Fisiologia Vegetal (F.A. Squeo & L. Cardemil, eds.)
Ediciones Universidad de La Serena, La Serena, Chile (2007) 13: xx-xx

Paginas de Prueba
04-05-2007

Capitulo XIII

Interaccion Planta Patogeno

Claudia Stange', E. Bricefio’, B.A. Latorre’ y Patricio Arce-Johnson®

INTRODUCCION
Respuesta de Defensa de Las Plantas Frente a Patogenos

Las plantas han sido explotadas como fuente de alimento y refugio por parte de un amplio rango de
patdégenos como virus, hongos (Chromista y Fungi), bacterias (Eubacteria), nematodos (Animalia,
Nematoda), insectos y animales. Frente a este medio ambiente adverso, las plantas han
desarrollado mecanismos para reconocer y defenderse de estos agentes patogénicos presentes en
la rizésfera y en 6rganos aéreos. Algunos de estos mecanismos actlan como una resistencia pasiva
(Fig. 1) debido a que la planta no es un hospedero natural al patégeno. En estas condiciones la
planta interpone barreras fisicas y quimicas que impiden la infeccion del patégeno. También puede
deberse a la falta de proteinas y factores vegetales necesarios para su diseminacién. En especial se
ha observado la detencidn y arresto de patégenos como los virus en la etapa de replicacién y
movimiento a corta distancia (célula a célula).
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Fig. 1. Mecanismos de defensa pasivos y activos desarrolladas por las plantas en respuesta a estrés bidticos o
abidticos (Adaptado de Lucas, 1998)
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La resistencia activa por el contrario obedece a una respuesta de la planta frente al patégeno y esta
basada en el modelo de la teoria del gen por gen descrito por Flor en el afio 1971 (Fig. 1). Este se
define por la expresién de un gen de resistencia (R) en la planta, el cual puede unir directa o
indirectamente al producto del gen de avirulencia (avr) del patégeno invasor. Por lo tanto, las
proteinas R actlian como receptor y las proteinas activadoras AVR como ligando. Los genes avr son
dominantes y codifican para una sola proteina. Asi para el caso de los virus puede ser la proteina de
la capside o la replicasa. Las proteinas AVR de bacterias y hongos son por lo general proteasas cuya
funcion es contribuir a la agresividad del patdgeno. Si la planta no posee un gen R especifico para
cierto patdégeno avirulento se produce una reacciéon compatible. En una interaccion compatible, la
planta no activa una eficiente respuesta de defensa, permitiendo la penetracion, invasion vy
multiplicacion del patégeno en sus tejidos, produciendo sintomas generalizados caracteristicos de
cada patogeno (ver ejemplo en Fig. 2a).
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Fig. 2. Sintomas sistémicos y locales en plantas de tabaco infectadas con virus. Las plantas de tabaco Xanthi
nn y NN fueron infectadas en una hoja basal con el virus TMV-U1. Los sintomas locales y sistémicos fueron
evaluados a partir del tercer dia. a, Tabacos Xanthi nn infectados con TMV-U1. Sintomas de tipo mosaico
sistémico (clorosis y arrugamiento) se comienzan a apreciar a partir de los 10 dias post infeccion (dpi). b,
Tabacos Xanthi NN infectados con TMV-U1. Sintomas locales de hipersensibilidad (HR) se presentan a partir de
los 2 dpi. ¢, Tabacos Xanthi nn infectados con TMV-Cg. Se presentan las lesiones locales que se desarrollan
durante la respusta tipo-HR a partir de los 3 dpi. d, Tabacos Xanthi nn infectados con TMV-Cg. Se muestran las
lesiones sistémicas que se manifiestan en las hojas apicales en la respusta SHR.
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En la ruta de desarrollar mecanismos de resistencia efectivos contra los patégenos, las plantas han
sido capaces de coevolucionar con los patdgenos y generar nuevos receptores para los AVR. Es por
ello que cuando una planta posee un gen R especifico para cierto patdgeno se produce una reaccion
incompatible. En una interaccién incompatible, la planta activa los mecanismos de defensa
efectivos, luego del reconocimiento del microorganismo, impidiendo su penetracion, invasion o
multiplicacion, lo que se manifiesta como resistencia.

Respuesta de Hipersensibilidad

La formacion del complejo Receptor-ligando inicia una cascada de sefiales de transduccion, las que
finalmente desencadenan la respuesta de Hipersensibilidad (HR). La respuesta HR (Fig. 2b) es una
reaccion local y se caracteriza por la aparicidén de lesiones necroticas en el sitio de infeccién. Como
consecuencia de la respuesta HR se detiene la invasion del patégeno en las células inicialmente
infectadas, evitando la diseminacion del patdégeno por toda la planta. La reaccion HR se
desencadena debido a ciertos eventos moleculares que permiten la restriccién del movimiento del
patogeno. El primer evento celular que se ha detectado es el flujo de iones a través de la membrana
plasmatica que produce intermediarios reactivos de oxigeno (EROS) como son el radical
superodxido (0*), oxidrilo (OH") y perdxido de hidrogeno (H,0,). El primer estallido oxidativo (ROS
I) es inespecifico y se observa entre los minutos y las primeras horas después de la infeccion del
virus. La etapa II de EROS se correlaciona directamente con la respuesta de defensa y se produce
entre las 2 horas y 2-6 dias post infeccidon dependiendo del patégeno. Ademas, se ha observado que
aumentan los niveles de acido salicilico (AS), hormona vegetal involucrada en la respuesta de
defensa de plantas. También, se produce la sintesis y entrecruzamiento de proteinas de pared,
lignificacion de la pared celular y depdsito de callosa en torno a la lesién. En respuesta al ataque de
hongos y otros fitopatdgenos, algunas las plantas contrarrestan la penetracion e invasion de estos
patégenos, con algunos compuestos o minerales como glicoproteinas, compuestos fendlicos,
lignina, suberina, silice y calcio. Por ejemplo, la acumulacion de acidos clorogénico, cafeico y
ferdlico son ejemplos de compuestos fendlicos acumulados en respuesta algunas plantas, como
substancias de defensa contra infecciones fungosas. Junto a ello se sintetizan compuestos
antimicrobianos derivados de la ruta fenilpropanoide como fitoalexinas y proteinas relacionadas
con patogénesis (PR). Las proteinas PR constituyen un grupo heterogéneo de proteinas,
constitutivas o inducidas, muy estables a pH bajos, relativamente resistentes a la accién de
proteasas, generalmente entre 8-100 kDa, toxicas para los patégenos, las que se acumulan
predominantemente en los espacios extracelulares. Se inducen diferencialmente dependiendo de
la especie vegetal y del tipo de infeccidn que ha sufrido la planta. La presencia de proteinas PR es
facilmente demostrable al comparar por electroforesis, extractos de plantas sanas y de plantas
expuestas a la accion de patégenos. Se concentran en el lugar de infeccion, pero también se
encuentran en tejidos sin inocular, y mantienen su actividad desde unos dias a algunas semanas

Entre las PR se encuentran PR1 y PR5 que tienen actividad antifingica y anti-oomycete, PR2 que
tiene actividad -1,3 glucanasa, PR3 y PR8 de actividad quitinasa y PR10 de actividad nucleasa. No
obstante, dado que B-glucan y quitina, son los principales constituyentes de la pared celular de
hongos, la accidén de quitinasas y 3-1,3-glucanasas se asocia con actividad antifungica. Estas son
proteinas hidroliticas que en forma sinergistica degradan la pared celular de los hongos y su
presencia se correlaciona con la resistencia de la plantas a algunas micosis.

