dos
ciclos a (94°C durante dos minutos, 40 °C
durante cinco minutos, 68 °C durante cinco
minutos), y 37 ciclos a (94°C durante un
minuto, 60 “C durante un minuto, 68 °C
durante dos minutos) y la extension final fue
a 68°C durante siete minutos.

Gel de poliacrilamida y tincién con plata.
Los ESTs (Marcadores de secuencia expresa-
da, por sus siglas en Inglés) previamente
amplificados se separaron mediante electrofo-
resis en geles de poliacrilamida (acrilami-
da/bis-acrilamida 19:1) en condiciones des-
naturalizantes al 6%, en un “BioRad Sequen-
Gen® Nucleic Acid Elcctrophoresis™ (Bio-
Rad, USA). Previo a la corrida electroforéti-
c¢a, 10 pL de cada muestra fueron incubados a
94°C en 5 pL de buffer de carga. Se corrid a
TO0W vy 30 mA por 2,75 horas, usando buffer
TBE 0,5 X. Se realizd tincién con plata como
lo describié previamentc Bassam er al.,
(1991) con algunas modificaciones: nitrato de
plata al 3% activado con formaldehido al
0,15% por 30 min, tiosulsafo de sodio al 2%.
La reaccion se detuvo con dcido acético al
10% (v/v). La imagen de las bandas diferen-
ciales obtenidas en los geles se digitalizaron
con un lector y se analizaron para los fines
consiguientes.

Reamplificacién de los fragmentos corta-
dos. Cada fragmento observado, como expre-
sado diferencialmente, se cortd del gel y se
diluyo en 100 pL de agua estéril a 90°C por
30 min. Para reamplificar los fragmentos,
mediante la reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR, por sus siglas en Inglés), se tomd
un IpL de cada preparacion. Se utilizo la
enzima Tag Polimerasa (Fermentas) y se
realizd bajo las mismas condiciones de la
DD-PCR (37 ciclos a 94°C durante un minu-
to, 60 °C durante un minuto, 68 °C durante
dos minutos). Se corrieron 5 pl de cada
reamplificado en un gel de agarosa al 1%.



Para secuenciacion se tomaron 15 pl de cada
amplificado. Adicionalmente, se guard6 una
alicuota de 20 pL a -20°C para posteriores
ensayos.

Secuenciacion ¥ analisis de secuencias. Las
bandas de ADNc (ESTs) reamplificadas v
seleccionadas como expresadas
diferencialmente. se secuenciaron en
MACROGEN Inc. (Korea del Sur) por el
servicio de “single extension”. Los datos
obtenidos se editaron para la eliminacion de
secuencias provenientes del vector y regiones
de mala calidad utilizando la aplicacion
VecScreen del NCBI. Las secuencias
resultantes se sometieron a andlisis en
programas de agrupamiento y edicion como
SeqMan (Lasergene, DNAStar, USA).
Posteriormente se realizaron comparaciones
con las principales bases de datos de genes y
proteinas (NCBI, EMBL y DDBJ) utilizando
aplicaciones con algoritmos rapidos de
bisqueda: BlastX, BlastN y tBlastX. Los
ESTs que mostraron valores significativos (E-
value <0,05) se catalogaron en grupos
funcionales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Infeccion de plantas de banano cv. Calcuta
4 vy cv. Williams con Mycosphaerella
fijiensis en condiciones controladas.

Los sintomas caracteristicos de la infeccion
causado por M. fijiensis en tejidos foliares,
fueron evidentes a los 11 dias después de la
inoculacion (d.d.i) con conidias en el cultivar
susceptible Williams, bajo las condiciones
controladas (ver materiales y métodos). Las
hojas presentaron los sintomas caracteristicos
del estadio tres de la enfermedad, mostrando
manchas marron oscuro de uno a dos mm de
largo en el envés de la hoja, estas manchas
aumentaron de tamafio formando lesiones
necroticas con halos amarillos alargados y
centro gris claro (Figura 1a, b).

En el material resistente, Calcutta 4, al
sexto dia posterior a la infeccion se observd
claramente una respuesta de
hipersensibilidad, caracterizada por una zona
necrosada oscura, delimitada al punto de
infeccion, que inducen a una muerte rdpida de
las celulas huésped (Figura le, d), una
reaccion que se encuentra en las interacciones
incompatibles planta-patdégeno y que
involucra genes de resistencia a patdgenos.

