Resefia Cientifica Biotecnologia Vegetal Vol. 10, No. 1: 3 - 19, enero - marzo, 2010
ISSN 1609-1841 (Version impresa)
ISSN 2074-8647 (Version electrénica)

Introduccion al sistemainmune en plantas

Katia Ojito-Ramos! y Orelvis Portal?* *Autor para correspondencia

! Departamento de Biologia. Facultad de Ciencias Agropecuarias. Universidad Central ‘Marta Abreu’ de Las
Villas. Carretera a Camajuani km 5.5, Santa Clara, Villa Clara, Cuba. CP 54 830

2|nstituto de Biotecnologia de las Plantas. Universidad Central ‘Marta Abreu’ de Las Villas. Carretera a
Camajuani km 5.5, Santa Clara, Villa Clara, Cuba. CP 54 830 e-mail: orelvis@ibp.co.cu

RESUMEN

Muchas plantas son invadidas por microorganismos patégenos que deterioran su crecimiento y reproduccion.
Las plantas poseen un sistema de defensa que va desde barreras fisicas hasta sefiales moleculares y
sistémicas, similares a lainmunidad innata en animales. Este sistema actla de dos formas fundamentales:
la primera responde a moléculas comunes de muchas clases de microorganismos patégenos y no patégenos
y la segunda responde directamente a factores de virulencia de los patégenos o a sus efectores en el
hospedante. El conocimiento detallado del sistema inmune de las plantas y las relaciones moleculares
evolutivas que se establecen entre los dos organismos permitird una mejor comprension de la interaccion
planta-patégeno. Ello redundaria en una mejor manipulaciéon genética de las plantas con el objetivo de lograr
resistencia a patégenos con una mejora de las cosechas para la produccién de alimentos. En este trabajo se
realiza un compendio sobre las caracteristicas, interacciones moleculares y bioquimicas de los dos
mecanismos de defensa en las plantas, asi como las estrategias empleadas por los patégenos para suprimir
ambas fases de la inmunidad.

Palabras clave: ETI, interaccion planta-patégeno, PTI

ABSTRACT

Many plants are invaded by pathogenic microbes that worsen their growth and reproduction. Plants have a
defense system that goes from physical barriers to molecular and systemic signals, similar to the animal
innate immunity. This system acts of two fundamental forms; the first responds to common molecules of
many kinds of pathogenic and nonpathogenic microbes and the second responds directly to virulence factors
of the pathogens or to their effectors in the host. The detailed knowledge of the plant immune system and the
evolutionary molecular relations that settle down between both organisms, will allow a better understanding of
the plant-pathogen interaction. This will permit a better genetic manipulation of the plants aimed to obtain
resistance to pathogens improving the food production. In this work a compendium is realized on the
characteristics, molecular and biochemical interactions of both defense mechanisms in the plants, as well as
the strategies used by pathogens to suppress both phases of the immunity.
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INTRODUCCION

Las plantas a diferencia de los animales, son
organismos sésiles que carecen de un sistema
circulatorio, de células moéviles para la defensa
y de un sistema inmune adaptativo. Ademas,
estan sujetas al cambio de condiciones
ambientales, incluyendo el constante ataque de
agentes patdgenos. Sin embargo, poseen
mecanismos de defensa que van desde
barreras fisicas (peliculas de cera en la
superficie de sus 6rganos, paredes celulares
rigidas, etc.), hasta potentes mecanismos
moleculares de resistencia en cada célula y
sefiales sistémicas provenientes del sitio de la
infeccion que tienen marcadas similitudes con
la inmunidad innata de los animales (Zipfel,
2008; Boller y He, 2009).

Por muchos afios las investigaciones sobre la
respuesta defensiva de las plantas ante la
presencia de patégenos fue muy pobre y
muchos aspectos no eran entendidos. Durante
la década de los 90 del siglo pasado, muchas
investigaciones se encaminaron a estudiar las
interacciones moleculares y bioquimicas que
tenian lugar en la interaccién planta-patégeno.
Por ejemplo, Dangl y Jones (2001), realizaron
una revision sobre el polimorfismo de los loci
de resistencia a enfermedad (R) en plantas
silvestres, la diversidad de las proteinas R, y la
respuesta celular provocada por la activacién
de estas proteinas. Ademas, ellos propusieron
como hipoétesis que las proteinas R de las
plantas podrian ser activadas indirectamente
por efectores codificados por patégenos y no
por su reconocimiento directo. Hoy se sabe
qgue el sistema inmune de las plantas esta
constituido por una inmunidad innata que actta
de dos formas fundamentales: la primera esta
basada en un reconocimiento de PAMP (del
inglés: pathogen-associated molecular
pattern), mediante receptores que reconocen
estos patrones (PRRs, del inglés: pattern
recognition receptors) y que se encuentran en
la superficie de las células vegetales, y se
denomina PTI (del inglés: PAMP-triggered
immunity). Sin embargo, hay patégenos

exitosos que producen efectores que inhiben
la PTI, los cuales son reconocidos por las
plantas mediante receptores adicionales,
proteinas NB-LRR (del inglés: nucleotide-
binding leucine-rich repeat), los cuales
desencadenan respuestas efectoras contra
estos que constituyen la segunda forma de
actuacion de la inmunidad innata y se
denomina ETI (del inglés: effector-triggered
immunity) (Jones y Dangl, 2006; He et al., 2007;
Boller y He, 2009).

Aunque la importancia de la ETI, antiguamente
denominada como resistencia gen por gen (Van
Der Biezen y Jones, 1998), y su manera de
actuacion esté bien establecida, recientemente
es que se comenzaron a realizar
investigaciones sobre el papel de la PTl en la
interaccion planta-patégeno y la relacion entre
las dos formas de respuesta del sistema
inmune. Jones y Dangl (2006), plantearon que
la respuesta del sistema inmune en las plantas
podia ser representado en un modelo zigzag
de cuatro fases (Figura 1).

En la fase 1, los PAMPs son reconocidos por
los PRRs, lo que resulta en la activacion de la
PTI, que puede detener la colonizacién adicional
del tejido vegetal. En la fase 2, los patdgenos
exitosos liberan efectores que contribuyen a la
virulencia, los que pueden interferir con la PTI,
y esto resulta en una ETS (del inglés: effector-
triggered susceptibility). En la fase 3,
determinados efectores son reconocidos por
una de las proteinas NB-LRR, resultando en la
activacion de la ETI, la cual es una respuesta
aceleraday amplificada de PTI, lo que conlleva
a laresistencia a la enfermedad y casi siempre,
a unarespuesta de muerte celular programada
en el sitio de la infeccién. En la fase 4, la
seleccién natural conduce al patdgeno a evitar
la ETI eliminando o diversificando el gen efector
reconocido o adquiriendo determinantes
antigénicos o efectores adicionales, que les
permiten evadir la ETI. Asu vez, en las plantas
la seleccién natural da lugar a nuevas
especificidades R, que deriva en el accionar la
ETI nuevamente.
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Figura 1. Modelo de zigzag que ilustra la respuesta cuantitativa del sistema inmune en plantas (Jones y

Dangl, 2006 modificado).

En la fase 1, los PAMPs son reconocidos
por los PRRs, lo que resulta en la
activacion de la PTI, que puede detener la
colonizacién adicional del tejido vegetal.
En la fase 2, los patégenos exitosos liberan
efectores que contribuyen a la virulencia,
los que pueden interferir con la PTI, y esto
resulta en una ETS (del inglés: effector-
triggered susceptibility). En la fase 3,
determinados efectores son reconocidos
por una de las proteinas NB-LRR,
resultando en la activacién de la ETI, la cual
es una respuesta acelerada y amplificada
de PTI, lo que conlleva a la resistencia a la
enfermedad y casi siempre, a una
respuesta de muerte celular programada
en el sitio de la infeccidn. En la fase 4, la
seleccion natural conduce al patdégeno a
evitar la ETI eliminando o diversificando el
gen efector reconocido o adquiriendo
determinantes antigénicos o efectores
adicionales, que les permiten evadir la ETI.
A su vez, en las plantas la seleccion
natural da lugar a nuevas especificidades
R, que deriva en el accionar la ETI
nuevamente.