Genes de defensa como GST (glutatién S-transferasa), SOD (superoxido dismutasa) y PAL
(fenilalanina amonio-liasa) se inducen rapidamente en la planta luego de la infeccion de un
patdégeno. Las enzimas GST y SOD cumplen un rol fundamental en la detoxificacion de moléculas
EROS en la celula infectada La enzima PAL es requerida para la sintesis de AS, el que aumenta casi
10 veces a las 24 horas post infeccidn en la hoja inoculada y posteriormente en las regiones distales
de la planta. Se ha descrito que la acumulacion de AS en los tejidos distantes es inducida por
sefales sistémicas que se generan desde el sitio inicial de infeccidon. El aumento en los niveles
enddgenos de AS es necesario para la activacién transcripcional de los genes que codifican para
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proteinas PR acidas (2 a 6 dias post infeccidon). Esta respuesta de defensa se conoce como
resistencia sistémica adquirida (SAR), en la cual la acumulacién de AS y proteinas PR en los tejidos
distantes al sitio de infeccion, permiten a la planta defenderse con mayor intensidad y velocidad
frente a una segunda infeccion de un patégeno.

Respuesta sistémica adquirida

La respuesta SAR es un mecanismo de resistencia que permanece por algunas semanas en la
planta y permite el reconocimiento de un amplio rango de patdgenos incluyendo hongos,
pseudohongos (Chromista), bacterias y virus. Generalmente se expresa como una disminucion de
la severidad (ej. nUmero y tamano de las lesiones producidas) de las enfermedades que estos
patdégenos producen en monocotileddneas y dicotiledoneas. Aparentemente, SAR es inducida
Unicamente antes de la floracidén o de la cuaja, en respuesta a una reaccién de hipersensibilidad. La
induccion de SAR ocurre por la accion de una sefial inespecifica, transportada sistémicamente cuya
exacta naturaleza molecular se desconoce. No obstante, numerosos trabajos han demostrado la
acumulacién de acido salicilico (AS), en el floema, en respuesta a una infeccién primaria, y se por lo
tanto se asocia este compuesto con la sefial necesaria para activar una serie de procesos
bioquimicos propios de la SAR, los que incluyen la sintesis de proteinas regulatorias (NPR1),
activacion de una bateria de genes PR y a la acumulaciéon de diversas proteinas PR, algunas de las
cuales presentan actividad antifungica y antimicrobiana en general. A pesar que la concentracion
de AS se correlaciona con la induccion de proteinas PR, es posible aun que la naturaleza quimica de
esta sefial en algunas plantas sea diferente.

El AS puede inhibir la accién de enzimas oxidativas (catalasas) y de este modo provocar un
incremento de H,0, y otras especies reactivas de oxigeno. Tanto la inhibicién de catalasas como el
aumento de especies reactivas de oxigeno inducen la expresién de genes de defensa asociados con
SAR. Por esto, se ha postulado que la accion de AS en SAR podria estar mediada por
concentraciones elevadas H,O,, y estrés oxidativo, lo que posiblemente ocurriria en un grupo
reducido de células en directo contacto con el patégeno u otro agente inductor, provocando una
reacciéon de hipersensibilidad microscopica.

Una nueva direccidén en el control de enfermedades de los cultivos, es el uso de productos
potenciales inductores exdgenos de SAR en plantas. Entre otros los acidos beta amino butirico
(BABA), 2,6-dicloroisonicotinico (INA) y AS, acibenzolar-S-metil, probenazole, y posiblemente
algunos fungicidas inducen SAR en plantas exégenamente tratadas con estos compuestos. El acido
beta amino butirico (BABA) es un aminoacido no proteinico, favorece la capacidad de defensa de las
plantas contra factores biodticos (ej. Hongos o virus) y abidticos (ej. salinidad), al parecer
sensibilizandolas de modo que éstas expresan en mejor forma los mecanismos basicos de defensa.
El Acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA) induce SAR contra un amplio espectro de patdégenos en
especies monocotiledoneas y dicotiledoneas, sin estar necesariamente relacionado en forma
directa con la acumulacién de AS. Es relativamente fitotoxico en algunas especies lo que limita su
eventual uso comercial. El Acido salicilico (AS) por su parte, es capaz de inducir SAR en las plantas
al aplicarlo exdbgenamente. Sin embargo, la movilidad del AS aplicado de este modo es escasa y en
numerosas plantas es fitotdxico. Benzotiadiazoles (BT) como el acibenzolar-S-metil, analogo
sintético de AS, es capaz de inducir la sintesis de proteinas PR (€j. quitinasa) y SAR en numerosas
especies cultivadas, sin que éstas hubieran sido previamente infectadas. De este modo se obtiene
proteccién contra eventuales ataques de hongos y otros fitopatdgenos. Las plantas lo absorben
rapidamente por tejidos verdes y lo movilizan en forma acropétala y basipétala, desarrollando
proteccién sistémica contra hongos, pseudohongos (Chromista), bacterias y virus fitopatdgenos,
tanto en plantas anuales como perennes. Se puede usar sin riesgo de fototoxicidad en diversos
cultivos, por lo que su uso comercial con estos objetivos es muy promisorio. El Probenazole (PBZ)
es un Benzisothiazole (BIZ), que induce la formacién especies reactivas de oxigeno, acumulacién
de AS y de factores antimicrobianos. Es un compuesto usado en el control de Magnaporthe grisea y
otros patégenos del arroz. También se han utilizado Fungicida sistémicos para el tratamiento de



STANGE ET AL. XX

enfermedades producidas por hongos y pseudohongos como el fosetil aluminio el que se
descompone internamente en la planta en los compuestos bioldgicamente activos: mono y bifosfito
de potasio. Al mismo tiempo, activa algunos mecanismos SAR, debido a la induccion de
fitoalexinas. Por ejemplo, la presencia de fosfitos controla Phytophthora citrophthora en citricos
pero al mismo tiempo induce la sintesis y acumulacién de escoparona, fitolaxina capaz de limitar la
accion de este pseudohongo fitopatdgeno.

Resistencia sistémica inducida.

La resistencia sistémica inducida (SIR) es otro tipo de defensa inducida que ocurre en las plantas
activada por la accién de rizobacterias saprofitas (ej. Bacillus pumilus, B. subtilis, Pseudomonas
fluorescens, P. putida) que colonizan la rizésfera, pudiendo ejercer una accién biocontroladora.
Estas bacterias localizadas en la superficie de raices inducen resistencia sistémica en hojas y tallos,
protegiendo especies dicotiledoneas contra varios hongos, bacterias y otros microorganismos
fitopatdgenos. La SIR es independiente de la acumulacion de AS y de la expresidon de genes de
proteinas PR, pero depende la via del acido jasmonico (Al) y del etileno. Posiblemente, las plantas
se sensibilizan a la accion del Al y etileno sin que necesariamente aumente la concertacion de estos
compuestos durante la SIR. En Arabidopsis se ha determinado que esta asociado con la induccion
foliar de defensinas, péptidos ricos en cisteina con accion antifingica.

Resistencia extrema y HR sin mediar resistencia a patégenos.

Recientemente se ha descrito que se puede producir resistencia de plantas frente a patégenos sin
presentar sintomas de HR, salvo lesiones microscopicas. Este tipo de resistencia ha sido llamada
resistencia extrema (ER) o inmunidad. Se han reportado casos de RE en distintas especies
vegetales frente a virus como es el caso del receptor Tm-1 frente a TMV en tomate, el gen R frente a
CPMV en poroto, Sw5 en tomate, Rsv1 en soya, Ry para Potato virus Y (PVY), Nx y Rx para Potato
virus X (PVX) en Solanum tuberosum. En este caso el gen Rx de papa induce resistencia a virus PVX
sin necesariamente gatillar HR. Esta misma respuesta se ha observado para Cf9 frente a C. fulvum
en tomate.