Extraccion del ARN total a partir de tejido
foliar de plantas de banano de los
cultivares Calcutta 4 v Williams.

Los aislamientos de ARN total de las mues-
tras de tejido foliar a través de los diferentes
tiempos de infeccion, después de la inocula-
cion con M. fifiensis, en los cultivares Wi-
lliams y Calcutta 4 y sus respectivos contro-
les, mostraron integridad en las bandas del
ARN ribosomal 28Sy 188 (Figura2), donde

Figura 1. Hojas de plantas de banano de los cultivares Williams (material susceptible) y Calcutta 4 (material
resistente) inoculadas con Micosphaerella fijiiensis. a.Sintomas en el cultivar Williams 11 dias después de
inoculacién. b. detalle de |a lesién en a, con magnificacién de 10X . c. Sintomas en el cultivar Calcutta 4,

seis dias despugs de inoculacion. d. detalle de la lesidn en ¢ con magnificacién del0X. e. Control sin
infeccién del cultivar Williams. f. Control sin infeccién del cultivar Calcutta 4.

b c

Figura 2. Integridad de la extraccion de ARN total en diferentes tiempos post inoculacion. a. ARN total de
Calcutta 4 infectado y extraido a las seis horas después de inoculacién. b. ARNt de Williams infectado y
extraido a las 18 horas después de inoculacion. ¢. ARN de Williams control 11 dias despi.lés de inoculacién.
Se observan bandas de ARN ribosomal 285y 185enavyh, y 285, 185y 55enc.

se observo poca degradacion por nucleasas y
una buena cantidad de RNA ribosomal, que
indirectamente indica una buena cantidad de
ARNm en los distintos tiempos de extraccion.

Perfiles de expresién genéticos en la
interacciéon banano— M. fijiensis por medio
delatécnica de despliegue diferencial.

La técnica de despliegue diferencial se uti-
lizé como una estrategia para obtener frag-
mentos de genes expresados diferencialmen-
te (Marcadores de secuencia expresada,
ESTs) en condiciones de estrés bidtico. La
combinacion de varios iniciadores aleatorios
de y oligo (dT) NM, fue suficiente para
amplificar ADNc de las cultivares resistentes
v susceptibles en condiciones de infeccion y
sin infeccion.

A partir de muestras, bajo condiciones de
infeccién y sus controles para los cultivares
Calcutta 4 v Williams, se obtuvieron patro-
nes de bandas diferencialmente expresadas
por amplificacion (Figura 3).
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Se observo el incremento de nuevos
transcriptos en las condiciones de infeccion
en el rango de tamafios de 300 a 800 pb, lo
cual indica una activacion de genes
involucrados con la infeccion de patdgenos.
Para Calcutta 4 en la condicidn infectada se
observaron bandas expresas, no vistas en el
cultivar Williams (p.e. banda a los 800 pb).
Estas bandas son genes potenciales:
involucrados con la resistencia del cultivar
que posteriormente separaron y aislaron en
geles de poliacrilamida.

Se identificaron 55 fragmentos como

bandas expresadas diferencialmente en las
dos cultivares. Las condiciones de infeccion
proporcionaron el mayor porcentaje de
bandas diferenciales, especialmente en la
cultivarresistente Calcutta 4.
El total de los fragmentos aislados
provenientes de las dos cultivares infectadas
se reamplificaron. Se corroboré su tamafio
mediante electroforesis en gel de aparosa
(Figura 4) vy se clonaron para su posterior
secuenciacion.
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Figura 3. Patron de expresion génica en la inter-
acceion banano- M. fijiensis utilizando despliegue
diferencial de ESTs. M, marcador de peso mole-
cular 100 pb. Ci, Caleutta infectada. Ce, Calcutta
control, Wi, Williaims infectado. We, Williams
control. Mf, Mycosphaerella fijiensis. C-, control
negative RT-PCR. Gel de agarosa al 1%, tincion
con BrEt.

