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RESUMEN

Para la identificacién, la caracterizacion y el andlisis de la funcién de algunos genes relacionados con la resistencia
a enfermedades en el tabaco, se emplearon herramientas de genémica funcional de Gltima generacién, como la
técnica de hibridacién por supresién substractiva (SSH) y los vectores virales para inducir el silenciamiento de los
genes (VIGS). Se identificaron genes que participan en la resistencia al moho azul del tabaco, tales como el factor
transcripcional de respuesta a etileno (EIL2) y la glutation sintetasa.

Introduccién

El aidamiento de genes que son especificamenteregula-
dos en un tgjido, ciclo de vida o condicion fisiolégica,
congtituye unaimportante estrategia llevada a cabo por
varios cientificos en el mundo para obtener mas
informacin acercadelasfuncionesrelevantesqueocurren
en procesos tales como la diferenciacion celular, los
cambios metabdlicos o morfolégicos, € desarrollo de
enfermedades, asi comolapatogenicidad y laespecificidad
hospedera de los parésitos.

Laemergencia de tecnologias de menores costos,
asi como el empleo de nuevos métodos de secuencia-
miento de ADN, ha permitido a los bidlogos entrar
en la era genémica de las plantas. En particular, se
estan desarrollando proyectos que involucran el
secuenciamiento, a gran escala, de acido desoxi-
rribonucleico complementario (ADNc) en unaamplia
variedad de plantas. Estas secuencias de ADNc
brindan un panorama de |os genes expresados en un
tipo de célulao estado de desarrollo particular. Cuan-
do esta estrategia se combinacon andlisis bioinformé
ticos, permiteun rapido y exhaustivo andlisis de genes
transcriptos, que son inducidos o expresados
constitutivamente en interacciones transcriptémicas.

Para conocer |0s componentes mol ecul ares respon-
sablesdel establecimiento delaresistenciadeNicotiana
megalosiphon a moho azul del tabaco, se cred una
libreria de ADNCc por hibridacion por supresion
substractiva (SSH) que contuviera fragmentos deriva-
dos de transcriptos de genes de N. megalosiphon, los
cuales se indujeron durante la interaccion con P.
hyoscyami. Seguidamente, serealiz6 €l silenciamiento
de genes inducidos por virus (VIGS) en N.
megal osiphon, asi como lagananciade funcion, con el
objetivo de analizar lafuncién génica. Esta estrategia
permitiria resultados con elevado valor préctico para
los programas de mejoramiento genético de los culti-
Vos, yaseacomo marcador molecular paralaseleccion
asistida por marcadores, para la obtencion de plantas
transgénicas con elevados niveles de resistencia a las
enfermedades o parael empleo de bioproductosparael
control de enfermedades.
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Resultados y discusién

Identificacién y aislamiento de genes
relacionados con la resistencia a
enfermedades en el tabaco

A continuacion se presenta una estrategiaa partir del
empleo de herramientas de genémicafuncional, con el
objetivo deidentificar, caracterizar y analizar lafun-
¢ion de genesrelacionados con laresistenciaa moho
azul del tabaco:

1. Establecimiento de la interaccién entre N.
megal osiphon y P. hyoscyami f. sp. tabacina.

2. ldentificaciony aislamiento delos genes que son
activados diferencialmente durante la interaccion
mediante el empleo de hibridacién por supresion
substractiva (SSH).

3. Secuenciaciony andlisis delosgenesen basesde
datosinternacionales.

4. Caracterizacion molecular de los genes por
Northern-blot y RT-PCR.

5. Andlisis de la funcién mediante el empleo de
vectoresviralesparael silenciamiento (VIGS) olaex-
presion constitutivade genes (gananciade funcién).

Establecimiento de la interacciéon de N.
megalosiphon y P hyoscyami f. sp. tabacina
Bgjo condicionescontroladas, seestablecid lainteraccion
entre P. hyoscyami f. sp. tabacinay N. megal osiphon
(especieampliamente utilizadaen & programade mejora
genética del cultivo, debido alos elevados niveles de
resistencia que muestra frente a las principales
enfermedades que afectan a tabaco) (Figura 1). Se
tomaron hojas, tallosy raicesaloscuaesselesinocul 6
agente y el agua en diferentes momentos (2, 4y 6 dias
después de la inoculacién) como material de partida.
Como grupo de control se utilizo la variedad de N.
tabacum, var. «Sumatray.

Identificacion y aislamiento de genes
expresados diferencialmente
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Paralaidentificacion y aislamiento de genes activados
durantelainteraccién deN. megal osiphony P. hyoscyami
f. sp. tabacina, se utiliz6 laSSH (Figura2). Seaislaron
el ARN deplantasinoculadas con €l agente patégenoy
con agua (control), y sesintetiz6 el ADNc en cadauno
delosmomentos evaluados. Paradesarrollar laSSH, se
mezcl6 el ADNc de plantas de N. megalosiphon
inoculadas con el agente patégeno de los diferentes
tiempos (muestratratada), asi como €l ADNc de plantas
de esta especie inoculada con agua (muestra control).
La SSH consistioé en una sustraccion del ADNc de la
muestratrataday del ADNc de la muestra control. Se
obtuvo por primera vez unalibreria substractiva de la
interaccion N. megal osiphon con € moho azul del tabaco.
Estacont6 con 182 ADNc expresados diferencial mente,
y es la primera libreria reportada en tabaco por este
método [1].

