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la evolucion de nuevas razas virulentas de los patdégenos y en algunos casos, al
realizar cruzas entre variedades resistentes y susceptibles no necesariamente se
obtienen hibridos resistentes; ésto ultimo ha sido el caso para el cocotero. Por
ejemplo, en cocoteros hibridos como el PB 121, Renard (1994) report6 pérdidas de 14
a 31% por pudricién de cogollo causado por Phytophthora palmivora, en Indonesia. En
el estado de Campeche (México), Orona (1998) detectd la presencia de Ceratocystis y
Phytophthora en los hibridos Nexpa. En Jamaica, Steer y Coates-Beckford (1990)
descubrieron la presencia de P. palmivora y P. katsurae como los agentes causales de
pudricion de cogollo en el cocotero hibrido Mayapan. Lo anterior ha llevado a un uso
masivo de agroquimicos a pesar de su alto costo y su alto impacto ambiental.

La biotecnologia y la biologia molecular ofrecen nuevas herramientas para el
mejoramiento de cultivos, aumentando las posibilidades y la eficiencia en la obtencion
de variabilidad genética y en la seleccién de caracteres deseables, brindando ademas
alternativas viables para la identificacién, 1a seleccion y la transferencia de genes de
resistencia.

El cultivo in vitro fue una de las primeras herramientas de la biotecnologia utilizadas
en la busqueda de resistencia contra enfermedades. Desde sus distintas alternativas,
brinda soluciones para sortear barreras en los cruzamientos, colaborando ademas en
la seleccidn de genotipos resistentes. Es posible encontrar genes de resistencia en
muchas de las especies cultivadas o en especies muy cercanas filogenéticamente y
transferirlos por cruzamientos convencionales a especies susceptibles. Sin embargo, a
veces es necesario recurrir a especies no tan cercanas filogenéticamente, pudiendo
existir barreras de incompatibilidad. En estos casos es posible obtener hibridos viables
con la utilizacion de técnicas tales como el rescate de embriones, la hibridizacién
somatica, la fusion de protoplastos, la polinizacion in vitro, etc. Una técnica promisoria
es la seleccion in vitro de materiales resistentes utilizando al patdgeno vivo o algun
metabolito purificado 0 no del mismo u otras sustancias quimicas como agentes de
seleccion.

Los ensayos para la seleccion de resistencia contra patdgenos y el estudio de la
interaccion hospedero-patdgeno bajo condiciones de campo se encuentran sujetos a
una gran variacion entre experimentos. Esto se debe principalmente a la distribucién
no uniforme de los patégenos y a la falta de control sobre las variables ambientales.
Por esta razon, queda claro que los ensayos de seleccion por resistencia a
enfermedades deben realizarse, en lo posible, bajo condiciones controladas. Estas
condiciones raramente pueden encontrarse en el campo. Se ha planteado alternativas
utilizando invernaculos o ambientes controlados, lo cual soluciona algunos de los
problemas mencionados anteriormente. En estas situaciones, la seleccion de
genotipos resistentes se basa en la observacion de la respuesta de genotipos
individuales en la poblacion de plantas ante la presencia del patégeno. Otras
metodologias plantean el uso de metabolitos producidos por el patdgeno para inducir
los sistemas de defensa y en algunos casos han demostrado tener el mismo efecto
que el microorganismo mismo. La seleccién in vitro se basa en la exposicion de
plantas, de érganos, de tejidos o de células vegetales a patdgenos o sus metabolitos
simulando la interaccién hospedero-patégeno que tiene lugar en la naturaleza. Esta
técnica permite estandarizar la evaluacién, haciéndola reproducible y confiable, con la
ventaja adicional de que en un espacio reducido y en un periodo corto se puede
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En el caso del cocotero, los cultivos de esta especie son atacados por diferentes
microorganismos, lo que origina el desarrollo de diversas enfermedades, lo cual ha
sido especialmente preocupante en América Latina y el Caribe. El cocotero presenta
una serie de caracteristicas que dificultan su estudio, entre estas se encuentran lo
prolongado de su tiempo de germinacién, su largo periodo de crecimiento, el que
posee hojas fibrosas, o bien, el que las palmas que presentan alguna enfermedad no
puedan ser transferidas al laboratorio para su estudio. Por ello, los estudios en este
cultivo se han enfocado principalmente a la deteccion de enfermedades y a la
identificacion y caracterizacion de los organismos que las ocasionan.

2.21 Enfermedades virales y viroidales.

En cocotero, se ha reportado una enfermedad viral hasta la fecha, la cual involucra el
decaimiento de las palmas. Esta enfermedad es causada por el virus del decaimiento
foliar del cocotero (CFDV) (Randles and Hanold, 1989; Randies et al., 1996). En el
caso de enfermedades ocasionadas por viroides se han reportado las enfermedades
del Cadang-Cadang en Filipinas (Zelazny et al, 1982), causada por el viroide cadang-
cadang (CCCVd) y la enfermedad de tinangaja en las islas de Guajan, ocasionada por
el viroide tinangaja (CTiVd). Esta ultima enfermedad fue descrita en 1917 (Weston
1918; Bocardo, 1981). Los sintomas ocasionados por estos virocides son similares,
observandose zonas amarillas en las hojas y necrosamiento en las influorescencias.

2.2.2 Enfermedades bacterianas.

Las bacterias pertenecientes al género Erwinia han sido asociadas con la enfermedad
denominada pudricion de brotes (“bud rot’) en el cocotero. Esta enfermedad se
presenta cuando las palmas estan expuestas a bajas temperaturas. Aun cuando estas
bacterias son patdgenas del cocotero, la pudricion del brote se ha adjudicado
principalmente a las bajas temperaturas, las cuales favorecen la invasion de este
patégeno. En Florida incluso, se ha descrito que la enfermedad del but rot es un
resultado secundario al dafio por frio. Aunque los sintomas de esta enfermedad son
similares a los observados en la pudricion del brote ocasionada por hongos, la
principal diferencia es que en el bud rot ocasionado por bacterias, éstas se establecen
en el brote (Elliott, 2004). En Puerto Rico y en otras partes del Caribe se ha reportado
el marchitamiento de palmas ocasionado por la bacteria Micrococcus roseus (Griffith,
1980).

2.2.3. Enfermedades flngicas y por oomicetos.

Entre los oomicetos que causan enfermedades a los cultivos de cocotero se encuentra
el dafio causado por Phytophthora palmivora, que ocasiona la enfermedad de la
pudricién de las yemas. Dicha enfermedad se ha presentado en cultivos localizados
en la zona intertropical (Rodriguez, 1982). La enfermedad causada por el género
Phytophthora presenta dos sintomas diferentes, la pudricion de brotes, la cual se
caracteriza por un marchitamiento y posterior muerte de las palmas, y otro sintoma es
la caida de hojas, la cual puede ocasionar el 30% de pérdida del cultivo. Aunque estos
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Los estudios de las bases bioquimicas y genéticas de la resistencia a las
enfermedades han generado una considerable cantidad de conocimiento (Hammond,
1996), el cual ha sido aplicado al mejoramiento de los cultivos con el fin de hacerlos
resistentes ante el ataque de ciertos patdgenos. Esto ha constituido una herramienta
valiosa para el control de enfermedades (Crute, 1996).

Para que un patégeno cause una enfermedad, necesita interferir con una o mas
funciones esenciales de la planta. Un prerrequisito para la patogenicidad de un
microorganismo es el de ser capaz de acceder al interior de la planta, esto lo puede
realizar por diferentes medios. Algunos microorganismos toman ventaja de las
aperturas naturales, como los estomas y las lenticelas (Melotto et al,, 2006), o se
introducen a través de heridas; mientras otros simplemente penetran la superficie de
las plantas. Los hongos, pueden crecer formado finas hifas directamente dentro de las
células epidérmicas de la planta. Los oomicetos y nematodos penetran la planta
generandose camino por o entre las células, mientras que las bacterias penetran a
través de heridas y aperturas naturales de la planta. En la mayoria de las
enfermedades ocasionadas por hongos, €stos no penetran solamente la cuticula sino
también la pared celular (Kritzman et al., 1981, Kunoh 1984). Los microorganismos
también cuentan con proteinas que son empleadas para penetrar a través de la pared
celular. Por ejemplo, ciertos hongos, como Monilinia fructicola, secretan cutinasas
(Guang et al., 2000), mientras que otros organismos producen un arsenal de enzimas
extracelulares, incluyendo pectinasas, celulasas y poligalacturonasas, que degradan la
pared celular(Toth et al., 2003).