Asi mismo, se ha reportado el desarrollo de HR sin mediar resistencia al patégeno. En las mutantes
ndr-1y dnd de Arabidopsis, se produce HR a pesar de que la planta es susceptible a Pseudomona
syringae. Plantas de tabaco Xanthi nn sensibles a TMV-U1, producen HR frente a otra cepa de
tobamovirus (TMV-Cg), pero sin restringir el movimiento sistémico del virus. A la respuesta local
generada por TMV-Cg en tabacos Xanthi nn, se ha denominado tipo-HR debido a la similitud
respecto a la respuesta HR (Fig. 2c). Sin embargo, el virus no es retenido en el sitio inicial de
infeccidn, el cual al diseminarse por toda la planta induce lesiones necréticas en forma de anillos y
lineas en hojas apicales y medias a los 12 dpi (Fig. 2d). Esta necrosis sistémica observada en hojas
superiores se ha llamado “"SHR” (Systemic HR). En las lesiones locales de la respuesta tipo-HR y en
las lesiones sistémicas se observa depdsito de callosa, muerte celular y produccion de perdxido de
hidrégeno al igual que en una HR. Ambos sintomas no han sido reportados previamente para una
reaccion compatible entre un tabaco sensible y un tobamovirus y han permitido postular la
presencia de un receptor en plantas de tabaco Xanthi nn capaz de reconocer deficitariamente al
activador de TMV-Cg.

En este sentido se ha sugerido que la resistencia extrema (RE) o resistencia independiente de HR,
se produce cuando existe alta afinidad entre el receptor y el activador (AVR), o cuando el activador
se produce tempranamente durante la infeccion. Por ello, la resistencia asociada a HR seria una
respuesta de afinidad intermedia entre el receptor y su activador, o bien, una respuesta a la tardia
aparicién del activador durante el proceso infectivo. Mas aun, si se produce HR sin mediar
resistencia, seria en el caso que exista baja afinidad entre el receptor y el activador. Un ejemplo de
este fendmeno seria el observado en plantas de tabaco Xanthi nn al ser infectadas con TMV-Cg.
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GENES DE RESISTENCIA NATURALES A PATOGENOS

Cada planta contiene cientos de genes R especificos para patdégenos de origen viral, bacteriano,
fingico y para nematodos. En la década actual se han podido clonar alrededor de 40 genes de
resistencia en plantas dicotileddneas (Solanaceas, Cucurbitaceas, Leguminoseas) y en
monocotiledoneas como arroz, trigo y cebada, utilizando técnicas de clonamiento posicional,
mutagénesis mediante transposones y mediante amplificacion por PCR de dominios conservados
en los genes de resistencia. Las proteinas R presentan alta variabilidad en su especificidad, lo que
ha permitido a las plantas defenderse frente a la aparicion de nuevas razas de patégenos. A pesar
de conferir resistencia frente a un amplio rango de patdégenos, el producto de los genes R posee
similitudes estructurales entre ellos, lo que sugiere que existen algunos eventos moleculares
comunes en la respuesta de defensa de plantas. Mas del 80% del total de genes R identificados son
monogénicos y dominantes. Los genes de resistencia por lo general estan agrupados en los
genomas de plantas y es factible observar que un gen como Rx1 que confiere resistencia a PVX esté
cerca del locus para el gen de resistencia a nematodo, Gpa2 o como Cf9, Cf2 y Pto que también se
encuentras asociados en tomate. Este tipo de agrupacién génica se ha denominado locus
complejos, debido a que en un mismo loci se encuentran agrupados genes R que son homologos
entre si. Los locus simples, por el contrario, se refieren a genes R con sus distintos alelos o con un
minimo de diversidad alélica, por ejemplo el gen L de lino y RPS2 de Arabidopsis thaliana. La
complejidad estructural y organizacional de los genes R en plantas ha permitido mediante
recombinaciones intergénicas e intragénicas, conversién génica y mutaciones, generar nuevas
variantes de genes R con diferente especificidad a patdgeno. Es por esto que todas las plantas
poseen muchos genes de resistencia que reconocen distintos AVR en variados patdégenos.

Los genes R han sido clasificados en 5 grupos dependiendo de la estructura y dominios funcionales
que poseen (ver Fig. 3y Tabla 1).
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Fig. 3. Estructura de los productos de genes de resistencia en plantas. La mayoria de los receptores posee
dominio LRR el cual estaria implicado en el reconocimiento del ligando. El dominio NBS podria estar implicado
en la unién de nucledtidos ATP o GTP. El dominio TIR o LZ presente en receptores citoplasmaticos seria
responzable de la transduccién de la sefal a través de homo y heterodimerizaciones con otros factores.
Dominios PQ (proteina quinasa) serian necesarios para la fosforilacion de factores en la ruta de sefalizacion
citoplasmatica. El grupo 1la y b son receptores citoplasmaticos de estructura LZ/NBS/LRR y TIR/NBS/LRR,
respectivamente. Los receptores Cf de tomate y Xa21 de arroz son representantes de los receptores de
transmembrana involucrados en reconocer ligandos extracitoplasmaticos. Adaptado de Dangly Jones, 2001.

El mayor nimero de receptores R descritos poseen el dominio LRR en el extremo carboxilo
terminal. Se han identificado mas de 2000 proteinas con dominio LRR en virus, bacterias y
eucariontes. En algunos genomas, como Arabidopsis thaliana, el 1% de los genes corresponden a
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Tabla 1. Clasificacion de genes de resistencia en plantas. Actualizado de Buchanan, 2000

XX

Clase |gen R planta patégeno tipo avr estructura Localizacion
patégeno celular Referencia
a RPS2 Arabidopsis | Pseudomona bacteria avrRpt2 | LZ-NBS-LRR citoplasma Bent y cols.,
syringae 1994, Mindrinos y
cols., 1994
RPS5 p.v. tomato avrPphB | LZ-NBS-LRR citoplasma Warren y cols.,
1995
RPM1 Arabidopsis | P.syringae p.v | bacteria avrRpm1l | LZ-NBS-LRR citoplasma Bent y cols.,
maculicola avrB 1994, Grant y
cols., 1994
Rx papa Potato virus X | virus Proteina | LZ.NBS-LRR citoplasma Bendahmane y
cols., 1997
Gpa2 papa Globodera nematodo |¢? LZ-NBS-LRR citoplasma Rouppe v d Voort
pallida y cols., 1997
RPP8 tomate Peronospora hongo avrRPP8 | LZ-NBS-LRR citoplasma McDowell y cols.,
parasitica 1998
1b N tabaco TMV virus replicasa | TIR-NBS-LRR | citoplasma Whitham vy cols.,
1994
L6, L2, lino Melampsora hongo AL6 TIR-NBS-LRR | citoplasma Lawrence y cols.,
L8, L10 lini 1995
M lino M.lini hongo AM TIR-NBS-LRR | citoplasma Anderson y cols.,
1997
RPP5 Arabidopsis | Peronospora hongo avrRPP5 | TIR-NBS-LRR | citoplasma Parker y cols.,
parasitica 1997
RPP1 Arabidopsis avrRPP1 | TIR-NBS-LRR | citoplasma
RPS4 Arabidopsis | Pseudomona bacteria avrRps4 | TIR-NBS-LRR | citoplasma Gassmann y cols.,
syringae p.v. 1999
tomato
Bs4 tomate Xanthomonas | bacteria AvrBs4 TIR-NBS-LRR | citoplasma Ballvora y cols.,
campestris 2001a
Bs3 pimiento Xanthomonas | bacteria AvrBs3 TIR-NBS-LRR | citoplasma Ballvora y cols.,
campestris 2001b
RY-1 papa PVY virus é? TIR-NBS-LRR | citoplasma Vidal y cols., 2002
NL-25, papa Synchytrium hongo é? TIR-NBS-LRR | citoplasma Hehl y cols., 1999
NL-27 endobioticum
Mi tomate Meloidogyne nematodo | ¢? NBS-LRR citoplasma Dickinson y cols.,
incognita y afido 1993
Prf tomate P. syringae bacteria avrPto NBS-LRR citoplasma
Pto tomate pv. tomato proteina citoplasma Martin y cols.,
kinasa 1993
2 Cf-9 tomate Cladosporium | hongo avr9 eLRR-TM transmemb. Jones y cols.,
fulvum 1994
Cf-4 avr4 Thomas y cols.,
1997
Cf-2 avr2 Dixon y cols.,
1996
Cf-5 avr5 Jones y cols.,
1993
3 Xa21l arroz X. oryzae pv bacteria é? LRR, proteina | transmemb. Song y cols.,
oryzae kinasa 1995
4 Hm1 maiz Cochliobolus hongo -- toxina citoplasma Johal y Briggs,
carbonum, reductasa 1992
racel
5 Mlo cebada Erysiphe hongo é? R asociado a transmemb Devoto y cols.,
grami- nis f. proteina G 1999
sp. hordei
6 Hsl pro |Cafa de Heterodera nematodo |¢? controversial i Cai y cols., 1997
azlcar schachtii

