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RESUMEN

La identificacion de genes de interés para el mejoramiento genético de Musa spp. contra
Pseudocercospora fijiensis (Morelet) Deighton se ve limitada por el escaso conocimiento de los
mecanismos moleculares de la interaccion planta-patdgeno. Las lipasas de tipo GDSL constituyen
blancos promisorios al estar relacionadas con los mecanismos de resistencia y suceptibilidad a
patdégenos. El objetivo de este trabajo fue determinar mediante PCR cuantitativo los perfiles
de expresion del gen de una lipasa de tipo GDSL de Musa acuminata Colla durante las
interacciones compatible e incompatible con P. fijiensis. A partir del andlisis realizado se identifico
el gen que codifica para la lipasa de tipo GDSL en el genoma de banano y se comprobdé su
sobreexpresion en la interaccion compatible en estadio temprano de infeccién.

Palabras clave: Mycosphaerella fijiensis, PCR cuantitativo, Sigatoka negra

Expression profile of a GDSL-like lipase during compatible and
incompatible interactions between Musa spp. and Pseudocercospora
fijiensis

ABSTRACT

The identification of genes of interest for the genetic improvement of Musa spp. against
Pseudocercospora fijiensis (Morelet) Deighton is constrained by the limited knowledge of the
molecular mechanisms of the plant-pathogen interaction. GDSL-like lipases are promising targets
since they are related to the mechanisms of resistance and susceptibility to pathogens. The
aim of this work was to determine, through quantitative PCR, the expression profiles of a
GDSL-like lipase gene from Musa acuminata Colla during compatible and incompatible interactions
with P. fijiensis. Based on this analysis, the gene coding for the GDSL-like lipase was identified
in the banana genome and its overexpression was verified in the compatible interaction at the
early stage of infection.
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INTRODUCCION

El cultivo de bananos y platanos (Musa spp.)
a nivel mundial se ve afectado por la incidencia
de enfermedades y plagas, dentro de las que
destaca la Sigatoka negra, causada por
Pseudocercospora fijiensis (Morelet) Deighton.
La transformacion genética constituye una
alternativa para obtener cultivares resistentes

a esta enfermedad. Sin embargo, no se cuenta
con cultivares de bananos comerciales
obtenidos por esta técnica con resistencia a
P. fijiensis, por lo que la busqueda de nuevos
genes y estrategias continda.

Portal et al. (2011) identificaron un grupo de
EST (del inglés: Expressed Sequence Tag) que
se expresaban de forma diferencial durante
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la interaccion compatible ‘Grande naine’ (Musa
AAA)- P. fijiensis. Uno de estos genes fue
identificado como una posible lipasa de tipo
GDSL mediante BLASTX por similitud de
secuencias con la proteina AAP05801.1 de
arroz (Oryza sativa L.).

En otros patosistemas, las lipasas de tipo GDSL
se han relacionado con la actividad
antifingica. Por ejemplo, la lipasa de tipo GDSL
de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. AtGLIP1
modula la resistencia a Alternaria brassicicola
(Schwein.) Wiltshire al provocar la ruptura de
las hifas y esporas del hongo (Oh et al., 2005),
y a través de la inducciéon de una respuesta
de defensa mediada por etileno (Kwon et al.,
2009). Ademas, en pimiento (Capsicum annum
L.) CaGLIP1 esta involucrada en la respuesta
de defensa al dafio y a patégenos (Hong et
al., 2008). Adicionalmente, AtGLIP2 participa
en la defensa contra Erwinia carotovora
(Jones) Dye mediante la regulacion negativa
de la via de sefializacion por auxinas (Lee et
al., 2009).

El objetivo de este trabajo fue determinar
mediante PCR cuantitativo los perfiles de
expresion del gen de una lipasa de tipo GDSL
de Musa acuminata Colla durante las
interacciones compatible e incompatible. A
partir del andlisis realizado se identifico el gen
que codifica para dicha lipasa en el genoma
de banano y se comprobd su sobreexpresion
en la interaccion compatible en estadio
temprano.

MATERIALES Y METODOS

Las dos secuencias clasificadas previamente
como lipasas de tipo GDSL, a partir de la
biblioteca sustractiva de ADNc (Portal et
al., 2011) fueron comparadas mediante
BLAST con la base de datos del genoma de
M. accuminata (D’hont et al., 2012), a través
de la plataforma Banana Genome Hub (http:/
/banana-genome-hub.southgreen.fr/), con
el objetivo de identificar el gen
correspondiente en Musa spp.