Los mecanismos de virulencia que los microorganismos emplean para sobrepasar las
barreras fisicas de la planta con el fin de acceder a los nutrientes, incluyen la
secrecion de toxinas, reguladores del crecimiento y otros compuestos que alteran el
metabolismo de la planta o que interfieren con las defensas de ésta (Agrios 2005). Las
plantas son atacadas por una amplia variedad de microorganismos patégenos; sin
embargo, la capacidad de los microorganismos de causar enfermedades es la
excepcion mas que la regla. Debido a que las plantas poseen pared celular, asi como
mecanismos celulares que reconocen la invasion de los patdgenos y activan los
mecanismos de defensa, éstas son generalmente resistentes a la mayoria de los
patbgenos (Heath, 2000; Nurberger et al., 2004). Ante estas barreras, los patdgenos
requieren evadir o suprimir las defensas de las plantas. La percepcion de los
patdgenos se lleva a cabo por medio de receptores celulares capaces de reconocer
moléculas conservadas en los microorganismos o proteinas efectoras especificas
{Montesado et al., 2003). Las plantas evitan la infeccién de patdgenos mediante dos
vias: mediante las barreras estructurales que evitan el acceso y el posterior
esparcimiento a través de la planta y mediante barreras naturales o por reacciones
bioquimicas que tiene lugar en el sitio de la infeccion. La combinacion de estos dos
tipos de defensa varia entre las diferentes interacciones planta-patégeno (Glazebrook,
2005).

Por ultimo, si la planta no es capaz de reconocer al patdgeno o a las moléculas
inductoras derivadas de su interaccion con éste, los sistemas de defensa no se
establecen, lo que resulta en la enfermedad. Alternativamente, si la planta responde
mediante la induccion de los mecanismos de defensa, es posible detener la infeccion
o reducirla.






La existencia de distintas barreras de defensa en la planta, junto con las condiciones
ambientales presentes en un determinado momento, condiciona el éxito del patégeno
en cuanto a su colonizacién y proliferacién en el hospedero. En general, las plantas se
defienden contra estos organismos mediante una combinacién de caracteristicas
estructurales y bioquimicas, que varia con el estado de desarrollo de la planta, el tipo
de 6rgano y el tejido afectado.

Las condiciones nutricionales y ambientales en que se encuentran las plantas pueden
fluctuar y estos cambios pueden afectar la capacidad de invasién del patégeno.
Ademas de las barreras de defensa presentes antes de la infeccién del patégeno en la
planta, el reconocimiento del patégeno induce la activacion de nuevas respuestas de
defensa que permiten restringir el sitio de infeccién y el refuerzo de otras barreras
previas ya existentes, lo que constituye las defensas inducibles.

2.41.1 Barreras fisicas

La primera linea de defensa de las plantas frente a los organismos patdégenos la
constituye su propia superficie, que el patégeno debe penetrar para producir la
infeccion. Las defensas estructurales que se encuentran presentes en la planta antes
de que se produzca el reconocimiento del patdégeno estan constituidas por la cantidad
y tipo de ceras que cubren las células epidérmicas, la estructura de la pared celular, el
tamario, la localizacién y la forma de los estomas y las lenticelas, etc.. (Underwood et
al., 2007). Las ceras presentes en la superficie de hojas y frutos actuan como
repelentes del agua previniendo la formacién de una pelicula de humedad en la que
los patégenos podrian depositarse, desarrollarse (hongos) y multiplicarse (bacterias).
También la existencia de una zona muy densa de vellosidades en la superficie de la
planta puede ejercer este mismo efecto repelente del agua y por lo tanto, reducir la
posibilidad de colonizacién de la superficie por parte de los patdégenos.

Por otra parte, una cuticula gruesa podria incrementar la resistencia a la infeccion en
aquellos casos en los que el patégeno sélo sea capaz de producir infeccién cuando
penetra en el interior del huésped.

El grosor y la composicién de la pared celular son factores importantes en la
generacién de resistencia a la entrada de los patdgenos. La presencia de paredes
gruesas dificulta la penetracion de los hongos, aun cuando éstos pueden alcanzar el
interior a través de heridas presentes en la superficie de la planta.

2.4.1.2 Barreras quimicas

Antes de que se produzca el reconocimiento del patégeno, las barreras quimicas
presentes en la planta resultan mucho mas efectivas que las defensas estructurales.
Normaimente, las plantas exudan una amplia variedad de sustancias a través de su
superficie, especialmente por las raices. Algunos de los compuestos secretados son
producidos exclusivamente por determinadas especies de plantas y parecen tener una
funcién inhibitoria frente a determinado tipo de patégenos (Van Etten ef al, 1994).
Algunos exudados producidos en la superficie de las hojas son téxicos para los
hongos, como los producidos por las plantas de Solanum lycopersicum y Saccharum
officinarum, que se producen en cantidades suficientes para inhibir la germinacién de
las esporas de los hongos Botrytis y Cercospora, respectivamente. Asi mismo, en el
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2.5 Clasificacion de los sistemas de defensa con base en su localizacién en la
planta

2.51 Respuestas locales

Las respuestas locales que se desencadenan como consecuencia de la invasion por
patégenos o mediadas por ciertos inductores, involucran la regulacion de una gran
diversidad de genes, cuyos productos contribuyen a generar condiciones fisiolégicas
especiales durante la invasion del patégeno. Las respuestas que se desencadenan en
el sitio de la infeccion incluyen la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS,
del inglés Reactive Oxigen Species) (Wojstaszek, 1997), la sintesis de proteinas
involucradas en la produccién de moléculas sefalizadoras como el acido salicilico
(SA, por sus siglas en inglés), el jasmonato de metilo (MeJA) vy el etileno (ET)
(Malamy et al., 1990; Enyedi et al., 1992; Creelman and Mullet, 1995), y de enzimas
relacionadas con el metabolismo de los fenilpropanoides (Hahlbrock and Scheel,
1989; Dixon and Paiva, 1995) y la biosintesis de fitoalexinas (Smith, 1996).

2.51.1 Larespuesta de hipersensibilidad (HR)

Como se mencioné anteriormente, las ROS son moléculas involucradas en la
proteccion contra patdgenos durante los eventos primarios de proteccion. Dentro de
las ROS se encuentra el peréxido de hidrégeno (H,0,), el anién superodxido (O2), el
radical hidroxilo (OH’) y el oxigeno molecular (O,). La produccion de este tipo de
moléculas ocurre normalmente en el metabolismo celular de las plantas, tanto en el
transporte de electrones que ocurre en cloroplastos y en mitocondrias, como por
enzimas que se encuentran en otros compartimentos celulares y en el apoplasto, las
cuales se encuentran involucradas en procesos de oxido-reduccion (Mehdy, 1994,
Foyer, 1994). Se plantea que el OH" es |la especie mas reactiva debido a dos aspectos
fundamentales: su habilidad para iniciar reacciones involucradas en la modificacién
irreversible de macromoléculas y al dafio que provoca sobre organelos. Aun cuando
estas especies ocasionan dafos tanto en la planta como en el patégeno, también
tienen un papel benéfico; por ejemplo, en la sintesis de lignina en la pared celular
(Lewis and Yamamoto 1990; Foyer et al., 1994)

Para evitar el dafio ocasionado por la acumulacion de ROS, las células vegetales
contienen sistemas enzimaticos y no enzimaticos que se encuentran en los
compartimientos subcelulares y en los espacios apoplasticos. Entre los sistemas
enzimaticos podemos mencionar a las catalasas, las superoxido dismutasas, las
peroxidasas y a enzimas involucradas en el ciclo del glutamato. Entre los sistemas no
enzimaticos se encuentran metabolitos antioxidantes como el ascorbato, el glutation,
los flavonoides, los carotenoides y el «-tocoferol (Polle, 1997).

Durante las interacciones planta-patogeno se han observado dos tipos de explosion
oxidativa. Una que ocurre en las primeras dos a cuatro horas después de la infeccién,
y la segunda fase después de dicho periodo de tiempo (Lamb and Dixon, 1997). Las
fuentes de ROS mas estudiadas durante las interacciones planta-patégeno son las
generadas a través del complejo de NADPH-oxidasa localizado en la membrana
plasmatica, (Grant and Loake, 2000). Durante la generacién de ROS, se activan
mecanismos de desintoxicacion, entre los que se encuentran las oxidasas resistentes
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2.5.2 Respuestas sistémicas
2.5.2.1 Laresistencia sistémica adquirida

La resistencia sistémica adquirida (SAR) se desencadena por exposicion de la planta
a microorganismos virulentos o avirulentos, asi como por microorganismos no
patogénicos; este proceso también es desencadenado mediante la aplicacién de
compuestos quimicos artificiales tales como el acido salicilico, el acido 2,6-dicloro
isonicotinico (INA) y el éster del acido benzo-(1,2,3)-tiadiazol-7-carbotidico S-metil
éster (BTH) (Sticher et al., 1997), entre otros.