En este trabajo se realiza un compendio
de la informacion encontrada en la
literatura cientifica reciente sobre las
caracteristicas, interacciones moleculares
y bioquimicas, y forma de accion tanto de
la PTI, como de la ETI, asi como las
estrategias empleadas por los patégenos
para suprimir ambas fases de la inmunidad
en plantas.

INMUNIDAD ACTIVADA POR PAMP, PTI

Para que se produzca el proceso de
infeccion, la mayoria de los patégenos deben
tener acceso al interior de la planta,
penetrando la hoja o la superficie de la raiz,
de manera directa o entrando a través de
heridas o aberturas naturales como los
estomas. Una vez en el interior de la planta,
los microorganismos se enfrentan con otro
obstaculo: la pared celular de célula vegetal.
La penetracion de la pared celular expone la
membrana plasmatica del hospedante al
microorganismo, donde se encuentran los
receptores superficiales extracelulares que
reconocen los PAMPs (Chisholm et al., 2006).

Las plantas detectan inicialmente los
microorganismos a través de la percepcion de
los PAMPs mediante sus PRRs situados en la
superficie celular. Este primer nivel de
reconocimiento, como se refirié anteriormente, es
el asociado con la PTI, cuya importancia se hizo
evidente por la gran susceptibilidad a bacterias que
presentan mutantes de PRR o de los componentes
de la PTI (Schwessinger y Zipfel, 2008).

Las respuestas intracelulares asociadas a la
PTI incluyen una rapida difusion de iones a
través de la membrana plasmaética, la
activacion de la cascada de proteinas MAPK
(del inglés: mitogen-activated protein kinase),
la produccion de especies reactivas del
oxigeno, rdpidos cambios en la expresion de
genes y un reforzamiento de la pared celular
(He et al., 2007; Zipfel, 2008).



6
PAMP/ MAMP

Los PAMPs son definidos como epitopos
invariantes dentro de moléculas conservadas,
indispensables para los microorganismos
patdégenos, ausentes en plantas y reconocidos
por un gran nimero de hospedantes potenciales
(Schwessinger y Zipfel, 2008), por lo tanto es
dificil su transformacién o supresion (Jones y
Dangl, 2006; Boller y He, 2009). Existen autores
gue los denominan MAMP (del inglés: microbe-
associated molecular pattern), pues no los
restringen a microorganismos patégenos
(Zipfel, 2008).

PAMP en oomycetes y hongos

Pepl13 fue la primera molécula claramente
definida como un PAMP (He et al., 2007). Es
un pequefio péptido de 13 aminoacidos, de un
fragmento conservado de la superficie
expuesta dentro de una transglutaminasa
calcio-dependiente de la membrana celular del
oomycete Phytophthora sojae que
desencadena respuestas defensivas en
plantas de la familia Solanaceae. También ha
sido demostrado que una lectina celulosa-
obligada de Phytophthora parasitica var.
nicotianae desencadena respuestas defensivas
en Arabidopsis thaliana (L.) Heynh y tabaco
(Nicotiana tabacum L.). Dos dominios de esta
proteina, probablemente con importancia en la
adhesion celular durante la infeccién, son
suficiente para inducir la defensa
(Schwessinger y Zipfel, 2008).

Los restantes PAMP de hongos mas
ampliamente reconocidos se derivan de los
componentes de la membrana celular de estos
patégenos, tales como a-glucanos, ergosterol
o quitina (He et al., 2007; Ryan et al., 2007).

PAMP en bacterias

Muchas son las especies de plantas capaces
de reconocer gran variedad de PAMP
bacterianos, como por ejemplo
lipopolisacaridos (LPS) (He et al., 2007). El
principal LPS reconocido como PAMP es el
lipido A, molécula altamente conservada en las
bacterias.Sin embargo, en A. thaliana también
se reconocen oligosacaridos de base
estructural antigénicas O, potencialmente, por
un sistema de reconocimiento diferente al del
lipido A. Ademés de estas moléculas, también

Biotecnologia Vegetal Vol. 10, No. 1, 2010

los peptidoglicanos son uno de los
componentes esenciales de las membranas
celulares de bacterias Gram positivas; en A.
thaliana lo que se reconoce como PAMP son
las cadenas de azUlcares y no la regién proteica
(Schwessinger y Zipfel, 2008).

El PAMP mejor caracterizado en plantas es la
proteina flagelina, componente importante del
flagelo de las eubacterias. La mayoria de las
especies de plantas reconocen un epitopo
altamente conservado de 22 aminoacidos en
el dominio N-terminal, denominado flg22
(Heese et al., 2007; Zipfel, 2008), que es el
PAMP arquetipo de la PTI (He et al., 2007; Boller
y He, 2009). Esta proteina es la encargada de
la motilidad del flagelo bacteriano,
caracteristica muy importante para su
patogenicidad en plantas. El reconocimiento de
este epitopo es suficiente para inducir varias
respuestas celulares, incluyendo una rapida
(<1h) induccion transcripcional de al menos 1
100 genes en A. thaliana (Jones y Dangl, 2006).
Plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.)
pueden reconocer una version mas corta del
mismo epitopo (flgl5) y plantas de arroz (Oriza
sativa L.) parecen insensibles a flg22, pero
pueden reconocer la flagelina integra
(Schwessinger y Zipfel, 2008).

No todos los PAMP forman parte de entidades
extracelulares. Las proteinas bacterianas CSP
(del inglés: cold shock protein) y el factor de
elongacion Tu (EF-Tu), son las proteinas
intracelulares mas conocidas como PAMPs (He
et al., 2007). La base de 22 aminoacidos
(cps22) del dominio 1 ARN-dependiente y los
18 aminoacidos N-acetilados del N-terminal de
EF-Tu (elf18), son reconocidos por miembros
de las familias Solanaceae y Brassicaceae,
respectivamente (Schwessingery Zipfel, 2008).

PRR

Los PRRs tienen gran afinidad y especificidad,
son capaces de reconocer un PAMP especifico
a concentraciones por debajo de los nanomoles
(Ryan et al., 2007; Boller y He, 2009). En
plantas, el PRR mejor estudiado es el FLS2
(del inglés: flegellin sensitive 2), y es el
responsable del reconocimiento de la flagelina
en A. thaliana. Son proteinas
transmembranales compuestas por un
ectodominio de repeticiones ricas en Leu, un
dominio transmembrana y otro unido a
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proteinas quinasas mediante una unién Ser-Thr
(He etal., 2007; Heese et al., 2007). Aunque el
sitio exacto de unién al fl[g22 es desconocido,
FLS2 se une directamente a este epitopo y
contribuye a la especificidad del reconocimiento
(Asai et al., 2002; Zipfel, 2008).

En la mayoria de las plantas, de las cuales la
informacion genética esta disponible, se ha
encontrado que existen ortélogos de FLS2
(Tiffin y Moeller, 2006; Pajonk et al., 2008; Boller
y He, 2009), lo que indica que el reconocimiento
de esta proteina mediante el FLS2 se ha
conservado a lo largo del proceso evolutivo.
Comparaciones entre estas proteinas serian
Utiles para determinar los sitios moleculares de
unién, pues en A. thaliana y en tomate existen
diferentes especificidades de reconocimiento
para la flagelina (Schwessinger y Zipfel, 2008).
A pesar de la importancia del reconocimiento
FLS2-flg22, como modelo para estudiar el
reconocimiento PAMP y la sefializacion
asociada, en ciertas especies de plantas, la
flagelina perece ser reconocida por otras vias
(Zipfel, 2008). En arroz no hay respuesta al
epitopo flg22, pero la flagelina induce la muerte
celular, indicativa de una respuesta de defensa
en esta especie.