Secuenciacién y caracterizacién molecular de
genes

TodoslosADNcdelalibreriapor SSH se secuenciaron
y analizaron en bases de datosinternacional es median-
tee programa BLAST. Se compararon con secuencias
reportadas, paratener una aproximacion de lafuncién
de cadagenidentificado, teniendo en cuentael nivel de
significacion, mediantee E value. Muchosdelosgenes
transcriptos identificados estén relacionados con la
defensa de las plantas frente a factores bi6ticos y
abidticos (16%), e metabolismo celular (20%), laenergia
(12%), la sintesis de proteinas (8%), la traduccion de
sefiales (12%), el transporte (8%) y con unafuncién no
conocida (24%). Durante la caracterizacion molecular
Se apreciaron regul aciones interesantes de estos genes.

Hibridaciones de &cidos ribonucleicos por
Northern-blot revelaron como una proteina de
transferencia de lipidos (LTP), un factor de
trascripcion de respuesta a etileno (EIL2) y la
glutation sintetasa se activan durante |los tiempos
evaluados en la especie resistente al moho azul; sin
embargo, esta expresion no apareci6 en lavariedad
susceptible (Figura 3A) [2]. En la Figura 3B se
muestra como mediante los RT-PCR estos genes se

Figura 1. Establecimiento de la interaccién de N. megalosiphon
con P hyoscyami f. sp. tabacina. Plantas de N. megalosiphon
(A) y N. tabacum, var. «<Sumatra» (B), a los cuales se les
inoculé el moho azul, 10 dias después de la inoculacién. Las
flechas indican los sintomas de la enfermedad sobre las hojas.

activan por el agente patdgeno, y también por
tratamientos de estas plantas con etileno y acido
salicilico [3]. Durante la estrategia, este momento
permiti¢ filtrar el total de ADNc aislados por la
SSH, ademas de utilizar aquellos genes que
mostraron unaregul acion interesante en su expresion
en el siguiente paso.

Andlisis de la funcién génica por
silenciamiento y ganancia de funcién

Durantelaestrategia, € andlisisdelafuncion génicapor
silenciamiento y ganancia de funcion aporta datos
importantesy novedad en losresultados, yaque permite
conocer lafuncion real de un determinado gen frenteala
resistenciaaunaenfermedad. En este acapite semuestran
resultados i nteresantes con tres de los genes aidlados de
N. megal osiphon durante lainteraccion con P. hyoscyami
f. sp. tabacina. El comprometimiento delaresistenciao
el mejoramiento de esta constituyen elementos
importantes que se deben tener en cuenta paradecidir €l
empleo de un determinado gen o de grupos de estos
dentro delos programas de mejoramiento genético delos
cultivosdeinterés agricola. Basicamente, variosson los
métodos paralograr este objetivo: apagar laactividad de
un gen (silenciamiento) o la activacion congtitutiva de
este (gananciadefuncion) y determinar fenotipicamente
su comportamiento frente alaenfermedad.

En lafigura 4A se observael silenciamiento del
factor transcripcional derespuestaaetileno (EIL2),
el cual participa como sefializador de |la respuesta
defensiva de | as plantas frente a agentes patégenos
y a estrés abidtico. El silenciamiento de este gen
provoco que | a especie altamente resistente al moho
azul mostrara sintomas de la enfermedad después
delainoculacién con el hongo, debido al bloqueo de
la activacion de este gen, clave en larespuesta a la
enfermedad. Este resultado es una gran novedad
cientifica a escala mundial, ya que constituye el
primer reporte de la funcién de este gen en la
resistencia a la enfermedad [4]. Adicionalmente, la
expresion constitutiva de una proteina de
transferencia de lipidos (defensina) en plantas de
tabaco dio lugar aclones atamenteresistentesal moho

¥

Figura 2. Método para la identificacién y aislamiento de genes
expresados diferencialmente en la interaccién de N.
megalosiphon y el moho azul del tabaco, mediante el empleo
de la SSH. A: SSH (1), control del kit (2) y muestra no
sustraida (3). B: Chequeo de la eficiencia de la SSH mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores de
actina (1) e hibridaciones de acidos nucleicos por Dot-blot (1),
con el empleo de ADNc de la muestra control; 1: substraccion,
2: ADNc no substraido, 3: ADNc control.
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Figura 3. Métodos para la caracterizacién molecular de los genes identificados. A: Comportamiento de genes aislados durante la
interaccion de N. megalosiphon y P hyoscyami f. sp. tabacina en variedades resistentes (R) y susceptibles (S) al moho azul, con el
empleo de la técnica Northern-blot. B: Comportamiento de la transcripcién de algunos genes identificados en plantas tratadas con
agua (1), acido jasménico (2), etileno (3), acido salicilico (4) y frente al agente patégeno (5).

azul y alapataprietaen el cultivo del tabaco, locual  de plantas resistentes a enfermedades en cultivos de
constituye un resultado importante en la busqueda  interés (Figuras 4Bl y 4BII).
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Figura 4. Silenciamiento de genes inducidos por virus (A) y ganancia de funcién (B) para evaluar funcién génica. A1: hoja de N.
megalosiphon inoculada y con el EIL2 no silenciado, A2: hoja de N. megalosiphon inoculada y con el EIL2 silenciado, A3: hoja de
N. tabacum var. «<Sumatrax inoculada, A4: Northern-blot del EIL2 no silenciado (a) y silenciado (b) en N. megalosiphon y en N.
tabacum (c). B: Plantas de tabaco expresando constitutivamente la LTP (defensina) inoculadas con la Pata Prieta (1) y el Moho Azul
(1) del tabaco mostrando altos niveles de resistencia a estas enfermedades.
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