Dependiendo de la planta asi como del inductor, es necesario un periodo de tiempo
para el establecimiento de este tipo de resistencia. Este tiempo es el necesario para
una acumulaciéon coordinada de proteinas relacionadas con la patogénesis y del acido
salicilico (SA) producido por la planta (Ward et al., 1991). Durante el establecimiento
de esta resistencia se ha evidenciado la induccion de fitoalexinas, de ROS (Alvarez,
1998; Ku¢, 2001), asi como también de diferentes proteinas de defensa, incluyendo
algunas proteinas relacionadas con la patogénesis (PR, por sus siglas en inglés)
(Tabla 2.1). Aunque la funcion de algunas de estas proteinas aun no es clara, a través
de experimentos realizados in vitro se ha demostrado que tienen un efecto letal sobre
los patdgenos. Las proteinas PR incluyen, entre otras, a las glucanasas y a las
quitinasas, las cuales causan dafio en la pared celular del patégeno (Broglie et al.,
1991; Fritig et al., 1998). Por otra parte, existen evidencias que sugieren que la
induccién de la resistencia en plantas resulta de una red compleja de transduccion de
sefiales, lo cual implica el entrecruzamiento de diferentes vias de transduccion de
sefiales (Feys and Parker, 2000).
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metilo (MeJA) y el etileno (Et) (Knoester et al., 1999; Yan et al., 2000). Tanto el SAR
como el ISR requieren de la presencia de una proteina funcional denominada NPR1.

2.6 Las sefalizaciones quimicas

El reconocimiento del patégeno por parte de la planta desencadena diversos eventos
celulares donde suceden varias respuestas inmediatas y locales en la célula, dentro
de las cuales se encuentran el cambio en el flujo de iones y la alcalinizacion del
citoplasma (Wojstaszek, 1997). Algunos de estos eventos se activan segundos o
minutos después que ocurre la percepcién del patégeno. Al activarse la cascada de
seflalizacion mediada por cinasas, que involucra a las MAPK y a las proteinas cinasas
dependientes de calcio (CDPKs), se amplifican las primeras respuestas de defensa
(Peck, 2003; Ludwing et al., 2005). A su vez, el evento de reconocimiento del
patdgeno asi como las respuestas tempranas de defensa desencadenan la produccién
de moléculas sefalizadoras como el SA, el MeJA y el Et. Estas moléculas actuan a
través de dos rutas de defensa en las plantas, una dependiente de SA y la otra
dependiente de MeJA y ET, lo cual da como resultado la adquisicién de resistencia
contra diferentes patdgenos (Thomma et al., 1998).

2.6.1 El acido salicilico

El SA es un compuesto fendlico que participa en diversos procesos fisioldgicos,
incluyendo la defensa contra patégenos. La biosintesis de SA se inicia en la ruta del
shikimato. Un gran numero de estudios realizados en diferentes modelos, incluyendo
tabaco, papa y Arabidopsis indican que la sintesis de SA inicia a partir de la
fenilalanina via el acido cinamico (Lee et al., 1995; Silverman et al., 1995; Mauch-Mani
and Slusarenko, 1996; Shulaev et al., 1997; Coquoz et al., 1998). Sin embargo,
estudios recientes en Arabidopsis indican que el SA también se sintetiza a partir del
corismato, via isocorismato. El SA sintetizado a partir de esta ruta se requiere en las
respuestas de defensa contra patégenos tanto local como sistémica (Wildermuth ef al.,
2001). El hecho de que la sintesis de SA inicia a diferentes niveles dentro de la
compleja ruta de los fenilpropanoides, probablemente refleja el hecho de que el SA
puede estar generandose a partir de rutas alternativas.

Son varias las evidencias que indican que el SA participa en los eventos de defensa
contra patogenos en plantas. Se ha observado que durante la interaccion planta-
patégeno, los niveles de SA se incrementan tanto a nivel local como sistémico: por
ejemplo, en plantas de tabaco infectadas con el virus del mosaico del tabaco (TVM por
sus siglas en inglés), el SA se incrementa 20 veces en las hojas infectadas y de 5 a 10
veces en tejidos no infectados (Malamy et al, 1990; Yalpani et al., 1991). Este
incremento esta relacionado con la induccion de proteinas de resistencia contra
patdgenos (e.g., PR) (White 1979; Ward et al, 1991). La evidencia experimental
sugiere fuertemente que el SA esta involucrado en respuestas de defensa. Este
compuesto se propuso originalmente como una molecula de sefalizacion difusible en
la respuesta sistémica adquirida (Malamy et al., 1990; Métraux et al., 1990). Por otra
parte, el SA puede ser transportado en hojas de tabaco y pepino no infectadas
(Shulaev et al., 1995; Mélders et al., 1996).
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de plantas con JA o con MeJA incrementa su resistencia contra el ataque por
patdégenos (Cohen et al., 1993). El JA y el MeJA regulan la expresién de varios genes
incluyendo los que codifican inhibidores de proteinasas PR, asi como también genes
involucrados en la sintesis de fitoalexinas (Farmer et al., 1992; Reinbothe et al., 1994;
Wasternack and Parthier, 1997). Precursores de la ruta de los octadecandicos, los
cuales son precursores de JA y del MeJA, activan la sintesis de inhibidores de
proteinasas (Farmer and Ryan, 1992).

2.6.3 Eletileno

El Et es una molécula gaseosa que regula diversos procesos en las plantas, tanto del
desarrollo, como en las respuestas de defensa contra factores de estrés biético y
abidtico (Bleecker and Kende, 2000). Se ha observado que los niveles de Et se
incrementan ante una herida, un tratamiento con inductores y ante una infeccién por
patégenos (Enyedi et al., 1992; O’'Donnell et al., 1996). El Et regula la expresion de
varios genes, incluyendo los que participan en las repuestas de defensa contra estrés
biético por ejemplo, los genes que codifican proteinas PR, tales como glucanasas y
quitinasas (Deikman, 1997). Aun cuando la evidencia experimental indica que esta
fitohormona tiene una funcién en el establecimiento de la resistencia en determinados
sistemas, también se ha reportado evidencia contradictoria que sugiere que el Et
juega un papel promotor en la enfermedad, tal es el caso de los mutantes insensibles
a etileno 2 (ein2) de A. thaliana, en los cuales se exhibe un incremento a la
susceptibilidad a Botritis cinerea (Thomma et al., 1999) y a E. carotovora (Norman et
al., 2000); sin embargo, en estos mismos mutantes se detecté un descenso en los
sintomas cuando fueron infectados con cepas virulentas de P. syringae o de
Xanthomonas campestri pv. campestris (Bent et al, 1992). Estos efectos de
tolerancia, asi como en el aumento de la enfermedad, también han sido reportados en
soya (Hoffman et al., 1999). Experimentos realizados por Thomma y colaboradores
(2001) y los reportados por Ton y colaboradores (2001) en donde prueban la
interacciéon entre varios hongos y bacterias patogénicas de diferentes accesiones y
varios mutantes de Arabidopsis, concluyeron de manera general que el Et contribuye a
la resistencia sobre patégenos necrétroficos, pero no sobre patégenos biotroficos

2.7 Patrones moleculares asociados con el patégeno

Unos de los retos mas importantes para la planta es el de ser capaz de discriminar
entre un elevado numero de patdégenos potenciales de aquellos que no lo son. Ahora
sabemos que ésto lo lleva a cabo mediante el uso de receptores capaces de
reconocer moléculas foraneas pertenecientes al patdégeno. Para ello, durante el
proceso evolutivo, en las plantas se han seleccionado receptores que reconocen
motivos altamente conservados en moléculas que estan presentes en los patégenos
(Parker, 2003). Estos motivos, denominados PAMPs (patrones moleculares asociados
al patégeno), forman parte de moléculas que generalmente son imprescindibles para
la supervivencia del patdgeno, por lo que no estan sujetos a rapidas tasas de cambio
por mutaciones, que les permitirian evadir el reconocimiento por parte del receptor
vegetal. Ademas, estas moléculas son compartidas por un elevado numerc de
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2.7.1 Clasificacion de los Inductores

Las plantas exhiben un amplio rango de estrategias de defensa ante el ataque de
organismos patdégenos. Esta resistencia es llevada a cabo por sistemas preexistentes
(defensas constitutivas) y por defensas inducibles. Las respuestas de defensa
iInducibles son desencadenadas tras el reconocimiento de un amplio rango de factores
quimicos denominados inductores (Hammond and Jones, 2000). En un principio, el
téermino inductor fue empleado para definir moléculas capaces de inducir |la produccion
de fitoalexinas; sin embargo, actualmente el término Inductor es aplicado a
compuestos que estimulan algun tipo de defensa del tipo bidtico o abidtico en plantas
(Ebel and Cosio, 1994; Hahn, 1996; Nuernberger, 1999). Los primeros inductores
bidticos fueron descritos a principios de los aifos 70 (Kenn, 1975). Los inductores
encienden varios mecanismos de defensa en plantas, incluyendo las especies
reactivas de oxigeno, las respuestas de hipersensibilidad y la produccion de
fitoalexinas (Montesano et al., 2003). De acuerdo con Radman y colaboradores
(2003), los Inductores son clasificados como fisicos o quimicos, bidticos, abidticos vy
complejos o definidos dependiendo tanto de su origen como de su estructura
molecular (Tabla 2.2).