El EF-Tu es reconocido como PAMP en A.
thaliana y otros miembros de la familia
Brassicaceae, pero no en otras dicotiledéneas
0 monocotiledéneas, lo que indica que esta
interaccion es evolutivamente mas reciente
(Tiffin y Moeller, 2006; Boller y He, 2009). El
elf18, es suficiente para accionar la respuesta
de defensa inducida por el EF-Tu (Ryan et al.,
2007; Zipfel, 2008). Péptidos derivados del EF-
Tu de la mitocondria o del plastidio de la planta,
son inactivos como PAMP, lo que revela que
en las plantas también existe una
discriminacién entre lo propio y lo no propio. El
PRR que reconoce el EF-Tu es el denominado
EFR (del inglés: EF-Tu receptor), y pertenece
a la misma subfamilia que el FLS2 (Jones y
Dangl, 2006).

El FLS2 y el EFR son hasta ahora los Unicos
PRR conocidos en A. thaliana, pero también
los Unicos conocidos que reconocen PAMPs
bacterianos en plantas (Zipfel, 2008).

Receptores de MAMP para ciertas proteinas y
fragmentos de quitina de hongos han sido
identificados como receptores de superficie sin

7

dominio quinasas en plantas (He et al., 2007).
El reconocimiento de la proteina de 22-kDa EIX
(del inglés: ethylene-inducing xylanase) activa
las respuestas de defensa independiente de su
actividad enzimatica en muchas especies de
plantas. En tomate, han sido identificados dos
genes, LeEix1y LeEix2, que codifican para las
proteinas receptoras de EIX LeEIX1y LeEIX2
(Zipfel, 2008). Los RLP (del inglés: receptor-
like proteins) son proteinas transmembranales
con dominios de repeticiones ricos en Leu y
una cola citoplasmatica corta (He et al., 2007).
Aunque ambas proteinas son capaces de
unirse a EIX independientemente, solo LeEIX2
confiere sefalizacion cuando esta expresada
heter6logamente en tabaco.

En arroz ha sido identificada una proteina de
alta afinidad de unién a la quitina, un a-1,4-
polimero de N-acetilglucosamina que es el
componente estructural mas abundante de la
pared celular de los hongos. El receptor para
este oligosacéarido (CEBIiP) es una proteina
transmembranal, con dos dominios
extracelulares de Lys y una cola citoplasmatica
corta. Silenciar la expresion de CEBIP, conlleva
alareduccion de la especificidad en la union y
en la respuesta desencadenada por la quitina
en cultivos celulares de arroz (Zipfel, 2008).

Seflalizacion del reconocimiento PAMP-
PRR

Los PRRs, por si mismos, no pueden emitir la
sefial al interior de la célula. El reconocimiento
de los PAMPs acciona diversos cambios
moleculares vy fisiologicos. Entre segundos y
minutos después de este reconocimiento, se
incrementa el flujo de iones a través de la
membrana plasmatica, y aumenta
notablemente la concentracion de Ca2+, se
activan las proteinas MAPK, ocurre la
fosforilacion de varias proteinas, la produccion
de especies reactivas del oxigeno, la
endocitosis del receptor e interacciones
proteinas-proteinas, y ya a los 30 minutos se
inducen los cambios transcripcionales (Kwon
et al., 2008; Schwessinger y Zipfel, 2008).

Muchos genes que codifican RLK (del inglés:
receptor-like kinase), tal como FLS2 y EFR,
son MAMP-inducibles (Tiffin y Moeller, 2006; He
et al., 2007), sin embargo, los niveles de
proteinas receptoras son rigurosamente
controlados por su unién al ligando. Mediante
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analisis de microarreglos se ha observado que
las respuesta de defensa en plantas de A.
thaliana inducidas por elf18 y flg22 son similares
a las sefales receptor-ligando y convergen en
las cascadas de las MAPK. Tratamientos
previos de A. thaliana con flg22 o elfl18
aumentaron la resistencia contra
Pseudomonas syringae (Asai et al., 2002;
Zipfel, 2008; Ryan et al., 2007). Una
observacion interesante fue que las plantas con
un EFR defectuoso eran mas susceptibles a
la infeccion por Agrobacterium tumefaciens que
las plantas silvestres, indicando que las plantas
pueden resistir la infeccion de A. tumefaciens
por activacion de la respuesta inmune natural.

Evidencias sugieren que los receptores
experimentan endocitosis después del
reconocimiento de la sefial de MAMP (He et al.,
2007; Kwon et al., 2008). En presencia de flg22,
la membrana donde se encuentra localizado
FLS2, acumula rapidamente vesiculas
intracelulares que son seguidas probablemente
por la degradacién (Schwessinger y Zipfel,
2008). Esta internalizacion depende de la
actividad de las quinasas y requiere la
ubiquitinacion de motivos en el extremo C-
terminal del FLS2 (Yun et al., 2008).

El primer paso de la sefializacién del receptor
FLS2 es la interaccion de este con BRI1 (del
inglés: brassinosteroid insensitive 1) asociadas
a quinasas (BAK1) (Boller y He, 2009). Este
descubrimiento fue una sorpresa pues
anteriormente se conocia a BAK1 como un
correceptor del receptor de hormonas
brasinosteroides BRI1 (Zipfel, 2008). Las
BAK1 no estan involucradas en la unién de
FLS2 con flg22, por lo tanto, BAK no actua
como un correceptor, mas bien como una
sefial de transduccion probablemente
relacionada con su actividad quinasa
(Schwessinger y Zipfel, 2008).

Heese et al. (2007) identificaron a un receptor
guinasa de embriogénesis somatica, SERKS,
asociado a BAK1, SERK3/BAK1, como un
factor implicado en la PTI. La interaccién
SERKS3/BAK1 se requiere para las respuestas
tempranas a PAMPs y para incorporar
rapidamente el complejo flg22 inducido. Por ello,
se especula que en respuestas a PAMPs,
SERKS3/BAK1 actlia de forma semejante a su
papel en la sefalizacion del BR
(brasinoesteroide) asociado al receptor BRI1.
La implicacion de SERK3/BAK1 en PTI
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proporciona evidencia de concordancias entre
la inmunidad de la planta y la sefializacion del
BR, consistente con el papel conocido para
SR160/tBRI1 en tomate en la sefalizacion
sistémica derivado de una invasion o dafio
(Heese et al., 2007).

El reconocimiento de flg22 por su receptor
FLS2 en A. thaliana, causa formacién de
callos, una inhibicién fuerte del crecimiento
celular, y la expresion de los genes de defensa
PDF1.2, PR-1 y PR-5 (Ryan et al., 2007).
Estos genes se activan mediante dos vias
de sefializacién, una mediada por el MeJA/Et
(delinglés: methyl jasmonate/ethylene) y otra
por el 4cido salicilico (SA) (Schwessinger y
Zipfel, 2008), lo que indica que el mismo
PAMP puede activar multiples cascadas de
sefalizacion.

En leguminosas, una proteina soluble de unién
a a-glucano (GBP), es el punto de enlace
especifico para los 1,6-4 y 1,3-a-
heptaglucésidos (HG) presentes en la pared
celular del oomycete Phytophora sojae. De
modo interesante, GBP también exhibe una
actividad endo-1,3-a4-glucanasa-intrinseca. Por
lo tanto puede, potencialmente, liberar y unir
ligandos durante el contacto con P. sojae. Esto
y el hecho de que existan ortdlogos de GBP en
muchas especies de plantas insensibles a GBP,
sugieren que la sefializacién después del
reconocimiento de HG requiere de
componentes adicionales aun no conocidos
(Zipfel, 2008).

