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RESUMEN

Los estudios moleculares de la interaccidon planta-patégeno, son de gran importancia para la identificacién de
genes relacionados tanto con el proceso patogénico, como con la defensa de la planta. Estos genes podran ser
utilizados en los programas de mejoramiento genético, para la obtencién de plantas con resistencia a enfermedades.
El objetivo de este trabajo fue la construccién de bibliotecas de ADN complementario (ADNc), a partir de dos
cultivares de banano (uno resistente: Calcutta 4 y otro susceptible: Niyarma yik) a la enfermedad de la Sigatoka
negra, infectados artificialmente con el aislado de Pseudocercospora fijiensis Morelet CCIBP-Pf1. La sintesis de la
primera cadena de ADNc, fue a partir de 1 ug de ARN total con el oligonucleétido dT y la calidad de la misma fue
comprobada por la reaccion en cadena de la polimerasa con los oligonucleétidos especificos para el gen del
citocromo b. La sintesis de la segunda cadena de ADNc, fue realizada por marcaje homopolimérico con la combinacion
dCBamH | + dTNot |. Fueron obtenidas cuatro bibliotecas de ADNc a partir de plantas, en dos periodos de tiempo
después de la infeccion con el patégeno. Fue realizada la secuenciacién nucleotidica de 41 clones de una de las
bibliotecas de Niyarma Yik y la informacién obtenida de las mismas se corresponde con genes relacionados con
hongos.
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ABSTRACT

Molecular studies of plant-pathogen interaction are very important for the identification of gene (s) related with the
pathogenic process, as well as with the plant resistance. These gene (s) could be use for the genetic improvement
programs in order to obtain resistant cultivars. The aim of this work was to construct complementary DNA (cDNA)
libraries from infected leaves with Pseudocercospora fijiensis CCIBP-Pf1 isolated of two banana cultivars (a resistant
one Calcutta4 and another one susceptible Niyarma Yik). First-strand cDNA synthesis, was made beginning with one
microgram of total RNA by using oligo dT primer and cDNA quality was checked by Polimerase chain reaction (PCR)
with cytochrome b specific primers. Second-strand cDNA synthesis was performed by using the homopolymeric
tailing with dC-BamH | + dT-Not | primer combination. Four cDNA libraries of infected plants at different times of
infection with the pathogen were obtained. Forty one clones of one of the libraries of Niyarma Yik were sequenced and
the obtained sequences correspond with genes related to fungi.
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INTRODUCCION

La enfermedad de la raya negra de la hoja causada
por el ascomiceto Mycosphaerella fijiensis
(Pseudocercospora fijiensis, anamorfo) (Crous, 2003),
es la enfermedad foliar mas importante en bananos y
platanos a nivel mundial (Pasberg-Gaul et al., 2000).

Desde la introduccién de la enfermedad en Cuba en
el afio 1990, en varias instituciones del pais se ha
estado trabajando en la busqueda de variedades
resistentes a la Sigatoka negra, mediante la
utilizacion de técnicas biotecnologicas sin lograrse
resultado alguno (Garcia et al., 2000).

Debido a la limitante que presenta el uso del
mejoramiento convencional en la mayoria de los
bananos y platanos cultivados, por su esterilidad y
triploidia, el empleo de la Ingenieria Genética podria
ser una solucién alternativa para la introduccion de
resistencia a hongos en plantas. Varios
experimentos de transformacion genética han sido
realizados en estos cultivos, tanto por pistola de
genes (Becker et al., 2000) como mediada por
Agrobacterium tumefaciens (Ganapathi et al.,
2001); con el empleo de genes reporteros o que
codifican para proteinas antifungicas, con el
objetivo de desarrollar las tecnologias para la
obtencién de plantas transgénicas con resistencia
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a hongos. Los resultados obtenidos con la utilizacion
de las mismas han sido muy satisfactorios.

Por otra parte, pocos han sido los estudios realizados
a nivel molecular en este patosistema, por lo que
existe un gran desconocimiento acerca de las
interacciones especificas que ocurren durante el
proceso infeccioso. El conocimiento de las mismas
resultaria de gran interés, para un mejor entendimiento
de la biologia de esta relacién y serviria para la
creacioén, optimizacion y desarrollo de novedosas
estrategias para la proteccion de los cultivos del
ataque por hongos.