Los Inductores bioticos son moléeculas que se originan tanto del patégeno como del
hospedero y que pueden inducir respuestas de defensa, como la acumulaciéon de
fitoalexinas o respuestas de hipersensibilidad en plantas. Preparaciones biolégicas
complejas donde la estructura molecular del compuesto activo es desconocida han
sido empleadas como Inductores.. Ejemplos de tales inductores son los extractos de
levaduras, asi como extractos preparados a partir de la pared celular de hongos. En
anos recientes, se ha dilucidado la estructura molecular de algunos de los
componentes de estos extractos, los cuales contienen polisacaridos, oligosacaridos,
proteinas, glicoproteinas o acidos grasos (Anderson, 1989; Hahn, 1996).
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celulares de N. tabacum (Zimmermann et al., 1998). Por su parte, la criptogenina
secretada por Phytophtora cryptogena induce la despolarizacion de membranas.
Ambas proteinas generan una despolarizaciéon en la membrana celular de plantas; sin
embargo, el flujo de iones CI” es de diferente intensidad. Recientemente, la oligandrina
se ha integrado a la familia de elicitinas. Esta molécula es un péptido de bajo peso
molecular secretado por el hongo Pythium oligandrum e induce resistencia sobre
Phytophtora parasitica en plantas de jitomate (Picard et al., 2000), pero no induce
respuestas de hipersensibilidad. Las oligandrinas inducen una resistencia sistémica
sobre Fusarium en plantas de jitomate (Behamou et al., 2001). Se ha demostrado que
inductores del tipo de glicoproteinas inducen la acumulacioén de fitoalexinas en cultivos
celulares de plantas. Tal es el caso de una glicoproteina excretada por el hongo
Ceratosystis fimbriata. Esta glicoproteina induce un incremento de cumarina en cultivo
celulares de Plantanus acerifolia (Alami et al., 1998).

Por su parte, en los primeros estudios realizados con inductores oligosacaridos, los
implicaban en la sobreproduccién de metabolitos secundarios en cultivos celulares de
plantas. Albersheim y colaboradores (1977) fueron los primeros en aislar
oligosacaridos que activaban una gran variedad de genes relacionados con la defensa
en plantas. Por su parte, el grupo de Sharp y colaboradores (1984) se enfocé a
investigar el papel de carbohidratos especificos en la produccién de fitoalexinas en
cuitivos celulares de soya. De este estudio se identificaron ocho distintos
oligosacaridos obtenidos a partir de la pared celular del micelio de Phytophtora
gasperma y se demostraron pequefas diferencias en la estructura y composicion
quimica de carbohidratos inductores y no inductores, lo cual sugiri6 una alta
especificidad en el reconocimiento de la estructura de los carbohidratos por los
receptores. Por otra parte, los oligogalacturénidos derivados de la pared celular de las
plantas también han sido usados para inducir respuestas de defensa en plantas de
tabaco. Los oligogalacturénidos inducen un incremento en el flujo de Ca®, el cual es
importante para regular los niveles de perdxido de hidrégeno (Angelova et al., 2006).
El quitosano es un polimero principalmente acetilado con enlaces f-1-4 en los
residuos de D-glucosamina. Este compuesto es un componente estructural de Ia
pared celular de hongos patégenos. El efecto del quitosano en la permeabilidad de la
membrana y en la produccién de metabolitos secundarios ha sido investigado en
Nicotiana tabacum y Eschscholzia californica (Brodelius et al., 1989). Asi mismo, se ha
demostrado que el quitosano incrementa el rendimiento en la produccion de cultivos,
induce sistemas de defensa en plantas e incrementa la capacidad de las plantas a
tolerar situaciones de estrés (Chang et al., 1992; Lee et al., 1999; Orozco-Cardenas
and Ryan, 1999; Roller and Covill, 1999).

Existen evidencias que sugieren que el reconocimiento de los inductores por parte de
la planta es mediado por receptores celulares, los cuales pueden estar iocalizados ya
sea en la superficie de la célula para algunos inductores de origen fungico (Seigrist et
al., 1998), o dentro de la célula para ciertos inductores de origen bacteriano (Yang and
Gabriel, 1995; Van den Ackerveken et al.,, 1996; Ebel and Scheel, 1997). Al ser
percibidos los inductores se inician los procesos de sefalizacién que activan los
sistemas de defensa.

La especificidad en la resistencia de las plantas contra los patégenos se da a nivel de
cultivar o a nivel de especie, principalmente, debido al reconocimiento de inductores
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presentes tanto en el hospedero como en el patdgeno. Este tipo de interaccion ha sido
referida como el modelo gen a gen (Flor, 1971).

2.8.3 Elmodelo gen agen

Al establecerse las interacciones no compatibles, en donde el patégeno es reconocido
por el hospedero, se pueden establecer interacciones especificas 0 no especificas. El
reconocimiento de patdgenos no especificos por el hospedero se lleva a cabo
mediante la deteccion de moléculas presentes en el patdgeno, como los PAMPS. En
contraste, durante la interaccién especifica, el patbgeno es reconocido por la planta de
manera especifica, como en el modelo de interacciéon gen-a-gen, propuesto por Flor
(1947), el cual involucra el reconocimiento de patdgenos invasores desencadenando
respuestas de defensa. Tales interacciones incompatibles son dependientes de la
presencia de genes de resistencia (R) en el hospedero y de genes de avirulencia (avr)
en el patdgeno (Flor, 1971, Keen, 1992; Staskawicz et al., 1995). De forma general,
puede decirse que las respuestas de defensa de las plantas se inician por el
reconocimiento del patdgeno, lo cual puede estar mediado por una interacciéon gen-a-
gen entre un gen de resistencia y un gen de avirulencia. Existen situaciones en las
que el gen avr o su complementario gen R no se expresan o sus productos no son
funcionales, por lo que el reconocimiento por parte de la planta no se lleva a cabo.
Esto lleva a que la interaccion planta-patégeno se desarrolle como compatible, lo que
resulta en la manifestacion de la enfermedad en la planta.

Nuevas evidencias moleculares y bioquimicas demuestran que en una relacién planta-
patégeno compatible, las proteinas R-Avr no necesariamente interaccionan de manera
directa, sino que puede haber una interaccion indirecta, por lo que se han propuesto
varios modelos. Uno de estos modelos es el del co-receptor, en el cual la proteina Avr
se une en primera instancia a un sitio de alta afinidad en el co-receptor, el cual a su
vez interactua con la proteina R lo que desencadena las respuestas de defensa (Ren
and Morris 2000). En otro modelo conocido como el modelo del guardian, la proteina
Avr interactia con una proteina blanco relacionada con la patogénesis, que se
encuentra unida a la proteina R (Van der Biezen and Jones, 1998; Grant, 1999; Dangl
and Jones, 2001). Evidencias moleculares han demostrado que ciertos genes Avr de
bacterias, de hongos y de virus codifican proteasas, y por otro lado, consistente con
ello, se ha propuestos que el procesamiento proteolitico de ciertas proteinas en el
hospedero desencadena las defensas de la planta (Ulla y Thomas 2002; Mestre et al.,
2000).

Se han identificado varios genes R de las plantas y sus correspondientes genes avren
organismos patégenos a partir de algunas interacciones planta-patoégeno (Tabla 2.4).
Con base en la estructura de los dominios presentes en las diferentes proteinas R, los
genes R que han sido identificados se pueden agrupar en los siguientes 5 grupos:

(i) Proteinas intracelulares con sitios de unién a nucleétidos (NBS) y con dominios
ricos en leucina (LRR);

(i) Proteinas intracelulares NBS-LRR con una regién similar al dominio del receptor
citoplasmico de mamiferos IL-1 (IL-1R);

(iii) Proteinas cinasas intracelulares (Pks);
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En contraste con las proteinas R, la mayoria de las proteinas Avr muestran un
pequefio o nulo nivel de identidad en sus secuencias (Nimchuck, 2001; Bonas, 2002).
Sin embargo, en ocasiones presentan regiones conservadas, como son el caso de los
sitios de miristoilacién en varias secuencias Avr, los cuales se requieren para la
localizacion y funcion de la proteina (Nimchuk ef al., 2000; Shan ef al., 2000).