proteinas LRR. Este dominio estd compuesto de 14 a 29 repeticiones del motivo LxxLxLxxN/CxL,
donde L es leucina o serina y X, cualquiera aminoacido. Las L estarian expuestas al interior de la
estructura, mientras que los aminoacidos x se expondrian al solvente y podrian interactuar con
otras proteinas. Se ha reportado que el dominio LRR es responsable de procesos bioldgicos
importantes como interaccidon hormona-receptor, inhibicidon enzimatica, adhesion celular, trafico
celular y en la respuesta inmune. De acuerdo a la estructura terciaria tipo herradura o media
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herradura que adopta este dominio dentro de la proteina es que se ha postulado que podria estar
implicado en la interaccién proteina-proteina en animales y en el reconocimiento del ligando AVR.
En la region central, los receptores de resistencia poseen un dominio de unién a nucledtidos (NBS).
El dominio NBS se encuentra en numerosas proteinas que unen ATP o GTP como ATP sintetasas o
GTPasas, lo cual sugiere que los receptores de resistencia requieren ATP o GTP. Al respecto se ha
descrito que el dominio NBS podria estar involucrado en promover la respuesta de defensa a través
de la activacion de proteinas G. El dominio NBS estd formado por un motivo de unién a fosfato
llamado P-loop, por un dominio hidrofébico, un dominio kinasa 2 que coordina el metal para la
transferencia de fosfato y un dominio kinasa 3a que contiene una arginina que podria estar
implicada en la unién de la purina del ATP.

Analisis filogenéticos han dividido la familia de receptores NBS-LRR en dos subfamilias de acuerdo
al motivo localizado en el dominio N-terminal. En el primer subgrupo (1a) estan aquellos que
poseen el dominio TIR, el cual es homodlogo al dominio citoplasmatico del receptor TOLL de
Drosophila y al receptor de IL-1 (RIL1). Ademas, este dominio se encuentra formando parte de los
receptores TLR (Toll Like Receptors) en humanos, los que tendrian un rol fundamental en activar
sefales de transduccién en la respuesta inmune, a través de homo y heterodimerizaciéon con
proteinas adaptadoras como MyD88 que también poseen dominios TIR.

El grupo 1b posee en el extremo amino terminal un dominio Leucine zipper (LZ) o coiled coil (CC),
los que también estan involucrados en homo y heterodimerizaciones de factores de transcripcién y
podrian estar participando en la sefializacion de la respuesta de defensa en plantas.

Los receptores mas representativos del grupo 18, TIR/NBS/LRR son: RPS4 de Arabidopsis thaliana
que confiere resistencia a Pseudomona syringae pv. tomato la que posee el gen de avirulencia
avrRps4, RPP1 y RPP5 de Arabidopsis que otorga resistencia al hongo Pernospora parasitica el que
posee el avrRppl y avrRpp5 respectivamente, el receptor N de tabaco que reconoce la replicasa
126 kDa codificada en el tobamovirus TMV-U1 (virus del mosaico del tabaco) y el gen L6 y M de lino
que otorga resistencia al hongo Melampsora lini. Los genes de este grupo sufren corte y empalme
(splicing) alternativo especialmente en el intrén II o III. La generacidon de transcritos alternativos
se traduce en la obtencién de proteinas completas y truncadas, careciendo generalmente las
ultimas del dominio LRR. Se ha descrito que la proporcién de la proteina RPP5 truncada es mayor
que la proteina completa y ademas, es necesaria para otorgar la resistencia al hongo. Un
comportamiento similar fue descrito para el receptor N de tabaco frente a TMV. En este caso es
necesaria la expresion de la proteina N de 131 kDa y una proteina truncada de N (N") de 75,3 kDa
proveniente de la expresion del transcrito alternativo (NI) del gen N. El splicing alternativo del gen
N, que origina el transcrito Nl ocurre en el intrén 3 y es inducido por el virus durante la infeccion.

En el grupo 1b de receptores NBS/LRR con dominio leucine zipper (LZ) o coiled coil (CC) en el
extremo amino, se encuentran los genes RPS2, RPS5, RPP8 y RPM1 de Arabidopsis thaliana. RPS2
confiere resistencia a cepas de Pseudomona syringae que contienen el plasmido con el gen de
avirulencia avrRpt2. RPS5 también otorga resistencia a P. syringae pero que posee el avrPphB.
RPM1 en cambio, otorga resistencia a cepas de Pseudomona syringae que expresan los genes avrB
o avrRpm1. RPP8 reconoce el gen de avirulencia avrRpp8 presente en la cepa del hongo de
Pernospora parasitica (Fig. 3, Tabla 1).

Al grupo 2 pertenece el gen de resistencia Pto de tomate que confiere resistencia a la bacteria
patogénica Pseudomona syringae pv tomato la que contiene el gen de avirulencia avrPto. El gen Pto
fue el primero en ser aislado que cumple con el modelo de interaccién gen por gen. Pto codifica para
una proteina kinasa serina/ treonina que es capaz de autofosforilarse y fosforilar a otras proteinas
kinasas y factores de transcripcién involucrados en la cascada de sefiales de transduccion que
convergen para establecer la respusta de defensa de la planta.

Los genes Cf-9, Cf-2, Cf-4 y Cf-5 de tomate forman el tercer grupo de los genes R. Todos ellos
confieren resistencia al hongo Cladosporium fulvum que posee el gen de avirulencia avr9, avr2,
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avrd vy avr5, respectivamente. Todo este grupo de receptores posee un dominio de
transmembrana, un péptido sefal de destinacion a membrana y en la regién amino terminal
presenta el dominio LRR. Hasta el dia de hoy no se ha podido comprobar una unién directa del AVR
con el receptor Cf9, por lo que se ha propuesto que deben existir proteinas adaptadoras que
actuarian de puente entre ambas.

El grupo 4 estd compuesto por el gen Xa21 de arroz que otorga resistencia a mas de 30 cepas de la
bacteria Xanthomona oryzae. La proteina Xa21 también presenta en la region amino terminal un
péptido sefial de destinacion a membrana, motivos LRR extra citoplasmaticos, un dominio de
transmembrana y un dominio intracelular de actividad serina/ treonina kinasa (Fig. 3y Tabla 1).

El gen de resistencia Hm1, que confiere resistencia al hongo Cochliobolus carbonum constituye el
grupo 5. Este hongo secreta la toxina HC que inactiva la histona deacetilasa de la planta, necesaria
para la respuesta de defensa. Hm1 codifica para una toxina HC reductasa (HTRC) dependiente de
NADPH que detoxifica a la planta de la toxina HC.

El gen Mlo de cebada constituye el sexto grupo de genes de resistencia. La proteina MLO codificada
por este gen confiere resistencia al hongo Erysiphe graminis f.sp. hordei y seria un receptor con
siete regiones de transmembrana el que estaria asociado a proteina G para llevar a cabo su funcion.

El Gltimo grupo esta compuesto por Hsl pro-1 de cafa de azlcar que confiere resistencia al
nematodo Heterodera schachtii. Este gen codificaria para una proteina de 282 amino acidos con
repetidos imperfectos de leucina y un motivo de union a membrana.

Andlogos a genes de resistencia se han identificado recientemente (RGAs) en varias especies
vegetales como soya, citrus, vid, manzano y damasco, entre otras, utilizando partidores
especificos o degenerados de motivos conservados de genes de resistencia como el dominio NBS.
Analisis genéticos mostraron que estos RGAs se encuentran agrupados en el genoma y asociados a
loci de genes de resistencia. Es por esto que los marcadores RGAs estan siendo utilizados
actualmente para la identificacion de genes de resistencia.