Supresion de la PTI por efectores
patogénicos

A pesar de la efectividad de todos estos
mecanismos moleculares que se han descrito
anteriormente, existen muchos patégenos
exitosos que han desarrollado factores de
virulencia para evadir o suprimir la PTIl, como
pueden ser, incluyendo fitotoxinas,
polisacéaridos extracelulares y efectores
proteicos, la mayoria de los cuales se secretan
mediante el sistema de secrecion tipo IlI,
denominado TTSS o T3SS (del inglés: type Il
secretion system) (He et al., 2007). Las
bacterias patégenas de plantas pueden
introducir de 15 a 30 efectores dentro de las
células del hospedante usando el TTSS (Jones
y Dangl, 2006).

Los efectores bacterianos contribuyen a la
virulencia del patdgeno, ya sea mimetizando o



Biotecnologia Vegetal Vol. 10, No. 1, 2010

inhibiendo las funciones celulares. Dos
efectores secretados por P. syringae: AvrPto y
AvrPtoB, interacttian fisicamente con el dominio
quinasa de FLS2, EFR y BAK1 (Heese et al.,
2007; Ryan et al., 2007; Sheny Schulze, 2007),
e inhiben la actividad quinasa de los PRRs
(Bollery He, 2009) o interfieren con la formacién
del complejo FLS2-BAK1 (Boller y He, 2009).
El extremo N-terminal de las proteinas AvrPto
y AvrPtoB contribuye a la virulencia y el C-
terminal, que se parece al de la ubiquitina ligasa;
inicia la degradacioén de los PRRs, siendo este
el papel mas importante en la evasion de la PTI
(Jones y Dangl, 2006; Schwessinger y Zipfel,
2008). No todas las bacterias, incluso no todas
las cepas de P. syringae, expresan estas
proteinas, lo cual sugiere que existen otras
estrategias para inhibir las sefiales de los
PRRs. De hecho, el efector HopAl1, presente
en muchas pero no todas las cepas de P.
syringae, es una fosfotreonina-liasa que
desfosforila las proteinas quinasas MPKS3 y
MPK®6, terminales en la cascada de
sefializacion de los PRRs (Boller y He, 2009).
Igualmente, existen otras proteinas de esta
misma familia de las desfosforilasas-quinasas
involucradas en la respuesta inmune innata de
animales, lo que muestra que los patdgenos
emplean las mismas formas para evadir y
modular la respuesta inmune de los
hospedantes ya sea plantas o animales.

Otros tipos de efectores atacan directamente
los procesos que estan por debajo de la
cascada de sefalizacion, y traen otras
consecuencias (Bollery He, 2009). Por ejemplo,
el efector HopU1 de P. syringae modifica varias
proteinas unidas a acido ribonucleico (ARN) de
A. thaliana, incluyendo GRP7, por ribosilacion
del disfosfato de adenisina. HopM1, otro efector
de P. syringae, desencadena la degradacion
de la proteina MIN7 de A. thaliana, la cual es
miembro de la familia ARF de factores
intercambiadores de nucleétidos de guanina
involucrados en el trafico vesicular. Las plantas
gue no expresan grp7 o min7 son susceptibles
a las infecciones bacterianas, lo que implica el
metabolismo del ARN vy el trafico vesicular,
como parte de la respuestainmune de la planta
a patdgenos. El efector Hopll de P. syringae
reside en los cloroplastos, su accion,
presumiblemente ocurre a través de
interacciones con las chaperonas Hsp70 y
suprime la acumulaciéon de SA. Estos y otros
efectores de P. syringae, como son: AvrRpm1,
AvrB y AvrRpt2, interactan con proteinas
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modificadas como RIN4 y RAR1 que participan
en la respuesta inmune contra patégenos (He
etal., 2007).

Los efectores de patdgenos eucarioticos de
plantas han sido menos estudiados. Efectores
de hongos y de oomycetes pueden actuar tanto
en la matriz extracelular o en el interior de la
célula del hospedante. Por ejemplo, los RLP
de tomate, Cf-2, Cf-4, Cf-5 y Cf-9 responden
especificamente a los efectores extracelulares
producidos por Cladosporium fulvum
(Bednarek et al., 2009). Otros, a su vez, actian
probablemente dentro de la célula del
hospedante y son reconocidos por las
proteinas de NB-LRR. Por ejemplo, el gen que
codifica para el efector Atrl3 de
Hyaloperonospora parasitica exhibe una gran
diversidad alélica entre las cepas de H.
parasitica marcadas por la diversidad
correspondiente al locus RPP13 NB-LRR de
A. thaliana (Jones y Dangl, 2006). Aun se
desconoce cémo estos efectores de hongos y
oomycetes son liberados al interior de la célula
y como contribuyen a la virulencia.

Varias bacterias patégenas pueden evadir la
PTI, interfiriendo en el reconocimiento de los
PAMPs. La flagelina de Xanthomonas
campestris pv. campestris tiene polimorfismo
dentro de la especie que conlleva que A.
thaliana no pueda reconocer el epitopo
«disfrazado» (Schwessingery Zipfel, 2008), de
manera tal que se hace irreconocible por el
FLS2.

INMUNIDAD ACTIVADA POR EFECTORES
PATOGENICOS, ETI

Durante el proceso evolutivo, una vez que los
patégenos adquirieron la capacidad de suprimir
las defensas primarias, las plantas
desarrollaron un mecanismo especializado
para detectarlos, entre éstos esta un sistema
de reconocimiento genético del patogeno,
controlado por los genes de resistencia del
hospedante. En este sistema de resistencia
denominado gen-por-gen, los genes R de la
planta confieren resistencia al patégeno que
contiene, a su vez, los genes correspondientes
de avirulencia (Avr), llamados asi, porque su
presencia previene el desarrollo de la
enfermedad. Los eventos de reconocimiento
implican los productos de los genes R y Avr
desencadenantes de las respuestas de la
defensa del hospedante, incluyendo la muerte
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localizada de la célula hospedante o una
respuesta hipersensible (HR) que limita la
propagacion del patégeno. Se conoce que las
proteinas de resistencia de la planta, proteinas
NB-LRR, contienen un sitio de enlace a
nucleétidos (NB) y dominios ricos de repeticion
de Leu (LRR), este dltimo implicado en el
reconocimiento del patégeno. En cambio, las
proteinas Avr son diversas, y muchas tienen
funciones importantes en el proceso de
infeccién. La relacion antagoénica entre los
genes de R y Avr da lugar a conflictos co-
evolutivos, la seleccion favorece la evolucion
de la resistencia en plantas y de la virulencia
en los patégenos (Dodds et al., 2006).

La ETI es, probablemente, una de las formas
de mayor alcance en respuestas de defensa
en plantas (He et al., 2007). La mayoria de los
genes R codifican para las proteinas NB-LRR;
existen aproximadamente 125 en el genoma
de A. thaliana. Si un efector es reconocido por
la proteina NB-LRR correspondiente, se activa
ETI, que es més rapida y fuerte que PTly a
menudo culmina en una HR. La HR no se
extiende normalmente mas alla de la célula
infectada: puede retardar el crecimiento del
patégeno en algunas interacciones,
particularmente las que involucran patégenos
formadores de haustorios, pero no siempre se
puede observar, ni se requieren, para ETI
(Jones y Dangl, 2006).

Efectores patogénicos

Se conoce que los patdégenos bacterianos de
animales pueden secretar solamente un
namero limitado de efectores dentro de las
células del hospedante. Sin embargo, los
patégenos de las plantas tales como P.
syringae pueden secretar aproximadamente de
20 a 30 efectores durante la infeccion. Los
efectores promueven la patogenicidad, y el
TTSS es esencial para el desarrollo de los
sintomas de la enfermedad y la multiplicacion
bacteriana (Chisholm et al., 2006). Por su
accion colectiva, se ha considerado la hipétesis
de que los efectores alteran la fisiologia vegetal
en hospedantes susceptibles para sostener el
crecimiento del patégeno. Las proteinas
efectoras de hongos y bacterias, que se liberan
a las plantas pueden poseer actividad
enzimética (Tabla 1). Estas enzimas son
responsables de modificar las proteinas del
hospedante para aumentar la virulencia del
patégenoy evadir su deteccién. Los patdgenos
se deben proteger contra estas actividades
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enzimaticas efectoras potencialmente
perjudiciales.