Se ha evidenciado que las proteinas Avr juegan un papel importante en la virulencia
del patégeno (Laugé and De Wit, 1998, Kjemtrup et al., 2000; White et al., 2000). Por
ejemplo, la proteina AvrPto incrementa la capacidad de P. syringae pv. tomato de
inducir necrosis en plantas de jitomate que carecen del gene R Pto, tal evento esta
correlacionado con un incremento en el crecimiento de la bacteria (Chang et al,
2000).
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2.10 Hipétesis

Se ha demostrado que la adicién de quitosano en diversas especies vegetales induce
modificaciones, tanto en el nivel transcripcional como traduccional, de moléculas
relacionadas con los sistemas de defensa, por lo que la adicién de quitosano a callos
de Cocos nucifera L. sera capaz de modificar la expresion de genes involucrados en
las respuestas de defensa contra patégenos en esta especie vegetal.

2.11 Objetivo general

Identificar y caracterizar genes de Cocos nucifera L. para los que la abundancia de
sus transcritos se modifica durante la induccion artificial de las respuestas de defensa
contra patoégenos.

2.12 Objetivos particulares

1. Determinar el tiempo de incubacion y la concentraciéon de quitosano, suficientes
para producir una respuesta de defensa en callos de Cocos nucifera L.

2. |dentificar y caracterizar la expresion de genes expresados bajo las condiciones
experimentales determinadas en el punto 1.

3. Evaluar el efecto del acido salicilico y del jasmonato de metilo en la induccién de
los genes de interés.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS

Chitosan activates molecules related to pathogenesis and modify the abundance of
defense-related transcripts in calli of Cocos nucifera L.

Gabriel Lizama-Uc, Ivan A. Estrada-Mota, Maria Goretty Caamal-Chan, Ramoén
Souza-Perera, Carlos Oropeza-Salin, Ignacio Islas-Flores, José Juan Zufniga- Aguilar.

Parte de la informacion del capitulo Il se incorpord como parte del articulo “Chitosan
activates a MAP-kinase pathway and modifies abundance of defense-related
transcripts in calli of Cocos nucifera L.” el cual ha sido aceptado para su publicacién en
la revista “Physiological and Molecular Plant Pathology”.

Abstract

As the study of coconut defense responses against pathogenic microorganisms is
hampered by the absence of suitable model systems, we investigated if imbibition of
coconut calli with chitosan could be used in vitro to simulate the molecular interactions
that occur with pathogens. Our results showed that calli imbibition with 10 mg-mL-1
chitosan caused the accumulation of hydrogen peroxide, and stimulated a B-1,3-
glucanase activity with an Rf near 0.1. Chitosan addition aiso differentially modified the
expression of some genes, whose DNA sequence showed high similarities to receptor-
like kinases (RLKs), Verticillium-like protein, and mitochondrial alternate oxidase 1b.
Addition of salicylic acid to the calli also modified transcript abundance for these
genes, while methyl jasmonate did not seem to influence their expression, implying
that they could be involved in defense responses. These results strongly suggest that
elicitation of coconut tissues cultivated in vitro constitutes a suitable alternative to
characterize both biochemical and molecular interactions that occur between the
coconut palm and its associated pathogens.

Keywords: Cocos nucifera L., differential display, chitosan, plant-pathogen interaction.
Abbreviations: AOX, mitochondrial alternative oxidase; SA, salicylic acid; MeJA,
methyl jasmonate; NO,nitric oxide; ROS, reactive oxygen species; AC, activated
charcoai; TTC, 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride; dp, degree of polymerization; SN,
supernatant; RT, room temperature.

3.1. Introduction

Coconut palm (Cocos nucifera L.) is an ecologically and economically important
species in the tropics. Unfortunately, this palm is subject to attack by several disease
producing agents, including viruses (Rohde et al., 1990), viroids (Hanold and Randles
1991), mollicutes (Howard and Barrant, 1989), protozoa (Parthasarathy et al., 1978),
fungi (Joseph et al., 1975), and nematodes (Griffith, 1987). Some diseases become
epidemic, e.g., in the recent years, the “Atlantic Tall” variety has been almost totaily
eliminated from the coasts of the Yucatan Peninsula and its abundance diminished
along the Gulf of Mexico because of the Lethal Yellowing (LY) disease (Oropeza et al.,
1997). Even though there are many epidemiological studies for this and other coconut
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the correspondent control buffers (labeled “C” in Fig. 3.4). Chitosan stock solution was
prepared according to Benhamou and Thériault (1992), and the chitosan working
solutions were prepared from this stock after adjusting the pH at 5.5 using 2.5 N
NaOH. Dilutions of SA (Sigma) were prepared from a 500 mM stock solution prepared
in water. MeJA stock solution (560 mM) was prepared in ethanol and working solutions
were obtained by final dilution in 1% (v/v) ethanol.

3.2.2 Protein extraction

Coconut calli that were subjected to the different chitosan treatments were frozen in
liquid nitrogen and homogenized in 1 mL of extraction buffer per g of tissue (50 mM
HEPES-Tris pH 7.5, 5§ mM EDTA, 5§ mM EGTA, 50 mM B-glycerophosphate, 10 mM
sodium orthovanadate, 10 mM sodium fluoride, 10% glycerol, 1 mM
phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF), 1 uM aprotinin, 1 pM leupeptin, 5 mM DTT,
20% transcinnamic acid, 20% polyvinylpolypyrrolidone (PVPP)). Cell extracts were
centrifuged at 19 500 x g for 30 min at 4 °C. The supernatant (SN) was recovered,
quickly frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C until used. The protein
concentration in the samples was measured by the method of Bradford (1976), using
bovine serum albumin (Sigma) as standard.

3.2.3 B-glucanase assays

B-glucanase assays were conducted according to Pan et al. (1991). Briefly, protein
extracts (35 pg) from calli exposed to different chitosan treatments were fractionated
by native polyacrylamide gel electrophoresis. After a 5 min wash with 0.06 M sodium
acetate, gels were incubated for 1 h at 40 °C in the same solution supplemented with
13.3 mg mL™ laminarin (SIGMA); then enzymatic activity was revealed by addition of
0.075% 2,3,5- triphenyltetrazolium chloride (TTC, Sigma) in 1M NaOH. Gels were
heated in a microwave oven for 10 s and photographed. Software from a Kodak EDAS
290 system was used to determine the relative band intensities.

3.2.4 Quantification of hydrogen peroxide production

Coconut calli were vacuum-infiltrated for 20 min with 10 mg mL™' chitosan, then calli
samples were collected at different periods (0, 2 and 4 h) and ground in liquid nitrogen.
After homogenization with 1 mL of 10 mM 2-morpholinoethanesulfonic acid (MES), pH
6.5, per g of tissue, samples were centrifuged at 14 000 x g for 5 min at RT, and total
H202 was determined in the supernatant with a modification of the procedure
described by Messner and Boll [21]. Briefly, 200 pL of supernatant were quickly mixed
at RT with freshly prepared reaction buffer (10 mM MES, pH 6.5; 20 uM phenol red; 10
ng mL™ horseradish peroxidase (SIGMA)) in a final volume of 1 mL. The reaction was
stopped after 3 min by addition of 20 pL NaOH (0.5N). H202 molar concentration in
samples was determined by measuring the absorbance decrement at 558 nm resulting
from the H202 - dependent peroxidase-catalyzed oxidation of phenol red (SIGMA). As
control, production of H202 was raluated in a mixture of supernatants pooled from
“untreated” and “control” calli, generated as described above. Every experimental point
was repeated independently three times, with three calli each.
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3.3. Results and discussion