Se tomaron las 45 secuencias y se agru-
paron por homologia. Con este procedimien-
to se conformaron diez grupos, de los cuales
ocho mostraron alguna semejanza significa-
tiva a secuencias registradas y cuatro secuen-
cias individuales mostraron tener significan-
cia a secuencias reportadas en bases de datos
piblicas. En la tabla 1, se muestra las homo-
logias probables de los fragmentos aislados
por despliegue diferencial y luego compara-
dos a secuencias de las bases de datos.

Secuencias  de fragmentos expresados
diferencialmente

El analisis de los ESTs expresados diferen-
cialmente mostrd que 45 clones tenian  se-
cuencias adecuadas para blsquedas de homo-
logias en bases de dalos piblicas. De las 45
secuencias informativas aisladas, 31 secuen-
cias tenian alguna funcion reportada y 14
secucncias no mosiraron ser significativa-
mente semejantes a alguna secuencia regis-
trada.

Anilisis de resultados para ESTs aislados
diferencialmente por despliegue diferen-
cial

Tabla 1. Secuencias obtenidas por despliegue diferencial de la interaccion banano — M. fijiensis, con homo-
logias probables encontradas en BLASTX v BLASTN.
Clon 6 Cultivar Porcentaje

Contig* Homologia probable Identidad E-Value
5 . Calcutta 4 Putativa proteina b puroindoling (Trifi- ' -
5 3 5
Contig 1(2) cumi aestivian) gil8499189] e Laeln
- Calcutla 4 Superoxido manganesa dismutasa (7.
9 g (
2IDD camphoratus) CAD4238.2 0.2 (0003
20D Williams Eg;rz'{.;{:i;lsm:mlu con ROS {Angustifolia) 97 211
i Williams  Gen chird (0] para Quitinasa de Tricho- :
Consais) Calcutta 4 derma atroviride gill 19358779 100 1,7e-08
“ale H 1 g 2 {ErIe 2
b L LL‘::{?: ::I‘b;z;.’;gl;;‘,‘";\m“"’ s 100 0,00046
ale - 117 i A1 1, P % 7
ContiEie) Calcutta 4 Proteina hipotética de cloroplasto RE1 de 63 350-19

Chloranthus spicatus gij149390314
Williams  Gen de la glucose-6-phosphate-1-
Contig 8 (4) Calculla 4 dehydrogenase (g6pd) de Nidula niveo- 100 0,00019
fomentosa gil134274652]
Williams  Proteina ribosomal S12 de Platanis

GorhE a0 Calcuttad  occidentalis gi|114329770] & e
Calcutta 4~ EST asociade a regeneracion de tallos en
8DD ricea ck991445 1 8 0001
Williams 18T asociado a la maduracion de anteras
kinie] en Oriza sativa ESTId:2150524, 85 3,2e-5
ABO21957
Calcutta 4 Proteina hipotetica con funcién descono-
Contig4 (2) cida de Arabidopsis ihaliana 84,8 9.3¢-10

212894593 |emb|CAAITI27 1]
*E] valor indicado en paréntesis representa el nimero de clones perteneciente & una misma secuencia aisfada
y ensamblada como grupo. Conlig = sccuencias combinadas de dos regiones translapantes de ADN)
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1% con fragmentos reamplificados expresados diferencial-
mente en la interaceion banang — AL fljlensis. M, Marcador de peso molecular 100pb — 3000pb (Fermen-
tas, USA). Cada carril correspende a una banda aislada y reamplificada a partir del gel de poliacrilamida.
Se muestran diferentes bandas reamplificadas (DD) entre los tamarios de 800pb a 300 pb.

De las 45 secuencias aisladas informativas, el
33% (15) tienen alla homologia con secuen-
cias génicas con funciones biologicas rela-
cionadas con el metabolismo primario celular
(fotosintesis, traduccion de proteinas, meta-
bolismo de carbohidratos), 27% (12) relacio-
nadas con respuecstas de defensa-estrés, 9%
(4) semcjantes a secuencias reportadas pero
cuya funcion es ain desconocida y 31% (14)
secuencias sin ningin reporte y con potencial
de ser genes nuevos.