Con este trabajo se pretende realizar un estudio
molecular de la interaccién Mycosphaerella fijiensis-
Musa, con el objetivo de encontrar genes relacionados
con la virulencia del hongo y/o genes que confieran
resistencia a las plantas. La obtencion de los mismos
aportara informaciéon muy valiosa acerca de la biologia
molecular de este sistema.

MATERIALES Y METODOS
Fuente del hongo y de las plantas

Plantas de banano, de los cultivares Calcutta 4 y
Niyarma yik, fueron obtenidas por propagacion in vitro
segun Orellana (1994).

El aislado fungico de Pseudocercospora fijiensis
Morelet utilizado fue el CCIBP-Pf1, perteneciente a
la coleccién de cultivo del Laboratorio de Fitopatologia
del Instituto de Biotecnologia de las Plantas.

Inoculacién artificial

Las plantas de Calcutta 4 y Niyarma yik fueron
inoculadas segun lo descrito por Alvarado et al. (2003).

Aislamiento del acido desoxirribonucleico (ADN)
gendmico de plantas

EI ADN gendmico fue extraido a partir de hojas
de plantas infectadas, con el kit Puregene
(Gentra Systems, Minneapolis, MN USA). La
calidad de la purificacion fue comprobada en un
gel de agarosa al 0.8 % tefiido con Bromuro de
Etidio (BrEt) 0.5 pg.mi".

Aislamiento del acido ribonucleico (ARN) total

Segmentos de hojas de plantas susceptibles y
resistentes infectadas con el hongo, fueron tomadas
alos 24 y 35 dias después de lainoculacion, para la
extraccion del ARN total. El protocolo de purificacién
incluy6 la homogenizacion del tejido con el tampén
de extraccion (pegGold RNA pure™), seguido de dos
extracciones con cloroformo y la precipitacién con
isopropanol. La integridad del ARN fue comprobada en
un gel de agarosa al 1 % tefiido con BrEt 0.5 ug.ml'y

la pureza del mismo fue medida en un
espectrofotometro (Pharmacia Biotech Ultrospec
3000 Uv/Vis Spectrophotometer).

Sintesis de la primera cadena de ADNc

La reaccioén de Transcripcion reversa (RT-del inglés
Reverse transcription), fue realizada en un volumen
final de 20 ul, que contenia 1ug de ARN total libre de
ADN, 0.5 mM de oligonucleétido dT (Tabla 1), 0.5
mM de cada nucleésido trifosfato (ANTP), 0.01M de
Dithiothreitol, 40 U de inhibidor de RNAsa, tampén
de la primera cadena 1X (50 mM Tris-HCI (pH 8.3),
75 mM KCI, 3 mM MgCl,) y 200 U de la enzima
SuperScript™Il RNAse H- Reverse Transcriptase
(Invitrogen). La reaccion se realizd a 42 °C durante 1h
seguida de una incubacién a 70 °C por 15 min.

Control de la calidad por PCR (del ingles:
Polimerase chain reaction

La calidad de las sintesis realizadas fue comprobada
por PCR, con los oligonucleétidos especificos para
el gen del citocromo b (internos y externos),
disefiados a partir de la secuencia del aislado de
Mycosphaerella fijiensis 184.97.1 referida en el
GenBank (Tabla 1). Como control positivo fue utilizado
ADN gendmico de planta. Las amplificaciones fueron
realizadas en un volumen final de 20 pl, que contenia
2 ulde ADNc, 1.5 mM MgCl,, 0.2 de cada dNTP, 10
pmol de cada oligonucledétido, tampén PCR 1Xy 1U
Tag ADN polimerasa (Promega). Las condiciones del
PCR fueron: una desnaturalizacion inicial a 94 °C
por 5 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C 1 min, 55°C
1 miny 72 °C por 1 min, con una extensioén final
de 10 min a 72 °C, seguida de un paso de
enfriamiento a 4 °C.