3.3.1 Chitosan application to coconut calli promotes the increment of a 8-1,3-
glucanase activity.

it has been observed that chitosan oligomers are able to activate defense in different
plant species (Kendra and Hadwiger, 1984; Conrath et al., 1989; Kauss et al., 1989;
Hadwiger et al., 1994). Therefore, our first goal was to determine whether addition of
chitosan could also trigger defense responses when added to in vitro coconut calli. The
“effective” concentration of chitosan has been demonstrated to be specific for the
different plant models employed ranging from pg mL™" (Lin et al, 2005; Mason and
Davis, 1997) to mg mL™ (Vasyukova et al., 2001; Klepzig and Walklnshaw 2003). |

addition, specific studies directed to analyze the effects of the molecular weight of
chitosan on its elicitation capacity found that lower molecular weights of 1 335 Da (6-9
dp) (Vasyukova et al.,, 2001) and 5 000 Da (22-33 dp) (Lin et al., 2005) exerted the
highest elicitation; so we used acid deacetylated crab shell chitosan, the dp of which
was not noted, but was likely to be between 6 and 11 (Pitta and Giulietti, 1999). We
cultivated coconut calli in the presence of activated charcoal (AC), and is known that
when AC is added to plant tissue culture media, it can adsorb chemicals added or
released to the medium reducing their effective concentration (Pan and van Staden,
1998). For instance, Ebert and Taylor (1990) demonstrated that more than 99% of
exogenous auxin was adsorbed by AC, while Nomanbhay and Palanisamy (2005)
found that AC interacted with chitosan, reducing its free concentration considerably.
Therefore, some chemicals must be added in excess to compensate their adsorption in
AC (Van Winkle et al., 2003; van Winkle and Pullman, 2005), and we speculated that
relatively higher concentrations of chitosan should be applied to elicitate the coconut
tissues, to circumvent the presence of activated charcoal in the culture medium. In
order to determine the most effective chitosan concentration to induce a defense
response, we vacuum infiltrated in vitro coconut calli with control buffer or with
increasing concentrations of chitosan (0, 0.5, 1.0, 5.0 and 10.0 mg mL’ ') for 20 min.
Protein samples isolated from each treatment were then collected at different intervals
(0, 4, 8, 12, 16, and 24 h). These range of concentratlons were chosen because
although the minor concentration we used (500 ug mL™') is 10-fold higher than the
optimal concentration observed in some reports (Lin et al., 2005), it is indeed 4- or 6-
fold lower than others used in the absence of AC (Benhamou and Thériault, 1992;
Benhamou et al., 1998). We evaluated the activation of B-1,3-glucanases, which are
PR-2 group proteins that have been broadly accepted as an effective parameter of
defense induction in plants (Kauffmann et al., 1987; van de Locht et al., 1990). Figure
3.1 shows the results obtained with protein extracts obtained after 8 h treatment. We
detected a single band of activity with an Rf value of ~0.1, which was present in the
control treatment (Fig. 3.1A, lane 1). The activity of this band was not appreciably
modified when elicitor was added in concentrations below 5.0 mg mL” (Fig. 3.1A,
lanes 2 and data not shown); however the activity clearly increased more than 50%
when a concentration of 10.0 mg mL™" was used (Fig. 3.1A Jlane3d) . Remarkably, only
when we applied the highest chitosan concentration the B-1,3-glucanase activity did
rise above basal levels. This effect was not due to an increment in the osmolarity as
the osmotic pressure of the chitosan solution was not so different when compared with
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3.3.2 Chitosan addition differentially modifies the abundance of transcripts in
Cocos nucifera calli.

In order to explore if chitosan treatment also alters defense-related gene expression in
the coconut calli system, we applied the RNA differential display technology (DD)
(Rushton and Somssich, 1998) to compare RNA populations obtained from coconut
calli exposed or not to chitosan. Since increments in the activity of -1,3-glucanase
were detected from at least 4 h after incubation and these should be the result of gene
induction, we decided to evaluate changes in gene expression in the 0 to 4 h period.
DD was executed with four P-T primer combinations, and results obtained with the P1
and T10 primer combination (5'-ATT AAC CCT CAC TAA AGC ACC GTC C-3' and 5'-
CAT TAT GCT GAG TGA TAT CTT TTT TTT TAA-3', respectively) are shown in Fig. 3.
Results revealed the amplification of many sharp bands that ranged between 200 and
1000 bp in control as well as in treated samples. While the amount of most bands did
not change, there were several cDNA segments whose abundance was notably
modified under the chitosan treatment: some were enhanced (labeled “c”), and others
were repressed (labeled “b") or their concentration diminished (labeled “a”). From a
total of 21 bands with observed differences in intensity in all P-T combinations, 12 were
successfully PCR reamplified and cloned, but only 8 displayed consistency with the
original fragment size.
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We then proceeded to corroborate the differential expression of the identified
transcripts. To doing so, we repeated the elicitation process and extracted total RNA
populations from the control and elicitated coconut calli. Transcript levels for every
clone were assesed by reversal northern blotting. Equal amounts of RNA used for
retro-amplification were confirmed by visual inspection of the ribosomal RNA bands in
agarose gels (Fig. 3.4, panel H) and RT-PCR amplification of a cDNA fragment that
codifies a coconut actin (Fig. 3.4, panel G). As can be seen in Fig. 4A, transcript levels
for Clone G1 were negligible detectable in untreated calli (lane 1), but its concentration
increased in control treatment and slightly more when chitosan was added (lanes 3
and 2, respectively). On the other hand, clone G2 also presented a small amount of
transcript when only vacuum treatment is applied (Fig. 3.4 D, lane 3), but level in calli
exposed to chitosan was considerably higher (lane 2). Because both control and
chitosan treatments include vacuum infiltration, the RNA level observed in control
treatments could be the result of an additional stress exerted by vacuum application,
as no G1 or G2 detectable expression was seen in untreated calli (lane 1 in Fig. 3.4A).
The hybridization analysis revealed both clones were not expressed in differentiated
plantlet organs under non-elicited conditions, including leaves, shoots and roots (lanes
4, 5, and 6), which indicates they were strictly inducible by the stress treatment. From
the clones expressed normally in plantlet tissues (see Fig. 3.4), clone G1-A presented
equal levels in roots, shoots and leaves (Fig. 3.4B, lanes 4, 5, and 6); expression of
clone G1-C was almost absent in shoots (Fig. 3.4C, lane 5); clone G5-A had no
expression in roots (Fig. 3.4E, lane 4), and clone G7 had very high levels in shoots and
particularly in leaves (Fig. 3.4F, lanes 5 and 6). All these clones exhibited a more or
less increment in transcript levels when calli were subjected to control or chitosan
application (lanes 2 and 3), excepting clone G1-C, which displayed a noticeable
repression in the presence of chitosan, but a slight transcript increment when control
solution was applied (Fig. 3.4C, lane 2). As it can be seen in Fig. 3.4, the control
treatment also produces an increment in the transcript levels for some clones. This
might be explained by the fact that this treatment includes vacuum application of a
neutralized acid solution; in consequence, there is a possibility that these clones couid
be moderately induced also by biotic stresses.
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According to a BLAST comparison (Altschul et al., 1990), the “E” value suggested that
DNA sequences from the three chitosan-modified clones were almost identical to
Oryza sativa putative receptor-like kinase (G1, EMBL acc. AM076489), Roemeria
hybrida alpha tubulin subunit (G1-A, EMBL acc. AM167526), Arabidopsis thaliana
alternative oxidase 1b (G1-C, EMBL acc. AM167527), Lycopersicon esculentum
disease resistance gene (G2, EMBL acc AM076490), Oryza sativa protein kinase (G5-
A EMBL acc. AM167528), and Oryza sativa vegetative cell wall protein gp 1-like (G7
EMBL acc. AM167529) (Table 3.1).

Table 3.1 Analysis of differentially expressed mRNA sequences isolated by differential display from elicitor-treated

coconut calli

EMBL c¢DNA Data base E ey eﬁ

are ng. size (bp) Sequence homoloav match (acc. no.) value  expression
G1  AMOT6489 225  O.sativa putative receplorike protein kinase ABAOGATE  3X10° ¢t
Gl-A AMIE7526 345 R hybrida aipha fubuin subuni AF34915  5X10* ¢
GI-C AMIETS2T 192 A thakiana mitochondrial aternative oxidase 1 DQoseso3  3X107 &
G2 AMOTBA90 531 L esculenum Verticlium wit disease resistance gene ~~ AF272366  6X10° 1
G5A AMIETSZ8 234 O.sativa putative protein kinase XPassed  3X10* ¢
G7  AMIETS2 383 O.sativa vegetative cell wall protein gptdike XP550268  9X10% ¢

In the table, arrows in the seventh column represent whether the expression was
enhanced (1) or diminished (V) after elicitation. Also, Black arrows represent strong
modification in expression, while grey arrows represent either the expression was only
slightly midified, or that transcript level was modified also by the control treatment, but
not in untreated callus.