Las secuencias putativas relacionadas con
las respuestas de defensa y estrés. mostraron
similitud significante con genes relacionados
con la patogénesis. El contig 1 (sccuencias
combinadas de dos regiones translapantes de
ADN) mostré similitud con la puroindolina b,
un gen importante que cumple funciones de
defensa contra hongos fitopatdgenos. Los
genes de la puroindolina se han reportado
ampliamente en diversos grupos de plantas,
cumpliendo funciones antifingicas (Faize et
al.., 2004). La actividad antifingica de esta
familia génica se ha demostrado in vitro
contra varios fitopatdgenos y se ha enconira-
do que la Puroindolina B es la proteina més
eficiente contra V. inagegualis en maiz y
manzana (Faize et al.., 2004). Adicionalmen-
te, esta proteina posee una baja capacidad
para ser inhibida y al combinarse con un gen
de resistencia Ff en manzana reduce la sus-
ceptibilidad a la enfermedad (Dubreil er ks
1998).

Los clones 21DD y 2DD mostraron simi-
litud de secuencia con genes relacionados
con la respuesta oxidativa. Una de las res-
puestas mas rapidas de las plantas despucs
del reconocimiento del patdgeno, es el lla-
mada “estallido oxidative™, la cual estd
constituida por la produccion de intermedia-
rios de oxigeno reactivo (ROIs, por sus siglas
en Inglés), principalmente radicales de oxi-
geno (0,) y peroxide de hidrogeno (H,0;)
en el sitio de la invasion (Grant J ¥ Loake G.
2000; Delledonne ef al.., 2001). El HyO; es
una especie reactiva de oxigeno (ROS, por



sus siglas en Inglés) producida presumible-
mente de una forma no controlada durante
los procesos de transporte de electrones, tales
como fotosintesis y respiracion mitocondrial.

Por otra parte, se ha postulado que el
oxido nitrico (ON) puede ser requerido, junto
con las ROS, para la activacion de la HR en
las plantas (Desikan et al, 2000). En estos
casos ¢l ON actuaria transduciendo sefiales
para la expresion de genes relacionados con
defensa como Fenilalanina amonio liasa
(PAL) v proteinas relacionadas con patogé-
nesis (PR) como quitinasa, glucanasas y
glutathione S-transferasa (GST) (Bishop et
al.., 2000; Ohashi ef al., 1992).

Las peroxidasas, por su lado, cumplen
una funcion activa durante la polimerizacion
dependiente de H,O, de hidroxinamil alco-
holes (monolignoles) durante el estado final
de biosintesis de lignina (Campa, 1991). El
incremento en la actividad peroxidasa, du-
rante una interaccion incompatible planta-
patégeno, estd relacionado con una progresi-
va incorporacién de compuestos fenélicos en
la pared celular (levinsh, 1992; Jackson,
1994). Este reforzamiento de la pared cclular
reduce la susceptibilidad a enzimas degra-
dantes de pared, posiblemente restringe la
difusion de toxinas derivadas del patdgeno
hacia el hospedero, y para el caso de hongos,
actia como barrera mecdnica para prevenir la
penetracion fisica del hongo hacia el proto-
plasto (Aist y Gold, 1989; Brisson et al,
1994).

El clon 21DD tuvo mas expresion en la
cultivar resistente Calcuttad v mostro identi-
dad de secuencias a una superoxido dismuta-
sa dependiente de manganeso (Mn-50D).
Las superoxido dismutasas son una familia
de metaloenzimas que catalizan la unidén de
radicales de superoxido (O;) y H,0, a OH'.
Las Mn-SODs estdn localizadas en lag mito-
condrias y peroxisomas (Ogawa et al., 1996)
y tienen una funcién importante en la protec-
cion contra los efectos toxicos de las espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) producidos
en diferentes procesos celulares de las plan-
tas (Halliwell v Gutteridge, 2000). Los nive-
les de Oy y Hy; O, han mostrado estar corre-
lacionados directa o indirectamente con la
defensa en plantas y con sefales de traduc-
cion de proteinas (Vranova ef al., 2002).