Las plantas de ‘Calcutta 4’ y ‘Grande naine’
se propagaron in vitro y se cultivaron durante
tres meses en condiciones de casa de cultivo
(Orellana, 1994). La inoculaciéon con una
suspension micelial de P. fijiensis (cepa CCIBP-
Pf-83) se realiz6 de acuerdo con el protocolo
descrito por Leiva-Mora et al. (2010).
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El ARN total se aisl6 a partir de hojas
infectadas y no infectadas de acuerdo con el
protocolo descrito por Liao et al. (2004). Se
tomaron tres réplicas biolégicas en cada
tiempo de muestreo (3, 6, 9, 12 y 15 dias
posteriores a la inoculacién; dpi).

La amplificacion por PCR cuantitativo se realizé
segun lo descrito por Portal et al. (2011) en
placas opticas de 96 pocillos con el sistema
de deteccién en tiempo real Mx3005P
(Stratagene) con la mezcla maestra SYBR
Green (Stratagene). Parala amplificacion de
la lipasa de tipo GDSL se emplearon los
cebadores siguientes: Gdsl_Fwd: 5'-
CCCATCACAAAAGAAGAAG-3'y Gdsl_Rev: 5'-
CCCCGTCAACATTCATCAG-3' y para el gen
constitutivo de referencia actina | de M.
acuminata (GenBank EF672732.1) Actl_Fwd:
5'-GGTTAGACATCCTTTTCCTCTC-3’ y
Actl_Rev: 5’- GCATCATCTCCAGCGAAAC-3,,
que generan amplicones de 120 pby 130 pb,
respectivamente. Los niveles de expresion del
gen se expresaron como relativos a los niveles
en plantas no infectadas (Control) en cada
tiempo de muestreo.

RESULTADOS Y DISCUSION

La comparacion de las secuencias de Portal
etal. (2011) con la base de datos del genoma
de M. accuminata mostré que los dos EST
obtenidos en la biblioteca sustractiva
correspondieron a un unico gen, identificado
como Ma02_g12980 y anotado como lipasa
de tipo GDSL (D’hont et al., 2012).

Este gen esta localizado en el cromosoma 2,
y consta de cinco exones distribuidos en 1591
pb y codifica para un polipéptido de 356 aa,
segun la informacion disponible en Banana
Genome Hub (Droc et al., 2013).

El andlisis realizado mostré una sobreexpresion
del gen de la lipasa de tipo GDSL en el
cultivar susceptible a los 3 dpi con P. fijiensis
(Figura 1).

Por otro lado, en el cultivar resistente se
reprimid la expresion del gen de la lipasa
durante el periodo analizado (Figura 1). Este
resultado podria indicar un posible papel de
esta enzima en los procesos de susceptibilidad,
en lugar de resistencia, al estar relacionada
con una respuesta inadecuada ante la
presencia del patégeno.
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Figura 1. Analisis de expresion cuantitativa de lipasa de tipo GDSL durante la interaccion
compatible (‘Grande naine’, Musa AAA) e incompatible (‘Calcutta 4’, Musa AA) con
Pseudocercospora fijiensis. A: Niveles de expresion de relativos a los niveles en plantas no
infectadas (C). El gen actina | de Musa acuminata (AAA) (GenBank EF672732.1) fue utilizado
como gen constitutivo. Las lineas verticales indican errores estandar (n = 3). B: Progreso de la
enfermedad en las plantas inoculadas en cada uno de los tiempos de muestreo (6, 9, 12, 15

dias posteriores a la inoculacion).

Al respecto, se ha descrito que la lipasa 1 de
tipo GDSL (CaGLIP1) aumenta la
susceptibilidad a Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Doidge) Dye. en pimiento, a
Pseudomonas syringae pv. tomato van Hall
1902 y al oomicete Dbiotréfico
Hyaloperonospora parasitica (Pers.)
Constant., cuando es sobreexpresada en A.
thaliana (Hong et al., 2008). Adicionalmente,
en arroz la represion simultdnea de los genes
de las lipasas de tipo GDSL, OsGLIP1y OsGLIP2
aumenta la resistencia a patégenos fungicos
y bacterianos, mientras que su sobreexpresion

incrementa la susceptibilidad (Gao et al.,
2017). Tanto CaGLIP1, como OsGLIP1 y
OsGLIP2 han sido identificados como
reguladores negativos de la inmunidad, lo que
sugiere una variabilidad de funciones dentro
de este grupo de enzimas. Los estudios
mencionados contribuyen a la acumulacién de
evidencias sobre el papel de los lipidos y sus
productos en la inmunidad en plantas. Por
tanto, el estudio de las lipasas de tipo GDSL
como enzimas reguladoras del metabolismo
lipidico podria resultar promisorio para el
mejoramiento genético en plantas.
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CONCLUSIONES

El gen Ma02_g12980 presente en el genoma
de M. acuminata codifica para una lipasa de
tipo GDSL y esta se expresa de manera
diferencial durante las interacciones
compatible e incompatible con P. fijiensis.
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