3.3.3 Abundance of chitosan-modified transcripts are modified differentially by
salicylic and jasmonic acids

It has been shown that pathogen attack can trigger at least two defense pathways, one
involving SA and one involving JA and ethylene (Zhang and Klessig, 2001). SA has
been shown to play a crucial role in the induction of HR (Canagarajah et al., 1997) and
the establishment of systemic acquired resistance (SAR) (Lee et al, 2001). The
molecular mechanism by which SA could induce a defense response has been
investigated principally in A. thaliana; in this model, SA induces SAR through the
activation of NPR1 transcription factor, which in turn promotes expression of PR genes
(Holley et al., 2003). On the other hand, JA has been proposed as signal transducer in
tissue cultures incubated with pathogen elicitors (Hu et al, 2004), and activates
several genes including those coding defense proteins like thionin (Fukuda et al.,
1997), and PDF (Hazzalin and Mahadevan, 2002) in a SA-independent pathway. Since
PR gene expression mediated by NPR1 is a cross-talk point between the SA and JA-
ethylene signaling pathways that confer resistance to pathogens , we wanted to know if
the transcripts induced differentially by chitosan were also modified by SA and MeJA.
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Fig. 3.6. Chitosan induces the production of hydrogen peroxide in Cocos
nucifera calli. Concentration of total H,O, in cell extracts was measured by the phenol
red oxidation method [21] at 0, 2 and 4 h after application of the different treatments.
Grey columns, H,0, in cell extracts from calli vacuume-infiltrated for 20 min with 10 mg
mL-1 chitosan; White columns, H,O, in a pool of cell extracts from “untreated” and
“control” calli. All experiments were repeated three times with three calli each. Results
are expressed as mean value + SD.
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CAPITULO IV. DISCUSION GENERAL

Actualmente se tiene un conocimiento vasto en los diferentes niveles de los
mecanismos de defensa que las plantas establecen en contra de microorganismos
patégenos. Este conocimiento generado a partir de estudios realizados en plantas
modelo, ha permitido comprender mejor las bases bioquimicas y moleculares de la
interaccion planta-patégeno y ha permitido también extrapolar las aproximaciones
experimentales aun a plantas que no son consideradas como modelo.

De esta manera, se han investigado diferentes modelos especificos o “patosistemas”
de interaccion planta-patégeno, entre los que se incluyen tabaco, arroz, jitomate, maiz,
etc., todos ellos con sus respectivos patdgenos asociados. No obstante, también
existen ejemplos de interacciones planta-patégeno para las cuales es dificil establecer
un modelo experimental en el laboratorio o en condiciones ambientales practicas. Tal
es el caso del cocotero, en donde el tamario de la planta y el largo ciclo de vida, entre
otros factores, hacen impractico el estudio de cualquiera de sus patosistemas. Para
casos particularmente dificiles se ha disefiado estrategias alternas, como la
incubacion de tejidos cultivados in vitro con alguno de los productos de los genes de
avirulencia o de los PAMPs, dependiendo de si la respuesta en estudio es especifica
(host response) o inespecifica (non-host response).

En el Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan existe un programa de
investigacion dedicado al estudio de diversas alternativas para el estudio de aspectos
fitosanitarios y de producciéon de la palma de coco. Dentro de la linea de investigacion
planta-patégeno del programa institucional de cocotero, en el presente trabajo
decidimos evaluar la factibilidad de establecer un sistema in vitro para mimetizar las
condiciones bajo las cuales se pueda activar los sistemas de defensa de manera
controlada, mediante la adicién de quitosano a callos cultivados in vitro. Los resultados
del presente trabajo constituyen el primer reporte en donde se caracteriza bioquimica
o molecularmente la respuesta de defensa de la palma de coco, mediante la utilizacion
de inductores.

4.1 La adicion de quitosano a callos de Cocos nucifera promueve la sintesis de
proteinas de defensa.

El quitosano es un compuesto no téxico para las plantas, el cual puede incrementar la
resistencia de las plantas ante el ataque de patégenos mediante su aplicacién en
semillas (Benhamou et al, 1994; Lafontaine and Benhamou, 1996), en frutos
(Benhamou, 2004) y en hojas (Trotel-Aziz et al., 2006), asi como reducir la
enfermedad causada por hongos patégenos. Estas propiedades lo clasifican como un
inductor que promueve la induccion de moléculas relacionadas con los mecanismos
de defensa en plantas.

Entre las moléculas inducidas por el quitosano se encuentran proteinas con actividad
hidrolitica como las B-1,3 glucanasas. Estas proteinas representan un tipo de enzimas
antifungicas presentes en la mayoria de las plantas (Broekaert, et a/., 2000). Se ha
demostrado que este tipo de proteinas son capaces de romper la pared celular de las
hifas durante el evento de penetracién por parte del hongo, asi como interferir
directamente en el crecimiento de la hifa (Toyada et al., 1991; Arlotio et al., 1992).
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4.2 La adicion de quitosano modifica diferencialmente los niveles de transcritos
de genes de defensa en callos de Cocos nucifera L.

En la actualidad no existen programas de fitomejoramiento basados en el uso de
marcadores bioquimicos o moleculares, que estén encaminados a la seleccion de
variedades de cocotero resistentes a las enfermedades; es por ello que las acciones
dirigidas a la generacion de hibridos resistentes no han dado resultados satisfactorios.
Debido a Ja falta de modelos de estudio apropiados, no se conoce practicamente nada
sobre la identidad ni fa naturaleza de los genes de cocotero que podrian condicionar la
resistencia a las enfermedades. Por ello, el objetivo mas importante de este proyecto
es el de demostrar si la adicion de quitosano puede madificar los patrones de
expresion de genes relacionados con la defensa en callos de cocotero cultivados in
vitro.

Aun cuando el quitosano ha sido ampliamente utilizado como inductor de las
respuestas de defensa en las plantas (Kendra and Hadwiger, 1984; Benhamon and
Theriault, 1992; El Ghaouth et al., 1992) estos trabajos se han enfocado a evaluar de
manera independiente la induccion o modificacion de moléculas particulares
relacionadas con los mecanismos de defensa; en este sentido existen muy pocas
evidencias de su uso para analizar los cambios en los patrones de expresion de genes
relacionados con ta defensa. Uno de los pocos reportes al respecto fue publicado por
Mason y Davis en 1997. Ellos demostraron la acumulacién de transcritos de la acido
cinamico-4-hidroxilasa y de una quitinasa cuando incubaron cultivos celulares de
Pinus elliote var. Elliottii con 60 ng mL" de quitosano por 24 h.

En los ensayos con callos de C. nucifera, se establecié un protocolo para elicitar las
respuestas de defensa y evaluar la expresion génica diferencial. La secuenciacion de
los genes aislados y su posterior analisis de expresion permitiria determinar su
relacién con los sistemas de defensa. La combinacion de cuatro juegos de cebadores
de ADN (lo cual supone teéricamente el analisis del 4.4% del transcriptoma de
cocotero) fue suficiente para evidenciar cambios en los patrones de expresion
mediante la inspeccién directa del fraccionamiento de los productos del RT-PCR en
los geles de secuenciacion. Si bien no fue posible ni la reamplificacion ni la clonacion
de todas las bandas diferenciales detectadas, la secuencia de los seis ADNc que si se
pudieron clonar demostréd una identidad con productos celulares involucrados en la
defensa. Aun cuando el despliegue diferencial es una excelente herramienta que
permite evidenciar cambios en el nivel transcripcional, también es cierto que unos de
sus puntos débiles es la dificultad que se presenta durante la reamplificacion de
bandas. Un ejemplo de estas dificultades es documentado en estudios realizados por
Sanches y Gonzales (2003), los cuales se avocaron a la identificacion de genes
durante una interaccion de manzana y Penincillium expansum. En dicho estudio se
emplearon catorce combinaciones de cebadores obteniendo noventa y ocho
secuencias diferenciales y de las cuales solo catorce pudieron ser reamplificadas.

Mediante la comparacién de las secuencias en bancos de datos, se encontrd que las
cionas aisladas presentaron niveles altos de similitud con genes de resistencia (clona
G2, similar al gen Ve de Lycopersicon esculentum que le confiere resistencia al hongo
Verticillium dahliae), a una subunidad de alfa tubulina (clona G1-A) a una cinasa tipo
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Se observé que el quitosano induce una disminucion de los niveles de transcrito de
una oxidasa alterna (clona G1-C), ademas de un incremento en los niveles de
peréxido de hidrégeno. Un incremento en el nivel de peroxido de hidrégeno como
respuesta al quitosano ya habia sido demostrado por Lin y colaboradores (2005) en
arroz. También, Popov y colaboradores (1997) encontraron una correlacién entre la
inhibicion de la actividad de la oxidasa alterna y el incremento en los niveles de
peroxido de hidrégeno. Por otra parte, Amirsadeghi y colaboradores (2006)
demostraron que la carencia de la oxidasa alterna en plantas transgénicas de
Nicotiana tabacum se correlaciond con un incremento en los niveles de transcritos de
la superoxido dismutasa, de la catalasa y de la ascorbato peroxidasa, enzimas
involucradas en la desintoxicacién de especies reactivas de oxigeno. El incremento de
los niveles de peroxido de hidrégeno es uno de los eventos que se desencadenan
durante la respuesta de hipersensibilidad (HR) en la interaccién planta-patdgeno.