Del gran namero de proteinas efectoras
bacterianas que han sido clonadas, sélo unas
pocas se han caracterizado bioquimicamente
(Chisholm et al., 2006).

Se ha comprobado que los efectores de P.
syringae, AvrPto, AvrRpt2 y AvrRpm1, inhiben
las respuestas de defensa desencadenadas
por el reconocimiento de PAMPs (Hauck et al.,
2003). Ademas, los efectores de una cepa de
Xanthomonas campestris suprimen la
respuesta de defensa de la planta al PAMP
lipopolisacarido bacteriano.

Las proteinas efectoras bacterianas también
estan implicadas en la activacion de la
transcripcion en plantas. Miembros de la familia
de efectores AvrBs3 de Xanthomonas (AvrBs3,
AvrXal0, y AvrXa7) contienen un C-terminal
NLS (del inglés: nuclear localization signal) y
un dominio DAA (del inglés: acidic
transcripcional activation domain),
caracteristicas que presuponen que actien en
el nicleo de la célula vegetal. De hecho, el NLS
de AvrBs3 es funcional, y el DAA de AvrXal0
es capaz de activar la transcripcion de los
genes reporteros en A. thaliana. Ademas,
AvrXa7 une dA/dT a las secuencias de doble
cadena del ADN (Chisholm et al., 2006). Estos
datos sugieren que la familia de efectores
AvrBs3 altera la transcripcion nuclear de genes
de la planta durante la infeccion del patdégeno.

Muchos patégenos producen pequefas
moléculas efectoras que mimetizan las
hormonas de las plantas (Jones y Dangl, 2006).
Existen tres moléculas sefializadoras que
regulan la defensa de la planta contra los
ataques microbianos: el SA, el &cido jasmodnico
(JA), y el etileno (Wiermer et al., 2005). La
sefializacion etileno-dependiente es importante
para la respuesta de la planta ante el ataque
de los patdgenos, ante una herida mecanica y/
o inducida por herbivoros. La sefializacion SA-
dependiente es critica en el establecimiento de
resistencia bacteriana local y sistémica,
mientras que la sefializacién JA-dependiente
se induce en respuesta a la herida y a la
depredacién mecénica de herbivoros. Las rutas
de sefializacion de la defensa a través del SAy
de JA son, generalmente, antagoénicos, y los
patégenos bacterianos se han desarrollado
para suprimir las respuestas de la defensa
mediadas por el SA (Chisholm et al., 2006).
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Tabla 1. Actividad enzimatica de efectores y activadores de hongos y bacterias liberados contra las plantas

(Chisholm et al., 2006 modificado).

Efector Organismo Funcién bioquimica GenesR Referencias
Pseudomonas
AvrRpt2 ) Proteasa RPS2 Mudgett, 2005
syringae
AvrB P. syringae - RPM1 Mudgett, 2005
AvrRpm1 P. syringae - RPM1 Mudgett, 2005
HopPtoD2 P. syringae Proteina fosfatasa - Mudgett, 2005
AvrPphB P. syringae Proteasa RPS5 Mudgett, 2005
. E3ligasa y enzima Janjusevic
AvrPtoB P. syringae o ) Pto
ubiquitin-conjugasa et al., 2005
Xanthomonas
XopD ) Cys-proteasa - Mudgett, 2005
campestris
AvrXv4 X. campestris Cys-proteasa XV4 Mudgett, 2005
AvrBsT X. campestris Cys-proteasa - Mudgett, 2005
Cladosporium Inhibidor de Rooney et al.,
Avr2 Cf-2
fulvum proteasas 2005
L van den Burg
Avr4 C. fulvum Quitina ligando Cf-4
et al., 2003
. Magnaporthe . .
Avr-Pita Metaloproteasas Pi-ta Jia et al., 2000
grisea
Trasglutaminasa
Phytophthora . ) ) Brunner et al.,
Pep-13 calcio dependiente Activador
sojae 2002
de la pared celular
Phytophthora Inhibidor de . .
EPI10 Activador Tian et al., 2005
infestans proteasas
) Inhibidor de ) )
EPI1 P. infestans Activador Tian et al., 2004
proteasas

Efectores patogénicos bacterianos

Del gran nimero de proteinas efectoras
bacterianas que han sido clonadas, sélo unas
pocas se han caracterizado bioguimicamente
(Chisholm et al., 2006).

Se ha comprobado que los efectores de P.
syringae, AvrPto, AvrRpt2 y AvrRpm1, inhiben
las respuestas de defensa desencadenadas
por el reconocimiento de PAMPs (Hauck et al.,
2003). Ademas, los efectores de una cepa de
Xanthomonas campestris suprimen la
respuesta de defensa de la planta al PAMP
lipopolisacarido bacteriano.

Las proteinas efectoras bacterianas
también estan implicadas en la activacién

de la transcripcion en plantas. Miembros
de la familia de efectores AvrBs3 de
Xanthomonas (AvrBs3, AvrXal0, y AvrXa7)
contienen un C-terminal NLS (del inglés:
nuclear localization signal) y un dominio
DAA (del inglés: acidic transcripcional
activation domain), caracteristicas que
presuponen que actien en el nlcleo de la
célula vegetal. De hecho, el NLS de AvrBs3
es funcional, y el DAA de AvrXalO es capaz
de activar la transcripcion de los genes
reporteros en A. thaliana. Ademas, AvrXa7
une dA/dT a las secuencias de doble
cadena del ADN (Chisholm et al., 2006).
Estos datos sugieren que la familia de
efectores AvrBs3 altera la transcripcion
nuclear de genes de la planta durante la
infeccion del patégeno.
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Muchos patégenos producen pequefias
moléculas efectoras que mimetizan las hormonas
de las plantas (Jones y Dangl, 2006). Existen tres
moléculas sefializadoras que regulan la defensa
de la planta contra los ataques microbianos: el
SA, el acido jasménico (JA), y el etileno (Wiermer
etal., 2005). La sefializacion etileno-dependiente
es importante para la respuesta de la planta ante
el ataque de los patdgenos, ante una herida
mecanica y/o inducida por herbivoros. La
sefializacién SA-dependiente es critica en el
establecimiento de resistencia bacteriana local y
sistémica, mientras que la sefalizacion JA-
dependiente se induce en respuesta a la heriday
a la depredacion mecanica de herbivoros. Las
rutas de sefializacion de la defensa a través del
SAy de JA son, generalmente, antagonicos, y los
patdgenos bacterianos se han desarrollado para
suprimir las respuestas de la defensa mediadas
por el SA (Chisholm et al., 2006).

Durante la infeccion, las Pseudomonas producen
coronatina, que consiste en dos componentes,
acido coronafacico y acido coronamico, que son
similares estructuralmente al JA y al &cido
carboxilico aminociclopropano, precursor
inmediato del etileno, respectivamente. De esta
manera, la coronatina funciona como un imitador
molecular de JA y suprime las respuestas del
hospedante mediadas por SA lo que contribuye a
la virulencia del patégeno. La coronatina no es el
unico efector bacteriano que interfiere con las
respuestas de la defensa mediadas por SA,
multiples proteinas efectoras han sido utilizadas
para manipular la via de accion del JA, tales como:
AvrB, AvrRpt2, AvrPphB, HopPtoK, y AvrPphEpto
(He et al., 2007).