RESISTENCIA A VIRUS EN PLANTAS
Mecanismo de Infeccion

Los virus son el grupo de patdgenos que producen mayores pérdidas econdmicas y bioldgicas en
especies vegetales en todo el mundo. Es por ello que el mecanismo de infeccién de los virus en
plantas y de como éstas han podido coevolucionar para defenderse frente a esta agresion, se han
estudiado en profundidad hace mas de 50 afios. Los virus que infectan plantas son generalmente
de tipo RNA hebra positiva, aunque también existen virus tipo DNA como los geminivirus y
luteovirus

.El proceso de infeccidn viral comienza con la penetracidn de la pared celular de células vegetales a
través de heridas causadas por efectos abrasivos del medio ambiente o por vectores como afidos,
insectos o nematodos. Dentro del citoplasma de la célula, el virus se desensambla. El material
genético es utilizado para la traduccién de las proteinas estructurales como la proteina de la
capside (PC), replicasa, proteinas de movimiento y otras proteinas especificas de cada raza viral.
Una vez traducido el material genético, éste es replicado para producir multiples copias del mismo
genoma viral y lograr infectar sistémicamente la planta hospedero. En plantas susceptibles el virus
utiliza la via simplastica para establecer la infeccion sistémica. En una primera etapa las proteinas
de movimiento (PM) se unen al genoma viral y lo transportan de célula a célula a través de los
plasmodesmos desde células epidermales, a células del mesofilo hasta llegar a los haces
vasculares. Durante muchos afios se ha investigado la compleja interaccién entre los virus de
plantas y su hospedero. Sin embrago, los avances recientes en esta area han podido aportar
evidencias de como los virus se acumulan y mueven en las plantas. En los procesos de traduccion,
replicacion y movimiento local y sistémico, el virus se vale de la maquinaria vegetal y de proteinas
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del hospedero para completar su ciclo de vida. Los factores del hospedero que han sido reportados
en participar en el ciclo infectivo de los virus han sido identificados mediante mutagénesis y actian
preferentemente sobre el movimiento célula a célula y el movimiento sistémico. Por ejemplo,
plantas de Arabidopsis mutantes homocigotas para tom1 y tom2, impiden la acumulacién de TMV
en la célula infectada. Tom1 y Tom2 codifican para proteinas de trasmembrana del tonoplasto que
interacciona entre si y con el dominio helicasa de la replicasa del virus. Por otro lado, existen
muchas evidencias de que el citoesqueleto y sus componentes se encuentran involucrados en el
movimiento viral para promover el transporte de los virus a través de los plasmodesmos. Muchas
MP virales son destinadas a los plasmodesmos via el reticulo endoplasmico, mientras que los
filamentos de actina/miosina estarian regulando el flujo de las proteinas por el RE.

Aportando a esta aseveracion, se ha determinado que la PM del tobamovirus TMV (Virus del
Mosaico del Tabaco), no sélo se asocia al RNA viral, sino también a componentes del citoesqueleto
de la célula infectada como los microfilamentos y al reticulo endopldsmico. Ademas, es capaz de
aumentar 10 veces el limite de exclusion (diametro) de los plasmodesmos, facilitando el paso de
las moléculas virales. Para llevar a cabo estas funciones, debe interactuar con factores del
hospedero, entre los que se encuentran las pectin metilesterasas (PME), microtubulos (MTs),
filamentos de actina, proteinas quinasas ROI y la chaperona calreticulina. La replicasa 126K/183K
de TMV también se asocia a microfilamentos y es necesaria para el movimiento célula-célula del
virus. Por otra parte, la proteina TGBp2 MP de potato potexvirus X (PVX) también se asocia al RE, a
microfilamentos de actina y no se relacionan con el aparato de Golgi. Esta analogia entre la funcion
de PM de potexvirus y tobamovirus, sugiere que ambos grupos virales, por lo menos, utilizan el
mismo mecanismo de movimiento célula a célula.

De las células acompafiantes el virus llega al sieve element (SE) por donde tiene acceso directo al
floema. Analisis de mutantes de TMV y tobacco etch virus (TEV) sugieren que la proteina de la
capside (PC) es esencial para atravesar los SE y conducir sistémicamente la infeccion. Algunos
virus DNA también requieren de PC para movimientos a larga distancia, pero algunos geminivirus
no las requieren. Otros virus, como los Luteovirus quedan limitados al floema, parenquima, células
acompafiantes y SE debido probablemente a que no pueden salir de alli. Por el floema se
transportan nutrientes y fotoasimilados, por lo tanto la infeccidn viral trae como consecuencia una
disminucién en la incorporacidn de estos compuestos en las hojas apicales de la planta. Es por este
mecanismo de infeccidn que sintomas de clorosis, arrugamiento de hojas se hacen mas evidentes
en regiones apicales de las plantas infectadas.

Genes deresistencia avirus

Actualmente se han caracterizado completamente 9 genes de resistencia frente a virus en distintas
especies vegetales (Tabla 2). Entre ellos esta el gen Sw5 para resistencia al Tomato spotted wilt
virus (TSWV) en tomate. El locus Sw-5 fue aislado mediante clonamiento posicional. Los resultados
indicaron que se encontraba en el cromosoma 9 y que pertenecia al grupo de proteinas CC-NBS-
LRR. El gen RTM1, RTM2 para resistencia a TMV en Arabidopsis, HRT para resistencia a Turnip
crinkle virus (TCV) en Arabidopsis (Cooley y cols., 2000). HRT es un gen unico y dominante que se
ubica en el cromosoma 5 y codifica para un receptor de estructura CC-NBS-LRR homdloga a RPP8
que confiere resistencia a Peronospora parasitica. Es por ello que se han agrupado en la familia
HRT/RPP8, a pesar de reconocer a patégenos diferentes. Utilizando plantas transgénicas que
expresan HRT se determind que este gen no es suficiente para montar la respuesta de resistencia a
TCV. Las plantas de Arabidospis transgénicas con HRT, montaban la respuesta HR pero sin mediar
resistencia al virus. La resistencia completa a TCV se obtiene en plantas que ademas poseen el alelo
recesivo rrt. El activador de la respuesta HR en este sistema HRT/RRT, es la PC de TCV, la cual se ha
descrito interactta con el factor de transcripcion TIP (TCV interacting protein). Se ha postulado que
esta interaccién aparentemente serviria para manterner a TIP fuera del nlcleo y evitar una
respuesta molecular de defensa por parte de la planta.

El gen Tm22 de tomate cuyo producto reconoce al Tomatomosaic virus (ToMV) fue aislado por
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Tabla 2. Determinantes avirulentos y sus correspondientes genes de resistencia. BYMV; Bean
yellow mosaic virus, CaMV; Cauliflower mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic virus, LMV; Lettuce
mosaic virus, MNSV; Melon necrotic spot virus, PSbMV; Pea seed borne mosaic virus, PVA-M;
Potato virus A strain M, PVY; Potato virus Y, PVX; Potato virus X, TBSV; Tomato bush stunt virus,
TCV; Turnip crinkle virus, TuMV; Turnip mosic virus, ToMV; Tomato mosaic virus, TMV; Tobacco
mosaic virus, TVMV; Tobacco vein mottling virus, TSWV; Tomato spotted wilt virus, SMV; Soybean

mosaic virus, nd: no determinado. Adaptado de Kang y cols., 2005.