La elicitacién de callos de Cocos nucifera cultivados in vitro permitié la identificacién
de genes expresados diferencialmente, cuyos genes ortblogos tienen funciones
claramente definidas durante el establecimiento de los sistemas de defensa, por ello
es posible suponer que los genes de cocotero podrian tener funciones similares y que
por lo tanto, el sistema de elicitacion con quitosano constituye una alternativa para la
identificacién de moléculas que pudieran estar implicadas en la interaccién planta-
patégeno en cocotero.

Aun cuando se han detectado moléculas con un posible papel en los eventos de
defensa en callos de cocotero, no es posible establecer una extrapolaciéon de estos
resultados a plantas de cocotero, esto se debe a que los callos son tejidos
desdiferenciados y a que en ellos puede existir variacion somaclonal, la cual involucra
todas las formas de variantes de plantas regeneradas a partir del cultivo de tejidos
(Larkin and Scowcroft, 1981; Jain et al.,1998a; Jain and De Klerk, 1998). Entre estas
variaciones podemos encontrar. i} cambios fisicos y morfolégicos en callos no
diferenciados; ii} diferencias en la habilidad de organizarse y formar 6rganos in vitro;
iii) cambios cromosomales. Por su parte plantas regeneradas a partir de callos no
organizados tienen una mayor variacion sobre aquellos generados a partir de callos
organizados, mientras que una nula o0 muy poco variacién ocurre cuando las plantas
son regeneradas directamente sin una fase intermediaria de generacion de callos
(Bouman and De Klerk,1996). Una forma de hacer compatible estos resultados, seria
evaluar los genes reportados en este trabajo en plantas de cocotero cultivadas in vitro
retadas con quitosano asi como también con hongos para los cuales se ha reportado
que causan enfermedades en este cultivo tal como: Phytophtora palmivora,
Endoconidiophora paradoxa, Pestalotia palmarum, Botryodiplodia theobromea,
Phyllacora torrendiella y Botryosphaeria cocogena.
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autores sugieren que la unién del quitosano a receptores unidos a la membrana
plasmatica es indispensable para la induccién de las respuestas de defensa.

Tras la adicién de quitosano, se observa una serie de cambios en diferentes eventos
relacionados con la respuesta de defensa. Como se reportd por Lizama et al. (2007),
el presente sistema de elicitaciéon induce la activacién de una MAPK de 46 kDa, a los 5
minutos de exposicion. La rapida activacion de esta ruta de transduccién de sefales
sugiere que éste es un evento primario en la sefalizacién del quitosano, 1o que
significaria que la acumulacion de peroxido de hidrégeno, la activacién de proteinas
PR (B-1,3-glucanasa) y la activaciéon transcripcional de genes relacionados con la
defensa podrian estar bajo la influencia de las MAPK. Sin embargo, se ha demostrado
también que las proteinas MAPKs son activadas por el peroxido de hidrégeno en
plantas, lo cual lieva a la modulacién en la expresioén génica (Kamata y Hirata, 1999;
Zwerger y Hirt, 2001; Torres y Forman, 2003). Ahora bien, no sabemos si en nuestro
modelo el peroxido de hidrégeno tiene algun efecto sobre la activacion de las MAPK o
viceversa (Hancock et al., 2001), por lo que se requiere realizar experimentos
adicionales para demostrar si existe una dependencia directa entre ambos eventos
celulares.

Con respecto a las modificaciones en la expresion génica, el presente modelo permitio
identificar y aislar, como resultado de un analisis no exhaustivo, un nimero de genes
cuya participacion en la defensa contra patégenos es apoyada de manera indirecta
por al menos dos factores; i) sus correspondientes secuencias nucleotidicas tienen
similitud con las secuencias de ortdlogos de otras especies, para los cuales si se ha
demostrado la participacién y relevancia en la defensa; ii) por otro lado, la exposicién
de los callos al acido salicilico modifica la expresion de dichos genes de manera
similar a como lo hace el quitosano, pero no asi la incubacion con jasmonato de
metilo. Estos datos sugieren que las funciones de los correspondientes productos
génicos podrian estar mas relacionadas con el estrés biético que con el abiético, algo
que también debera ser demostrado con experimentos adicionales.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

En la actualidad, el conocimiento generado sobre la resistencia del cocotero contra
cualquier microorganismo patdégeno es practicamente inexistente. Entre otras razones
se encuentra el largo ciclo de vida, la gran talla de la planta adulta y la recalcitrancia al
cultivo de tejidos. Como prueba de lo anterior, se puede mencionar el hecho de que
hasta la fecha ningun laboratorioc ha podido establecer un cultivo de células en
suspensién de cocotero.

Debido a lo anterior, tampoco se ha logrado implementar programas fitosanitarios
eficientes, por lo que las plantaciones estan expuestas a diversas enfermedades,
algunas de ellas devastadoras, como el amarillamiento letal.

Por ello, en el presente trabajo se planted evaluar la factibilidad de identificar y
caracterizar genes de defensa del cocotero, mediante la implementacién de un modelo
in vitro, tomando ventaja de la experiencia desarrollada recientemente en el cultivo de
tejidos en esta especie.

Con base en los resultados obtenidos de los diferentes experimentos realizados, en
este trabajo es posible concluir que:

1. La adicién de quitosano a callos de C. nucifera L. var Alto del Atlantico en una
concentracion de 10 mg mL™ durante 20 minutos, es suficiente para incrementar
la actividad de B-1,3-glucanasas e inducir la produccién de peréxido de hidrégeno.
Esto sugiere que estas condiciones experimentales son adecuadas para elicitar la
respuesta de defensa.

2. La adicion de quitosano modifica diferencialmente ios niveles de transcritos en
callos de C. nucifera L. Las secuencias nucleotidicas de algunos transcritos
muestran altos niveles de similitud con genes de defensa estudiados en otras
especies.

3. Con el presente modelo se pudo determinar que algunos genes son reguiados con
relativa especificidad por la adicion exdégena de quitosano y de acido salicilico,
pero no por el jasmonato de metilo. Debido a que los dos primeros compuestos
estdn mas relacionados con las respuestas de defensa contra factores biéticos y
el tercero con las respuestas contra factores abiéticos, es probable que los genes
identificados tengan una relacidbn con las respuestas de defensa contra
patégenos. Sin embargo, esto debe ser verificado con otro tipo de experimentos.

4. Finalmente, un andlisis global de los resultados obtenidos permite sugerir que el
sistema de elicitacién en callos cultivados in vitro. si permite el establecimiento de
las respuestas de defensa en C. nucifera L.
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determinar si sus niveles de expresion correlacionan con los niveles de tolerancia
en las diferentes variedades de cocotero cultivadas en nuestro pais.
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121 ttggatgtgg atgttgatct tgcccttgge tttgcatcece actactgtaa
gattggaacc

181 atggattgct tggttgaaga ggggaatgct gcggccttce tgggccctcet
gatgcgagct

241 gctgagcgag ggtgtatgca agttgtccag tggtttgteg accggggatg
cagggacatg

301 gagctctgtc ttgcgctcac tgcagccacc tccagcagcce aggtgggegt
cgctgggtat

361 ctccteccce

AM167526

1 agcaccgtcecc agtttgttga ctggtgtcct actggcttca agtgtggcat
caactatcag

61 ccacccactg tggttcctgg tggggatctt gccaaggtgce agagggcagt
ttgcatggtce
121 tccaactcca ccagtgttgce tgaagtgttc tctcecgcattg atcacaagtt
tgatctcatg
181 tatgcgaagc gtgcatttgt gcactggtat gttggtgagg gcatggagga
gggagagtte
241 tcggaggctc gtgaggatct tgccgcattg gagaaggatt atgaggaggt
tggtgctgag
301 tctgctgagg atgaggacgg tgctttagtg agggttaata atcac

AM167528

1 agcaccgtcce ttaactcectyg gaagatgagg ataaaggtgce tattggacgce
ggcgaggggc

61 atcgaatacc tccacaacta cgccgtaccg ccgatcatcc acagagacat
caaatcgtcg
121 aacatcctcece tcgacgggaa ctgggtggcg agggtgtecgg acttcggget
gtcgctgatg
181 gagccggagt cggacagcgg gcacctcectcecg atgagggegg cggggacggt gctt
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