Para ser exitosos, los patégenos necesitan
superar multiples respuestas de defensa. El
fortalecimiento de la pared celular durante la
infeccion, alcanzada por la deposicién de calosa
justo debajo del sitio de penetracién, es una
respuesta de defensa usual. Tres efectores de
P. syringae evitan que las células de la planta
establezcan tales defensas. AvrPto suprime la
formacién de papilas, mientras que AvrE y
HopPtoM suprimen la deposicién calosa durante
la infeccion (Chisholm et al., 2006).

Un componente central de la respuesta de
resistencia de las plantas es la HR, una forma de
muerte celular programada localizada en los sitios
de infeccién. Se ha demostrado que algunas
proteinas efectoras de P. syringae inhiben la HR,
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aungue en la mayoria de los casos las bases
moleculares de esta inhibicibn no son bien
conocidas. Estos efectores podrian también inhibir
lamuerte celular desencadenada por la proteina pro-
apoptética Bax (Chisholm et al., 2006).

Se hainformado que los efectores de P. syringae,
AvrPtoB inhibenla ETl asociada a la muerte celular
programada en plantas susceptibles de tomate,
aungue este fenotipo no permite la prediccion de
la actividad enzimatica. La cristalizacion del
dominio del C-terminal de AvrPtoB, responsable
de la inhibicién de la muerte celular programada,
reveldé homologia con componentes de proteinas
E3, ubiquitina-ligasas eucaritticas (Jones y
Takemoto, 2004). Ademas, se demostré que
AvrPtoB posee actividad ubiquitina-ligasa in vitro,
y que la mutacién de los residuos dominantes
eliminé esta actividad y su capacidad de inhibir la
muerte celular in vivo (Chisholm et al., 2006).
Estos resultados sugirieron que AvrPtoB actlua
como imitador de las ubiquitinas-ligasas en el
hospedante, transfiriendo ubiquitina a las
proteinas implicadas en la regulacién de muerte
celular programada en plantas.

El efector AvrRpt2 de P. syringae es una Cys-
proteasa (Jones y Takemoto, 2004). La actividad
de la proteasa de AvrRpt2 es esencial para el
funcionamiento propio del patégeno y para la
virulencia en el hospedante. Durante la infeccion,
AvrRpt2 escinde el regulador RIN4 de la
resistencia en A. thaliana.

Las proteinas AvrPto y AvrPtoB contienen un
dominio C-terminal que se parece al de la
ubiquitina-ligasa; la ubiquitinacion de este dominio
inicia la degradacién de la quinasa en tomate (Fen)
la cual forma parte de la via de la ETI en esta
planta (Jones y Dangl, 2006; Boller y He, 2009).

Efectores patogénicos de hongos

La mayoria de los hongos biotréficos tienen la
capacidad de formar haustorios, una estructura
especializada en la infeccién. Contrariamente a
las bacterias Gram negativas, no se ha
descubierto ningln TTSS para hongos patdgenos,
y sus efectores se pueden liberar a partir de los
haustorios en el espacio intercelular (apoplasto)
de la planta. Mientras que la actividad enzimatica
se ha demostrado para algunos determinantes
de estos organismos, existe poca evidencia de
su papel en la virulencia o la supresion de PTI
(Chisholm et al., 2006).
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Un andlisis a gran escala de proteinas secretadas
por Melampsora lini identifico 21 proteinas
secretadas (Tabla 2). Fue identificado el
determinante AvrP123, dos secretaron las
proteinas efectoras, AvrP4 y AvrM, que podian
inducir ETI con muerte celular programada
cuando se estaban expresando dentro de la célula
de la planta, lo que sugiere que AvrP4 y AvrM
secretadas estan desplazados dentro de las
células de la planta durante la infeccion.

Dos proteinas efectoras, Avr2 y Avr4, de C. fulvum
se han caracterizado (Tablas 1y 2). Avr2 codifica
para una proteinarica en Cys que se une e inhibe
la Cys-proteasa Rcr3 secretada por las plantas
de tomate. El determinante Avr4 contiene un
dominio obligatorio que une quitina, el
componente mayoritario de las paredes celulares
de los hongos (Chisholm et al., 2006). Como
mecanismo para percibir la quitina como PAMP,
las plantas desarrollaron probablemente
quitinasas para aumentar los polimeros activos
de las membranas celulares de patégenos
invasores, de manera tal que accionaran las
respuestas de defensa. Para evadir el
reconocimiento y la activacion de las respuestas
especificas de las plantas inducidas por quitina,
el Avr4 de C. fulvum se une a las quitinasas del
hongo en la pared celular.

Efectores patogénicos de virus

El principal medio a través del cual las plantas se
defienden contra la infecciéon viral es el
silenciamiento del ARN viral, que regula la
acumulacion de moléculas endogenas vy
exogenas. La mayoria de los virus de las plantas
tiene genomas de ARN, y las estructuras
secundarias de doble cadena pueden accionar
el silenciamiento del genoma viral en el
hospedante, y prevenir la diseminacién viral
sistémica. Los efectores de la virulencia viral se
pueden considerar los encargados de suprimir
larespuesta silenciadora del ARN del hospedante.
Se han identificado supresores en muchos virus
de las plantas, y las funciones moleculares de
varios de ellos han sido caracterizadas
detalladamente (Chisholm et al., 2006). Estos
estudios determinaron que diversos supresores
interfieren con los componentes Unicos de la
maquinaria silenciadora del hospedante, lo que
sugiere que muchos virus desarrollaron
independiente los medios para suprimir el
silenciamiento. Naturalmente, las plantas utilizan
un segundo mecanismo de defensa para
reconocer y para restringir el movimiento del virus.
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Las proteinas R especificas reconocen
componentes virales de cualquier supresor y lo
silencian; ademéas pueden reconocer otras
proteinas que se acumulen como resultado de la
replicacién viral.

Reconocimiento directo e indirecto de
efectores patogénicos

Resistencia gen-por-gen

Como se ha descrito anteriormente, la evolucion de
las proteinas efectoras secretadas por los patégenos
de plantas, llevo en Ultima instancia a la adquisicion
de proteinas que reconocen especificamente estos
determinantes bacterianos, de hongos y virales. Esta
asociacién en parejas que describe el
reconocimiento de efectores dentro de la célula de
la planta se ha caracterizado genéticamente como
resistencia gen-por-gen (Van Der Biezen y Jones,
1998; Dang y Jones 2001). En presencia de una
asociacion efector-proteina R, la resistencia se
activa, dando como resultado la iniciacion de la
sefializaciéon de defensa y de resistencia del
hospedante. La resistencia se manifiesta como
muerte celular localizada en el sitio de la infeccion
y la inhibicién del crecimiento del patégeno.
Inversamente, en la ausencia de esta interaccion,
el patégeno elude la deteccion por la planta, dando
por resultado la proliferacion del patdgenoy el inicio
de la enfermedad.

Resistencia por arquitectura de dominios
proteicos

Los efectores introducidos por los patégenos
que evaden la PTI son reconocidos por los
genes especificos R, la mayoria de los cuales
codifican para las proteinas NB-LRR que
constituyen la clase mayoritaria de proteinas
resistentes de la resistencia gen-por-gen de las
plantas (Jones y Takemoto, 2004; Chisholm et
al., 2006; Jones y Dangl, 2006). Mas de 30
genes codifican para este tipo de proteinas.
Esta familia multigénica ha sido aislada en
varias especies de plantas, y constituyen un
mecanismo de defensa eficiente que provee
resistencia frente a diversos patégenos como
insectos, nematodos, hongos, bacterias y virus
(Van Der Biezen y Jones, 1998). Estas
proteinas de resistencia se expresan
constitutivamente en la mayoria de las células
con potencialidad de ser atacadas por
patégenos, de esta manera se compensa la
ausencia de un sistema circulatorio en las
plantas.
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Tabla 2. Resumen de efectores clonados de hongos y oomycetes (Chisholm et al., 2006 modificado).
Efector Organismo Caracteristicas bioquimicas Genes R Referencias