Gen de Planta de origen Virus AVR Mecanismo Referencia
Resistencia de
Resistencia
Othello Poroto BYMV proteina BV1 | HR Garrido-Ramirez y
cols., 2000
TuRBO1, Brassica napus TuMV CI HR Jenner vy cols, 2000
TuRBO1b
TuRBO3 Brassica napus TuMV P3 Replicacion Jefferies y cols. 2003.
TuRBO4
TuRBO5 Brassica napus TuMV CI HR Jenner y cols, 2003
nd C. amaranticolor CaMV Gen VI Kiraly y cols,1999.
Schoelz y cols, 1986.
nd Cowpea CMV 2a HR Kim y Palukaitis,
polimerasa 1997
nsv Cucumis melo L MNSV 3’ porcion Replicacion Diaz y cols, 2004.
del genoma
viral
moll Lechuga LMV Mitad 3’ del Movimiento y Redondo y cols,
mo12 genoma Replicacién 2001.
nd Nicandra PVA-M 62 Ky VPg Movimiento Rajamaki y Valkonen,
physaloides sistémico 1999.
sbm-1 Arveja PSbMV VPg Replicacion Keller y cols, 1998.
sbm-2 Arveja PSbMV P3 y 6K1 Johansen y cols,
citron 2001.
L1,L2, L3 Pimiento T™MV PC HR Berzal-Herranz 1995.
pvr21 Pimiento PVY VPg Movimiento y Moury y cols, 2004
pvr22 Replicacién
Nb Papa PVX proteina de HR Malcuit y cols, 1999.
movimiento
25 K
Nx Papa PVX PC HR Santa Cruz y
Baulcombe, 1993
Ry Papa PVX proteasa Nla | Replicacidon Mestre y cols, 2000.
N’ Tabaco ToMV PC HR Knorr y Dawson
1988. Saito y cols,
1987.
va Tabaco PVY VPg Célula a célula | Nicolas y cols, 1997.
nd N. clevelandii TBSV proteina de Célula a célula | 35, Scholthof y cols,
movimiento 1995.
P22
pot Tomate PVY VPg Moury y cols, 2004.
Rsv 1 Poroto de soya SMV HC-Pro y P3 Eggenburger vy Hill,
cistron 1997.
nd Tabaco Xhanti nn TMV-Cg PC Tipo HR Eherenfeld y cols.,
2005

mutagénesis por transposones y codifica para una proteina de estructura CC-NBS-LRR de 861 aa.
El activador de Tm22 es la proteina de movimiento (PM).

En la busqueda de un ecotipo de Arabidopsis que fuera resistente a Cucumber mosaic virus cepa Y
(CMV-Y), se logré encontrar que el ecotipo C24 producia supresién de la replicacion viral y la
generacion de HR al ser infectado con CMV-Y. El gen dominante RCY1 (resistance to cucumber
mosaic virus strain Y) fue identificado como el Unico responsable de la respuesta de resistencia a



XX INTERACCION PLANTA PATOGENO

CMV-Y. El gen RCY1 se encuentra en el cromosoma 5 de Arabidopsis en donde se localizan otros
genes de resistencia como RAC3, RPS4, HRT, TTR1, y 5 loci para RPP. Anéalisis de secuencia de esta
region respecto a ecotipos de Arabidopsis mutantes C24 sensibles, permitieron identificar que el
gen RCY-1 codifica para una proteina de 140 kDa, de estructura CC-NBS-LRR. Al realizar virus
quiméricos entre CMV-Y y la cepa virulenta CMV-B2, se identifico a la PC como el factor de
avirulencia de CMV-Y.EIl. La respuesta de resistencia mediada por RCY1 requiere de sefiales de
transduccién mediadas por acido salicilico (AS) y etileno. Por Ultimo, se encuentra el gen Rx para
resistencia a PVX en papa y el gen N de resistencia a TMV en tabaco (ver mas adelante). También
existen muchos otros genes R para virus en distintas especies vegetales, pero aun no han sido
identificados ni caracterizados.

La mayoria de los genes de resistencia a virus son monogénicos dominantes y desencadenan
respuesta HR frente a la infeccidn viral. Sin embargo, en algunos casos se observa una dominancia
incompleta debido supuestamente a un factor de dosaje del receptor. También existen ejemplos en
que un gen dominante o recesivo es suficiente para ejecutar la respuesta de defensa frente a varias
especies de una familia de virus. Este es el caso del gen de resistencia I de Phaseolus vulgaris que
reconoce a 10 especies distintas de virus del género Potyviridae, produciendo sintomas necroticos
de defensa. En otros casos como en la respuesta de defensa de Capsicum frente al potyvirus,
Pepper veinal mottle virus, sélo se observa resistencia cuando los alelos pvr12 (homélogo a elF4E)
y pvr6 (elF(iso)4E ) son homocigotos en la planta.

Los virus de plantas evolucionan rapidamente debido a que poseen ciclos de replicacidon cortos,
cada célula de una planta hospedero posee varios genomas virales. El hecho que la replicasa del
virus RNA no tenga capacidad correctora permite elevar la tasa de mutaciones a 10™ por ciclo
replicativo por base. Ademas, puede haber variacién genética en los virus debido a mutaciones,
recombinaciones y la adquisicién de genomas adicionales. Estas caracteristicas virales le otorgan la
capacidad de modificar los genes avr y evadir las barreras de defensa en las plantas. En la Tabla 2 se
indican los genes avr virales que se han identificado hasta hoy, el virus que los codifica y la
respuesta de la planta resistente infectada con el virus.

Por otro lado, los virus han podido sortear barreras defensivas muy complejas de sus hospederos.
En los afios 90 se describidé un tipo de defensa extrema hacia virus RNA, el cual consistia en el
silenciamiento del RNA viral, lo que hoy conocemos como RNA interferente (RNAIi, en animales) o
silenciamiento génico post transcripcional (PTGS, en plantas). Las plantas por lo general poseen
este mecanismo de silenciamiento para diversos roles, entre ellos, controlar la infeccién viral. El
silenciamiento génico comienza con la formaciéon de un duplex de RNA formado entre el RNA
enddgeno y el RNA blanco/viral. Un complejo multicomponente en el que se incluye a DICER/RISC
se encarga de identificar y degradar al RNA blanco en pequefios fragmentos de 21-27 nt (RNAI), los
cuales son las moléculas encargadas de amplificar la sefal de silenciamiento al resto de la planta.
Sin embargo, los virus han podido coevolucuionar y algunos de ellos poseen proteinas supresoras
del silenciamiento de las plantas, como P1/Hc-Pro (helper component-proteinase) que se
encuentra codificada en el genoma de TEV (Tomato etch virus) y PPV (plum pox virus), y de P25
codificada en PVX. En un comienzo se pensaba que Hc-Pro era requerida para la replicacién y el
movimiento a larga distancia. Sin embargo, se pudo demostrar que actla suprimiendo PTGS. Esta
caracteristica, hace que los virus TEV, PPV y PVX e Y sean muy agresivos al momento de invadir al
hospedero.

El gen Rx confiere resistencia a PVX en papa.

El gen Rx fue aislado de papa mediante clonamiento posicional y el analisis de secuencia determind
que codificaba para una proteina de estructura CC-NBS-LRR de 107, 5 kDa que induce resistencia al
virus X de papa (PVX) sin gatillar HR. En este tipo de resistencia extrema, el virus PVX queda
limitado a las células inicialmente infectadas. La resistencia mediada por Rx es posible de observar
en ensayos de infeccidon de protoplastos. Al infectar con PVX protoplastos provenientes de plantas
resistentes (Rx) y susceptibles (rx), las primeras muestran 10 veces menos acumulacién de RNA de
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PVX que las primeras y respecto a un control de infeccién con TMV. La resistencia mediada por Rx
también puede afectar la infeccidon de otros virus. Esto se comprobd al coinfectar PVX con TMV en
protoplastos resistentes. En este ensayo, el RNA del virus TMV también se redujo a niveles
comparables a los de PVX.

El activador de PVX es la proteina de la capside (PC) y esto se determind mediante la expresion
constitutiva de la PC de PVX en plantas de tabaco o papa que expresan Rx. Al expresar la PC de PVX
se observd HR generalizada y no RE. Esto puede deberse probablemente a que el nivel de proteina
PC en la célula vegetal puede estar determinando la respuesta macroscépica (HR) al virus.
Mediante mutagénesis al azar se obtuvieron plantas en que se producia muerte celular en ausencia
de activador PC. Al realizar analisis de secuencia se determind que este fenotipo se debia a
mutaciones cercanas al motivo NBS-LRR de Rx.