El contig 2 mostro semejanzas con la se-
cuencia de una quitinasa. Las quitinasas y las
endo-f-1.3-glucanasas son catalogadas como
proteinas PR, va que su expresion a menudo
estd inducida por una infeccion. Degradan
polisacaridos en la pared celular del patoge-
no invasor (Rose et al., 2002). Ambas enzi-
mas s¢ han estudiado extensivamente y
existen evidencias indirectas que apoyan la
hipétesis de que estas tienen un papel de
proteccion a través de dos mecanismos dis-
tintos. Primero, pueden detener el crecimien-
to v proliferacion del patogeno directamente
por hidrolisis de quitina y B-1,3/1,6-
glucanos, componentes de la pared celular de
algunos microorganismos invasores, tornan-

do susceptibies a lisis las células, y segundo,
juegan un papel defensivo indirecto sugerido
por la observacion de que oligosacaridos
especificos de quitina y -1,3/1,6-glucanos,
liberados por la pared celular del patogeno
actian como elicitores que pueden inducir
otro rango amplio de respuestas de defensa
¢n las plantas (Coté I' y Hanh M, 1994; Ebel
v Cosio, 1994).

El contig 10 mostréd semejanza de se-
cuencias con una proteina de choque térmico
hsp20. también reportada en el trabajo de
Tian ef al. (2009). Las proteinas de choque
térmico (HSP. por sus siglas en Inglés) son
comunmente expresadas en organismos que
han sido estimulados por frio, drogas, salini-
dad y estrés por lesiones (Wang ef al., 2004;
Linda-Chang et al.., 2007). Adicionalmente,
Sabehat ef al. (1998) sugiere que una res-
puesta al estrés podria conducir a la protec-
cion una proteina contra otra (proteccion
cruzada). Es motivo de discrepancias la
funcion que cumplen las HSPs en respuesta a
las lesiones. En algunas especies de plantas
(arabidopsis y arroz) las HSPs tienen una
induccion considerable cuando son ocasio-
nadas lesiones. En contraste en mora, las
HSPs no parecen tener un efecto inducible.
El trabajo de Chen e/ al. (2009) con pulpa de
banano mostré una acumulacion de trans-
criptos Ma-HSP70-1, Ma-sHSP-1-CI, Ma-
sHSP-3-CII, HSP90 v HSPI0] cuando fue-
ron sometidos a estrés por lesion y correla-
cionados con cambio en la expresion del gen
PAL. Se desconoce ain si la sinlesis de
HSPs interfiere en la sintesis de enzimas del
metabolismo secundario como la enzima
PAL.

Secuencias semejantes a la Hsp20 se han
encontrado sobre expresadas en bancos de
sustraccion de Medicago fruncatula y Glyei-
ne max bajo condiciones de estrés por tempe-
ratura. Las secuencias semejantes a la Hsp20,
mostraron tener alta homologia a proteinas
chaperonas con dominios semejantes a p23,
una proteina de chogue térmico 90 co-
chaperona que estabiliza el heterocomplejo
Hsp90 en levaduras, mamiferos y plantas y
esta relacionada con la tolerancia al estrés de
temperatura (Zhang et al., 2003).

En conclusion, con este estudio se logro
aislar genes relacionados con los procesos de
defensa en plantas de banano de los cultiva-
res Calcuta 4 y Williams ante el ataque de
Mycosphaerella fijiensis y secuencias nuevas
que prometen tener informacion de otros
genes involucrados con el patosistema. vali-
dando la metodologia de infeccién en condi-
ciones controladas y la técnica de despliegue
diferencial empleada para observar genes
diferencialmente expresados.

Se identificaron genes relacionados con
la defensa como la puroindolina b, quitinasa
y una proteina de choque térmico reportados
en otras interacciones planta — patogeno.
ademas de otros genes involucrados con las
respuestas oxidativas, los cuales estan rela-
cionados con la acumulacion de ROS bajo
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condiciones de estrés y actuarfan como
moléculas intermediarias de sefializacion
celular, con el fin de regular los niveles de
expresion de genes involucrados con la
defensa (Tian et al., 2009).

La respucsta que muestra ¢l banano en la
interaccion con  Mycosphaerella  fijiensis
concuerda con lo evidenciado experimental-
mente con mediciones de actividades de
enzimas relacionadas con la patogénesis
(quitinasas y glucanasas) v la estimacion de
contenidos fenolicos en el transcurso de la
infeccion (Datos no publicados, Torres,
2008). Lo que supone una fuerte activacion
del metabolismo secundario en cultivares de
plantas que presentan una interaccion in-
compatible con el patogeno.
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