) 58 aa, proteinarica en Cys, Rivas y Thomas,
Avr2 Cladoposrium fulvum o Cf-2
inhibidor de proteasas 2005
104 aa, proteina rica en Cys, Rivas y Thomas,
Avr4 C. fulvum Cf-4
dominios unidos a quitinas 2005
. Rivas y Thomas,
Avr9 C. fulvum 63 aa, motivos de Cys Cf-9
2005
) . Rivas y Thomas,
Ecp2 C. fulvum 165 aa, proteina rica en Cys Cf-ECP2
2005
) . 233 aa, metaloproteasas, )
Avr-Pita  Magnaporthe grisea Pi-ta Orbach et al., 2000
protease
PWL1, ) 145 aa, proteinarica en, Gly Lauge y De Wit,
M. grisae -
PWL2 hidrofébicas. 1998
AVR 2- . 223 aa, homéloga a Lauge y De Wit,
M. grisae -
YAMO proteasas neutrales de Zn 1998
L 343-377 aa, multiple residuos Catanzariti et al.,
AvrM Melampsora lini M
de Cys homologos 2005
. , . Catanzariti et al.,
AvrP4 M. lini 95 aa, proteinarica en Cys P4
2005
117 aa, proteina rica en Cys, N
o S Catanzariti et al.,
AvrP123 M. lini homologas de inhibidor de P1, P2, P3
2005
proteasas
. Rhynchosporium 82 aa, proteinarica en Lauge y De Wit,
Nipl Rrsl
secalis CysPasa, toxina 1998
o 150 aa, 285 aa, 225 aa,
AvrL567 M. lini L5, L6, L7 Dodds et al., 2004
polimdrficas
Hyaloperonospora Rehmany et al.,
ATR1 310 aa RPP1
parasitica 2005
ATR13 H. parasitica 153 aa - Allen et al., 2004
Phytophthora Armstrong et al.,
Avr3a 147 aa R3a
infestans 2005
Avr1b Phytophthora sojae 138 aa Rpslb Shan et al., 2004

Numerosas proteinas R han sido identificadas.
Son moléculas citoplasmaticas, y ademas de
las regiones NB y LRR mencionadas con
anterioridad tiene varios dominios efectores en
el extremo N-terminal (Takken et al., 2006).
Andlisis comparativos de proteinas NB-LRR
mostraron que los residuos de lamina & polares
expuesto son hipervariables y sujetos a una
presién selectiva para su diversificacion, lo que
indica que la especificidad de reconocimiento

reside en esta parte de los LRR (Jones y
Takemoto, 2004; He et al., 2007; Heese et al.,
2007; Ryan et al., 2007).

La regién N-terminal estd involucrada en la
cascada de sefializacion, mientras que los
sitios LRR, parecen estar implicados en la
formacion de interacciones proteina-proteina
(Chisholm et al., 2006) y en el reconocimiento
especifico del efector (Takken et al., 2006). La
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region N-terminal de algunas de estas proteinas
es similar al dominio efector citoplasmatico del
receptor de IL-1 de Drosophila melanogaster y
de humanos y se les conoce como dominios
TIR (Wiermer et al., 2005; Chisholm et al.,
2006). Otras proteinas NB-LRR tienen
diferentes dominios N-terminal, que contienen
frecuentemente motivos de Leu (LZ). Analisis
de mutaciones en A. thaliana han revelado que
las proteinas TIR-NB-LRR y las LZ-NB-LRR
emplean diferentes vias de sefializacion; las
gue tienen el dominio efector TIR sefalizan
mediante lipasas mientras que la mayoria de
las LZ-NB-LRR examinadas emplean proteinas
asociadas a membranas. Sin embargo, ambas
clases de proteinas confieren resistencia a mas
de un tipo de patégeno, lo que sugiere que no
existe relacién entre la estructura particular de
las proteinas y la clase de patdgeno, y que la
planta puede emplear diferentes vias de
resistencia contra el mismo patégeno (Van Der
Biezen y Jones, 1998).

El dominio central NB comprende tres motivos
para la union al ATP o GTP y varios motivos
conservados. Esta regién de 320 residuos de
aminoéacidos tiene homologia con dos
activadores de apoptosis en células animales:
APAF-1 y CED-4, por analogia con estos, se
infiere que este dominio esté involucrado en la
transduccion de sefiales intramoleculares (Van
Der Biezen y Jones, 1998).

Las LRR tienen un papel importante en la
regulacion negativa y positiva de actividad de
las proteinas NB-LRR. La regulacion negativa
ocurre por varias mutaciones autoactivas que
fueron identificadas en este dominio. La
delecién del dominio entero de LRR, sin
embargo, da lugar normalmente a la actividad
constitutiva (Takken et al., 2006).

Las proteinas NB-LRR pueden servir como
moléculas adaptadoras que unen el
reconocimiento con la transduccion de la sefial.
Por ejemplo, cuando las sefiales son percibidas
por los LRR, se inicia la hidrélisis nucleotidica
del dominio NB. Esto puede proveer la energia
necesaria para un cambio conformacional en
la proteina NB-LRR, y se expone la porcién
efectora N-terminal, lo que dispararia la
respuesta de defensa.

La activacion de NB-LRR produce una red de
interrelaciones entre las vias de respuestas
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inmunes activadas, en parte, para diferenciar
el ataque de patdgenos biotroficos y
necrotréficos. Esto se mantiene por el equilibrio
entre el SA, una sefial local y sistémica para la
resistencia contra muchos biotrofos, y la
acumulacion de la combinacion de JA y del
etileno como sefales que promueven la
defensa contra necrotrofos. La activacion de
NB-LRR induce respuestas diferenciales entre
el SA y respuestas dependientes de especies
reactivas del oxigeno. El comienzo de las
oxidaciones de oxidasa NADPH-dependiente
gque acompafia a la activacion de la ETI reprime
la muerte celular SA-dependiente en las células
circundantes al sitio de la infeccién (Jones y
Dangl, 2006). Los cambios locales y sistémicos
en la expresion genética son mediados, en gran
medida, por los factores de transcripcién de la
familia WRKY y TGA. La reprogramacion
transcriptiva de las células de la planta después
de un ataque patdégeno es extenso y afecta
entre el 3y 12% de los 24 000 genes probados
de A. thaliana sobre ataques de hongos y
bacterias, respectivamente (Shen y Schulze,
2007).

Varias proteinas NB-LRR reconocen efectores
tipo Il indirectamente, a través de la deteccion
de los productos de su accién en blancos del
hospedante, consistentemente con la ‘hipotesis
guardiana’. Los principios dominantes de esta
hip6tesis son: (1) un efector actiia como factor
de virulencia cuando tiene un blanco en el
hospedante; (2) el efector contribuye al éxito
del patégeno y altera este blanco en genotipos
susceptibles del hospedante; y (3) la
perturbacién del blanco en el hospedante,
genera una modificaciéon propia patégeno-
inducida del patron molecular, que activa las
proteinas NB-LRR correspondiente. De este
modelo se derivan consecuencias importantes:
multiples efectores podrian desarrollarse de
forma independiente para manipular el mismo
blanco en el hospedante, lo cual podria
conducir a la evolucion de més de una proteina
NB-LRR asociada a un blanco de efectores
multiples; ademas, estas proteinas NB-LRR
serian activadas por el reconocimiento de
diversos patrones propios modificados
producidos en el mismo blanco por la accion
de estos efectores (Jones y Dangl, 2006).