Para determinar el mecanismo de activacion de Rx por PC, se realizaron ensayos de agroinfiltracion
para coexpresar transientemente fragmentos del gen de resistencia Rx y la PCR de PVX. Asi se logrd
demostrar que en Rx se generan interacciones intramoleculares entre los dominios LRR y CC, las
cuales se rompen en presencia de PC, el activador de PVX. Estos antecedentes indican que las
interacciones que involucran el motivo CCy LRR al motivo NBS no son equivalentes.

Ademas, pudieron comprobar que la activacion de Rx dependia del rompimiento de la unién entre
LRR y NBS. Utilizando VIGS (silenciamiento génico mediado por virus) para EDS1 Y RAR1 se
determind que la resistencia mediada por Rx no requiere de EDS1, una proteina con alta homologia
a lipasas eucarioticas, ni de RAR1 una proteina con motivo Zinc-finger que interactlia con factores
del complejo multiproteico para la degradaciéon de proteinas. Sin embargo, existen autores que al
silenciar Rarl, obtuvieron una disminucién de los niveles de Rx. Esto permite postular que Rarl
seria una cochaperona necesaria para varias proteinas R. Al silenciar MAP quinasa quinasa quinasa
(MAPKKK) de tabaco y proteinas de estrés como HSP90, se reduce la funcion de RX.

El gen N de tabaco confiere resistencia al virus del mosaico del tabaco cepa silvestre U1l
(TMV U1).

La interaccion entre TMV-U1 vy el producto del gen N presente en Nicotiana tabacum ha sido un
modelo clasico para el estudio de la respuesta de defensa de plantas frente a patdgenos. Elgen N es
un gen R que fue introducido de Nicotiana glutinosa mediante cruces genéticos con plantas de la
especie Nicotiana tabacum sensibles a tobamovirus. Este gen de resistencia fue aislado de tabaco
por el grupo de Barbara Baker a fines de 1994. Para ello, se realizaron mutaciones en plantas de
tabaco NN resistentes al TMV-U1 que portan el gen N mediante el transposon Activador (Ac) de
maiz. El andlisis de la secuencia del DNA gendmico y del cDNA, indicé que el gen N contiene 5
exones y 4 intrones (Fig. 3). El transcrito inmaduro del gen N sufre corte y emplame (splicing)
alternativo en el intrén 3, evento que es caracteristico de los genes de resistencia del grupo 1a.
Producto de este corte y empalme alternativo se producen dos mRNAs. Uno de mayor tamafio (NI),
el que codifica para una proteina truncada (N") de 652 aa (75,3 kDa) y que conserva solamente 1,5
repetidos de leucina (LRR). La generacion de esta proteina pequefia se debe a la presencia de un
codon de término de la traduccion ubicado en el Aexdn (proveniente del intrén 3) generado a partir
del splicing alternativo (Fig. 3). La proteina N" finaliza con 36 aa sin asociacion a una estructura de
funcién conocida. El segundo transcrito (Ns) es el mayoritario y codifica para la proteina N completa
de 1144 ad (131,4 kDa). Esta proteina presenta en su regién amino terminal (8-150 ad), un
dominio TIR o CD (dominio citoplasmatico), el cual tiene un 55% de homologia con el amino
terminal del Receptor Toll de Drosophila y un 49% de homologia con el Receptor de Interleuquina 1
(IL1R). Este dominio se encuentra codificado en el exdén 1 (479 pb) del gen N. El exdn 2 codifica
para el motivo NBS, en el cual se encuentran los motivos P-loop, kinasa 2 y kinasa 3a, que podrian
ser requeridos para la union de los nucledtidos ATP o GTP necesarios para la fosforilacion de
proteinas. La mayor parte de la region proteica codificada por el exdn 3 no presenta homologia con
alguna proteina de funcidn conocida, aunque al final de este exdn se inicia la regién LRR. El exon 4
codifica para la mayor parte del dominio LRR compuesto por 14 repeticiones de 26 aa con intervalos
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de leucina. El exén 5 codifica para los Ultimos cinco amino acidos de la proteina N.

La proteina N silvestre también contiene 8 posibles sitios de N-glicosilacion y no posee péptido
sefial ni dominios de transmembrana. Ello sugiere que N es un receptor citoplasmatico, lo que esta
de acuerdo con la replicaciéon de TMV en el citoplasma celular.

La expresion del gen N completo en plantas de tomate o tabaco que no poseen este gen funcional,
le otorga a estas plantas resistencia a TMV-U1 mediante induccion de HR (Whitham y cols., 1996).
Ademas, se determind que las proteinas N y N" son necesarias para desencadenar una HR completa
en plantas de tabaco que portan el gen N. De hecho, plantas transgénicas que expresan el receptor
N pero no la proteina N, desarrollan una respuesta de resistencia incompleta frente a la infeccidon
con TMV-U1. La respuesta de resistencia es fallida y se caracteriza por el desarrollo de lesiones
necréticas locales y por la incapacidad de la planta de evitar el movimiento sistémico del virus.

La induccion de HR en plantas de tabaco NN, es una respuesta caracteristica a la infeccion de todo el
grupo de tobamovirus al que pertenece TMV-U1l. En general, esta se manifiesta a temperaturas
bajo los 289. Sobre esta temperatura no se observa HR y el virus se disemina sistémicamente en la
planta. Si en esta condicion se baja la temperatura a 259 se reestablece la HR y se induce muerte
celular en toda la planta, debido al reconocimiento sistémico del virus. Se propuso que las
temperaturas elevadas sobre 28°C, debilitarian la interaccion entre el activador viral y el receptor,
afectando el mecanismo de defensa que desencadena HR en la planta.

Mediante el estudio con virus quiméricos de TMV-U1, se demostrd que la regién helicasa de la
proteina replicasa 126 kDa es necesaria para inducir HR. Al realizar ensayos de expresion
transiente y estable, se determind que el activador de TMV-U1, era una region de 50 kDa de la
replicasa 126 kDa que presenta los dominios de helicasa. La respuesta que se obtuvo fue
dependiente del gen N y ademas termosensible, al igual que con TMV-U1 silvestre. También se
demostrd que la helicasa viral presentaba actividad ATPasica, y que esta actividad no era requerida
paralainduccién de HR.

Todavia no se ha logrado demostrar la interaccion directa entre el activador y el receptor N durante
la infeccién por TMV-U1. Por ello, se especula que deben existir factores del hospedero involucrados
en la respuesta de defensa. Utilizando la técnica de silenciamiento génico postranscripcional
(PTGS) se han identificado proteinas del hospedero como NRG1, que podrian participar en mediar
resistencia a TMV. Probablemente, el reconocimiento de la regién helicasa (p50) de la replicasa 126
kDa de TMV-U1 se produce por el dominio LRR del receptor N a través de estas proteinas de la
planta, como NRG1.

En este punto es importante considerar que el receptor N requiere de la proteina N completa y de
otra truncada (N") para desencadenar HR. Es interesante destacar que estos mismos
investigadores lograron determinar que el virus TMV-U1 es el responsable de inducir el splicing
alternativo en el intron 3 del gen N, necesario para la sintesis de la proteina N". Ademas, para
desencadenar una HR completa se requiere un balance de las proteinas N/N" durante el proceso de
infeccidn viral. De este resultado se infiere que la variante N (proteina TIR/NBS) interactuaria con
el receptor N (y posiblemente con otras proteinas del hospedero), para mediar una respuesta de
defensa coordinada.