Sintesis de la segunda cadena de ADNc

Se realiz6 por marcaje homopolimérico con la enzima
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (MBI
Fermentas). Varias combinaciones de
oligonucledtidos, (dC-BamH | + dT-Not |, dC-Xho | +
dT-Not 1, dC-BamH | + dT-EcoR |) fueron empleadas
para la amplificacion por PCR (Tabla 1). Esta se
desarroll6 en un volumen final de 20 pl, que contenia
5 ulADNgc, 1.5 mM MgCl,, 0.4 mM de cada dNTP y
oligonucleoétidos, tampén PCR 1X y 1U Taq ADN
polimerasa (Promega). Las condiciones de
amplificacién fueron: 3 ciclos a 94 °C por 30 s,49°C
por 2 min 'y 72 °C por 8 min, seguido de 30 ciclos a
94 °C por 30 s, 68 °C por 2 min 'y 72 °C por 8 min,
con una extension final a 72 °C por 10 min, seguida
de un paso de enfriamiento a4 °C.

PCR, clonacién y analisis de los clones
Los ADNCc obtenidos de la amplificacion por PCR con

los oligonucledtidos dC-BamH | + dT-Not |, fueron
reamplificados en las mismas condiciones,



purificados con el kit Nucleospin® Extract (Macherey-
Nagel) y posteriormente ligados al vector pGEMR-T easy
(Promega). Cada ligazén fue transformada en la cepa
de Escherichia coli XL-1 Blue, en medio de cultivo de
seleccion con Isopropyl a-D-thiogalactopyranoside
(IPTG) 0.1 mM, 5-bromo-4 chloro-3 indolyl-4-D
galactoside (X Gal) 40 ug.ml'y como antibiético de
seleccion para el plasmido, Ampicillina 100 pug.ml. Los
clones resultantes fueron comprobados por PCR de
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colonias, en un volumen final de 20 pl que contenia 1.5
mM MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 10 pmol de los
oligonucleétidos M13 (Tabla 1), tampén PCR 1Xy 1U
Tag ADN polimerasa (Promega). EI PCR fue iniciado
por desnaturalizacion a 94 °C por 10 min, seguido de
25 ciclos a 94 °C por 1 min, 55 °C por 1 miny 72 °C por
30 s, con una extensién final a 72 °C por 10 min y un
paso de enfriamiento a4 °C. Los clones recombinantes
con inserto fueron purificados con el kit Nucleospin
Extract (Macherey-Nagel) y secuenciados.

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados para el PCR en las reacciones de transcripcion reversa,
marcaje homopolimérico, analisis de la calidad de la sintesis del ADNc y de los clones recombinantes.

citocromo b

5-CCT TAT GGT CAA ATG TCT TTATGA GC-3

5-TTA CCT GAA CCT GCACTATCG TG-3

citocromo b intrén

5-TCT TATTTT TCC GCT TGA TTA GTA GG-3

5-GAG CAT TTG TGT TGG TAG TCG C-3

dT S5-TTTTTTTTTTITTTT-3'
De anclaje dC-BamH 1 dT- 5-AAC GGA TCC (CCC)s-3’
Not | dC-Xho 5-AAC GCG ATG CGG CCG (CCC), (TTT)s-3’
I dT-EcoR | 5-ATA CTC GAG CC (CCC)s-3
5-CCG GAATTC CGC CCC (TTT)e-3
M13 5-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3
5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3
RESULTADOS Y DISCUSION mismas (Ruiz-Roldan et al.,

Fue lograda la infeccion de las plantas de Calcutta 4
y Niyarma Yik con el homogenizado micelial de P.
fijiensis, en las condiciones de luz y humedad
existentes en la casa de cultivo, con un adecuado
desarrollo de los sintomas de la enfermedad. Como
ha sido descrito previamente por Alvarado et al.
(2003), la inoculacioén artificial de las plantas utilizando
la suspension de micelio, resulta ser un método facil,
rapido y factible para obtener el desarrollo homogéneo
y uniforme de los sintomas en las hojas inoculadas.

Fue realizada la sintesis de la primera cadena de
ADNCc para cuatro muestras (dos de cada cultivar en
estudio), a partir de ARN total de gran pureza e
integridad. Para la comprobacién de la calidad de los
ADNc sintetizados por PCR, fue utilizado ADN
gendmico de planta como patrén, para comparar las
tallas de los fragmentos amplificados con y sin intron
(1267 y 224) pares de bases (bp) respectivamente,
en la amplificacion con los oligonucleétidos del
citocromo b y (469 bp y no amplificacién) con los
internos del mismo gen (Figura 1 Ay B). Como
resultado de este ensayo se obtuvo, que los ADNc
sintetizados no presentaban contaminacién con ADN
genomico. De forma general la realizacién de esta
prueba con oligonucleétidos especificos, es de gran
importancia en todo proceso de sintesis, ya que
permite verificar la calidad e integridad de los ADNc
sintetizados por la ausencia de intrones en las

2001). Los
oligonucleotidos disefiados a partir de la secuencia
del gen del citocromo b fueron adecuados para este
analisis.