Una segunda clase importante de genes R
codifica para las proteinas extracelulares LRR
(eLRR). Tres subclases de eLRR se han
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clasificado segun sus estructuras de dominio
(Chisholm et al., 2006). Estas subclases
incluyen proteinas RLP (del inglés: receptor-
like proteins) con un domino LRR extracelular
y uno transmembrana (TM), proteinas RLK (del
inglés: extracellular LRR) con un dominio TMy
una quinasa citoplasmatica y la proteina PGIP
(del inglés: polygalacturonase inhibiting protein)
con un dominio LRR en la pared celular. La RLP
mejor caracterizada son los genes Cf del
tomate, que confieren resistencia a la infeccion
por C. fulvum. El andlisis bioquimico de las
proteinas secretadas por C. fulvum durante su
crecimiento dentro del apoplasto de las hojas
de tomate llevo a la identificacion de los
activadores especificos Avr2, Avr4, y Avr9.
Estos activadores gobiernan el reconocimiento
del hongo por las plantas resistentes que llevan
los genes de resistencia Cf-2, Cf-4 y Cf-9,
respectivamente. Aunque las proteinas Cf
carezcan del dominio de sefalizacion, se cree
gue la sefalizacion de la defensa esta mediada
por interacciones con otras proteinas. Xa21,
una RLK presente en arroz, responde a las
moléculas efectoras secretadas por
Xanthomonas oryzae, una bacteria Gram
negativa y proporciona resistencia a una gama
amplia de patégenos de este género.

Mientras que la mayoria de las proteinas R
caracterizadas pertenecen a las clases
antedichas, hay ejemplos de proteinas R con
arquitectura del dominio diferente. RRS1-R que
reconoce un efector de Ralstonia
solanacearum es una proteina TIR-NB-LRR
gue también contiene un dominio C-terminal de
localizacién de la sefial y un dominio de
activacioén transcripcional (Chisholm et al.,
2006). La proteina R Xa27 de arroz no comparte
la homologia con otras proteinas R, la
expresion del alelo resistente Xa27 ocurre
solamente en la vecindad del tejido infectado
por Xanthomonas oryzae pv. oryzae que
expresan la proteina efectora avrXa27. La
identificacion de Xa27 marca el primer ejemplo
de una proteina R diferente cuya especificidad
de induccion esta asociada a la resistencia.

Activadores endbégenos

Los activadores enddégenos en plantas son
tipicamente fragmentos de oligosacaridos,
tales como los derivados de membranas
celulares de la planta por las carbohidrasas
producidas por los patégenos o por las enzimas
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enddgenas de la planta, que se sintetizan en
respuesta a ataques de patégenos (Ryan et al.,
2007).

Un péptido de 23 aminoécidos, llamado AtPep1,
fue aislado de A. thaliana y representa un nuevo
tipo de péptido activador enddgeno, que activa
los genes de defensa asociados a la respuesta
inmune natural. AtPepl se deriva de una
proteina precursora cuyo gen es expresado en
respuesta a heridas. La expresién de un gen
35S:PROPEP1 en A. thaliana produce un
fenotipo que expresa constitutivamente PDF1.2
y muestra un incremento en la resistencia al
oomycete Pythium irregulare. PROPEP1 es un
miembro de una pequefia familia de genes que
consisten en seis genes que codifican los
precursores que contienen las secuencias que
son homadlogos de AtPepl en sus C-terminales.
Algunos de estos genes se expresan en
respuesta a PAMP, y producen péptidos AtPep
que se unen en un lazo de retroalimentacion
para amplificar las sefiales de defensa
mediante las vias de JA, etilenoy SA. AtPeply
sus homélogos regulan la expresion de la
proteina de defensa PDF1.2 a través de la via
de sefalizacién JA-etileno. AtPepl y sus
homoélogos son los primeros péptidos
enddgenos de sefiales de defensa encontrados
en A. thaliana (Ryan et al., 2007).

Evasion de la ETI por parte de los
patégenos

La ETI es menos efectiva para los
microorganismos que pueden evadir el
reconocimiento mediado por las NB-LRR de
un efector particular. Las frecuencias alélicas
del efector son probablemente influenciadas por
su modo de accion. La diversidad de los alelos
de AvrL de M. liniy de los alelos Atr13y Atrl del
oomycete sugiere mas de una forma de
evolucién del efector. Los alelos de estos
efectores tienen un alto nivel de seleccién
diversificada, probablemente, son
seleccionados por el reconocimiento del
hospedante, y por lo tanto actian en los
residuos efectores que no se requieren para la
funcion efectora (Jones y Dangl, 2006).

La activacién de NB-LRR por la via del
reconocimiento patégeno-inducido proporciona
modificaciones propias, y facilita un
mecanismo para el reconocimiento de
multiples efectores involucrados en
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comprometer el mismo blanco del hospedante.
Para que la seleccion genere un efector que
escape a la ETI, el efector tiene que tener la
probabilidad de perder su funciéon nominal. La
respuesta mas simple del patégeno al
reconocimiento del hospedante es desechar el
gen efector detectado, con tal de que el
repertorio de la poblacién efectora pueda cubrir
la pérdida potencial de aptitud en los
hospedantes susceptibles. De hecho, los
genes efectores se asocian a menudo a los
elementos genéticos moviles o a los telémeros
y se observan comidnmente como presencia/
ausencia de polimorfismo a través de cepas
bacterianas y fungicas.

La ETI se puede superar también con la
evolucion de los efectores del patégeno que la
suprimen directamante. Por ejemplo, en P.
syringae pv. phaseolicola, el efector AvrPphC
suprime la ETI activada por el efector AvrPphF
en algunos cultivares de frijol (Phaseolus
vulgaris L.), mientras que, la AvrPphC en si
misma puede provocar avirulencia en
diferentes cultivares de frijol (Jones y Dangl,
2006). El analisis genético en M. lini reveld
genes inhibidores que funcionan para suprimir
la ETI activada por otros genes de avirulencia.
Por lo tanto, probablemente algunos efectores
suprimen la ETI activada por otros efectores.

La evolucién microbiana en respuesta a la ETI
puede dar lugar a dos extremos de la evolucién
de NB-LRR. Algunos genes de NB-LRR no son
duplicados y se han desarrollando de manera
relativamente lenta, sus productos quizas se
asocian establemente con proteinas del
hospedante y retardan la diversificacién. Otros
microorganismos se estan desarrollando mas
rapido y pueden interactuar directamente con
efectores en plena evolucion (Jones y Dangl,
2006). En poblaciones de patégenos, la
frecuencia de un gen efector podra ser
aumentada segun su capacidad de promover
virulencia, y reducida por el reconocimiento del
hospedante. Por lo tanto, la seleccion natural
debe mantener la funcién efectora en ausencia
del reconocimiento. Pero la funcion efectora
tiene un costo dependiente de la frecuencia de
genes R correspondientes. Asi, sila frecuencia
efectora cae en una poblacion del patdégeno,
las plantas hospedantes se pudieran
seleccionar para la pérdida del alelo R
correspondiente, y el ciclo dependiente de la
frecuencia continuaria.
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CONSIDERACIONES FINALES

En los ultimos afios se han incrementado las
investigaciones en el campo de las
interacciones planta-patégeno. Estos avances
han contribuido a demostrar el papel funcional
de los PRRs en la resistencia a microbios y el
descubrimiento de muchos factores de
virulencia bacterianos, que estan implicados en
la supresion de la sefializacién de los PRRs y
de las inmuno respuestas asociadas a la PTI.
No obstante, la mayoria de las investigaciones
se basan en el estudio de un solo patosistema
(A. thaliana-P. syringae), por lo que falta por
demostrar que estos pueden extrapolarse a
otras interacciones. La diversidad de
interacciones entre plantas y patégenos
sugieren que otros sistemas tengan nuevos
mecanismos, que podrian corroborar o
contradecir los modelos existentes. El hecho
de que todos los patégenos posean MAMPs,
que pueden ser potencialmente reconocidos
por todas las plantas, y ademas, que aun
existan plantas susceptibles a los patégenos,
apoya la evidencia de que la activaciéon y
supresion de la PTI, es un principio general en
las interacciones planta-patégeno. Continuar
con la dilucidacién de los mecanismos del
sistema inmune en plantas y sus puntos de
contacto con el sistema inmune en animales
constituye un gran reto para los cientificos en
la actualidad.
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