CONCLUSIONES Y DIRECCIONES FUTURAS DE INVESTIGACION

Los casi 15 afios de estudio en el drea de interaccion planta patégeno ha permitido conocer, aunque
no a cabalidad, la compleja relacidon que existe cuando un patdgeno penetra una célula vegetal.
Este primer contacto es el comienzo de la guerra para la sobrevida. Para el patdégeno, como los
virus, significa perpetuarse en ese hospedero o ser eliminado. La respuesta frente a la infeccion
viral para la planta significa sobrevivir o ser una maquinaria sujeta a los requerimientos del
patdgeno. Factores determinantes en esta batalla son sin duda los genes de resistencia de las
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plantas. La evolucidn ha permitido a las plantas defenderse a nivel molecular de las agresiones de
los patdégenos. Sin embargo, éstos han podido coevolucionar y por medio de mutaciones
gendmicas se han generado nuevas proteinas AVR y factores supresores del silenciamiento para
sortear las bareeras de reconocimiento molecular vegetal. Es impresionante como pequefas
particulas como los virus utilizan la maquinaria y proteinas de la planta para establecer estrategias
de movimiento célula a célula a través de los plasmodesmos y poder infectar sistémicamente su
hospedero.

Los nuevos descubrimientos en la ruta de comprender los mecanismos de infeccion de virus en
plantas y de la respuesta de éstas a nivel molecular, seran sin duda el centro de atencién en los
proximos afios. Los conocimientos generados hasta hoy, junto con aquellos que quedan por
dilucidar, han permitido y facilitaran en un futuro el desarrollo de estrategias moleculares para
combatir las enfermedades causadas por virus en muchas especies vegetales de alto impacto a la
econmia de los paises en el mundo. Estargeias utilizadas incluyen la incorporacion del gen avr en
una planta susceptible. Al ser infectada con el patdégeno, se desencadenara el mecanismo de PTGS
y con ello la planta se liberara de la infeccidon. Otra aproximacion es sobreexpresar genes cuya
funcion se encuentra asociada a mas de un gen R y a nivel local como en SAR. Por ejemplo, la
sobreexpresion de NPR1, bajo un promotor constitutivo (35S del CaMV) aumenta la resistencia a
varios patogenos. Una conclusion interesante de destacar de este experimento es que no todas las
vias dependen sélo de la especificidad en el reconocimiento y que posiblemente al aumentar la
dosis de una proteina intermediaria como NPR1, se facilita la respuesta de defensa. Una
aproximacion mas directa en lograr controlar las infecciones virales, es introducir en la planta un
gen de resistencia especifico a cierto virus mediante transformacion génica. A pesar del progreso
en estragetias de manipulacion génica en plantas, se deben superar varias barreras
gubernamentales para poder comercializar masivamente productos agrondmicos transgénicos.
Otros factores relevantes incluyen las licencias Universitarias, y la instruccion de la poblacién hacia
dichos productos.

Otras Lineas de investigacion que se han comenzado a desarrollar y que tendran importancia en los
afios venideros contempla la utilizacion de los motivos NBS, muy comunes en genes R, como base
para la identificacion de nuevos genes R en plantas modelos y en especies de intrés
agroecondémico. Es asi como se han podido identificar analogos a genes de resistencia (RGA) en
vides, damascos, soya, citricos, almendros y manzanos. Ademas, se han asociado marcadores
moleculares a la resistencia de patégenos como plum pox virus (PPV) en damascos, a TMV en maiz,
y a C. fulvum en Rosa roxburghii, entre otros. Ambas estrategias son viables para la identificacion
de genes R para patdgenos virales que causan enormes danos en produccion de frutas y hortalizas
en el mundo.

RESUMEN

Las plantas poseen mecanismos de defensa para casi todos los patdgenos que existen. Se ha
descrito que el mecanismo molecular mas efectivo estd dado por la presencia de genes de
resistencia (R) que reconocen especificamente un factor AVR proveniente de un patogeno.
Producto de este reconocimiento se produce una respuesta de defensa denominada respuesta de
hipersensibilidad (HR) que se observa visualmente con la aparicion de lesiones locales en el sitio de
infeccion y evitar asi la diseminacion del patdgeno por la planta. A nivel molecular se desencadenan
eventos complejos como estallido oxidativo y sintesis de compuestos antimicrobianos y proteinas
relacionadas con patogénesis (PR) que permiten restringir la infeccion. Sin embargo, se ha descrito
que algunas proteinas R son capaces de inducir una resistencia extrema frente a un patégeno, enla
cual no se desarrolla HR. Por otro lado, HR se puede observar aln si el patégeno puede infectar
sistémicamente la planta. Estas observaciones han permitido separar la respuesta HR de la
reaccion de defensa propiamente tal.
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Los receptores R descritos hasta hoy poseen dominios consenso como LRR, NBS, TIRy LZ, lo cual
suguiere que debe existir convergencia en los mecanismos de transduccién de la sefial de defensa.
En el caso de los patdgenos, existe gran variabilidad de secuencia en los genes avr y la funcién que
cumplen es variable y depende del patdgeno. En el caso de los virus, los factores AVR son la
proteina de la capside, proteina de movimiento o replicasa, proteinas escenciales para el proceso
infectivo del virus. Debido a la rapida evolucidon de los patdgenos, estos han generado nuevas
variantes de AVR. Por ello, las plantas en pos de coevolucionar frente a las nuevas razas de
patdgenos, han generado nuevos genes R mediante procesos de recombinacién entre genes que
ocupan un mismo loci. Frente a la infeccién viral, las plantas han desarrollado mecanismos
especializados de defensa como PTGS. Sin embargo, existen virus como PVX, capaces de suprimir
el silenciamiento viral.

Uno de los modelos virus-planta mas estudiados es el del virus del mosaico del tabaco (TMV) y el
gen N en plantas de tabaco. El gen N codifica para una proteina de estructura TIR/NBS/LRR la cual
reconoce a la regidn helicasa de la replicasa de TMV-U1 como activador (AVR). Producto de esta
interaccidén se produce splicing alternativo en el gen N, lo que conlleva a la sintesis de una proteina
N truncada N" que carece del dominio LRR. Ambas proteinas N y N son escenciales para que las
plantas de tabaco monten una respuesta de defensa completa. Muchos trabajos se han
desarrollado con el fin de encontrar otros factores del hospedero que participen en la sefializacion
de la respuesta de defensa. Se ha propuesto que los receptores estarian asociados con otras
proteinas (por ej de tipo TIR o CC/NBS/LRR) previa a la infeccidén viral. Como consecuencia del
reconocimiento del virus la interaccion se rompe y se desencadenan las sefales de transduccidn
para la defensa. El caso del receptor Rx seria diferente. Se ha comprobado que la PC del virus PVX,
rompe uniones intramoleculares del receptor y que ello desencadena las sefales necesarias para
defensa. Los descubrimientos descritos convergen en que son muchos los factores necesarios para
montar una respuesta de defensa y que algunos de ellos participan en la senalizacion de mas de un
receptor.

Preguntas y Problemas

1.- Defina resistencia pasiva y resistencia activa.

2.- ¢En que se diferencian y que caracteristicas poseen las reaccidones compatible e incompatible?
3.- ¢Qué son las proteinas AVR y los receptores R? ¢Cual es su funcidn en el contexto de la respusta
de defensa d eplantas frente a patdégenos?

4.- ¢Qué caracteriza una respuesta de hipersensibilidad (HR)?

5.- ¢A que se refiere una respuesta de resistencia extrema?

6.- La mayoria d elos receptores de resistencia poseen la estructura TIR/NBS/LRR. Describa cada
dominio y la funcién que poseen.

7.- ¢éCudles son los factores del virus y del hospedero que facilitan la infeccion del virus en la
planta?

8.- ¢Por qué las plantas poseen tantos genes de resistencia? Recuerde que el 1% del genoma de la
planta de Arabidopsis codifica para receptores de resistencia y que la tasa de mutacién de los virus
es de 10™ por cada ciclo replicativo.

9.- {Qué es el sileciamiento génico postranscripcional?, éComo y para qué existe en plantas?

10.- ¢Por qué cree usted que todavia no se ha logrado demostrar la interaccion directa entre el
activadory el receptor N durante la infeccion por TMV-U1?
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