Se realizé la sintesis de la segunda cadena de
ADNc por marcaje homopolimérico para las cuatro
muestras, con la combinacién (dC-BamH | + dT-Not 1),
(Figura 2 A). Con las otras combinaciones hubo poca
amplificacion o ninguna por PCR (Figura 2 B). A
pesar de la complejidad que ofrece este método
de sintesis descrito por Eschenfeldt et al. (1987),
resultd ser adecuado y efectivo para la realizacion
de las sintesis.

Fueron obtenidas cuatro bibliotecas de ADNc, dos
para el cultivar resistente Calcutta 4 y dos para el
susceptible Niyarma Yik. Del analisis por PCR de 42
clones de una de las librerias de Niyarma Yik, 41
presentaron inserto y las tallas de los mismos
oscilaban entre 400 y 1 500 bp (Figura 3). Las
secuencias obtenidas de los clones fueron
comparadas con las bases de datos utilizando los
algoritmos BLAST disponibles en el sitio http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/. Como resultado de este
analisis se obtuvo que todas las secuencias
analizadas se correspondieron con genes
relacionados con hongos (Tabla 2). Se considera que
estos resultados estan asociados con el nivel de
infeccion que presentaban las plantas en el momento
de latoma de muestras. No existe ninguna referencia
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al respecto, pero la informacién obtenida de los Con el objetivo de obtener secuencias de los cultivares
fragmentos de genes secuenciados, esta relacionada Niyarma yik y Calcutta 4 relacionadas con el proceso
con proteinas involucradas en el metabolismo normal de interaccion se debera realizar la purificaciéon de
del crecimiento del hongo y no en su interaccién con ARN total en estadios mas tempranos de la infeccion
la planta. entre (4-10 DPI).
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Figura 1. Amplificacion especifica por PCR de ADN gendmico, con los oligonucleétidos del citocromo b resulta en un
fragmento de 1 287 bp (C), comparado con el de 224 bp para los ADNc de Calcutta 4 y de Niyarma yik (1-4) (A) y con
los oligonucleoétidos del citocromo b intron resulta en un fragmento de 469 bp (C), comparado con la no amplificacion
para los ADNc de Calcutta 4 y Niyarma yik (1-4). Gene ruler™ DNA ladder Mix (M). Gel de agarosa al 1 % tefiido con
bromuro de etidio.

MCc 1 2 3 4 M Cc 1 2 3 4

Figura 2. Continuacion del proceso de sintesis para las cuatro muestras. Sintesis de la segunda cadena de
ADNc por marcaje homopolimérico con los oligonucleétidos (dC-BamH 1+dT-Not 1) (A) (1-4) y con los
oligonucledtidos (dC-Xho | + dT-Not ) (B) (1-4). Reamplificacién por PCR de los ADNc con los oligonucleétidos
dC-BamH | + dT-Not1) (5-8). Gene ruler™ DNA ladder Mix (M). Gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de
etidio.

Figura 3. PCR de colonias con los oligonucleotidos M13, de 42 clones recombinantes obtenidos al azar de la
biblioteca de ADNc de Niyarma yik, (A-D). Gel de agarosa al 0.8 % tefiido con bromuro de etidio.
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Tabla 2. Homologia entre las secuencias obtenidas de la biblioteca de ADNc del cultivar Niyarma Yik y las secuencias

referidas en las bases de datos

Clon. Tamafio del Registro correspondiente en  Valor-E
Inserto (bp) las bases de datos (Blast X)
a01 395 Phosphoglycerate kinase 1€
a03-01 872 Phosphoglycerate kinase 9e%
b02 194 Hypothetical protein 3e’®
b06 501 Unspecific monooxigenase ~ 2e™°
d10 569 Unspecific monooxigenase ~ 1e™’
ho3 361 Succinate dehydrogenase 6e™
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