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RESUMEN: EIl tabaco (Nicotiana tabacum) es un cultivo de importancia econémica para Cuba. Su
rendimiento y calidad pueden afectarse por el ataque de microorganismos que le producen
enfermedades y entre los mas importantes se encuentra el oomycete Peronospora hyoscyami f. sp.
tabacina, agente causal del moho azul del tabaco. La especie Nicotiana megalosiphon es altamente
resistente a este patégeno y entre sus mecanismos de defensa se encuentra la expresion de genes
que codifican para proteinas de transferencia de lipidos (LTP). Con € objetivo de evaluar el efecto
de las LTP sobre la resistencia de la especie N. tabacum a esta enfermedad, se determiné la
expresion constitutiva de la LTP GBI110 obtenida de N. megalosiphon en plantas de la variedad
susceptible de N. tabacum Havana Petit SR1. Como resultado se obtuvo un grupo de plantas
transgénicas con un incremento de la resistencia a la enfermedad, lo que demuestra el efecto
inhibitorio de la LTP GBI110 en el desarrollo del patégeno. Se sugiere utilizar este gen como
mar cador de seleccidén de genotipos resistentes al moho azul del tabaco y en la obtencién de
transgeénicos en otros cultivos de importancia econdémica, asi como evaluar su efecto inhibitorio
sobre otros patdgenos.
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f. sp. tabacina)

EXPRESSION EFFECT OF GENE ENCODING LIPID TRANSFER PROTEIN GBII100ON
THE RESISTANCE OF Nicotianatabacum VAR. HAVANA PETIT SR1 TO Peronospora
hyoscyami f. p. tabacina

ABSTRACT: Tobacco (Nicotiana tabacum) is an economically important crop in Cuba. Its yield and
guality can be affected by several pathogenic microorganisms. The oomycete Peronospora hyoscyami
f. sp. tabacina is the causal agent of the tobacco blue mold, which is the most important disease of
this crop,. The noncultivated tobacco species Nicotiana megalosiphon has been shown to be highly
resistant to P. hyoscyami f. sp. tabacina. This pathogen induces the Lipid Transfer Protein (LTP)
gene expression as a defense mechanism of the plant following infection. In order to evaluate the
LTP effect on the N. tabacum resistance to blue mold disease, LTP GBI110 isolated from N.
megal osiphon was expressed in susceptible plants of N. tabacum var. Havana Petit SR1. Constitutive
expression of LTP GBI110 gene in transgenic tobacco enhanced resistance to the disease showing
an inhibitory effect in the development of P. hyoscyami f. sp. tabacina. LTP GBI110 is suggested to
be used in the marker assisted selection of tobacco resistant genotypes and in obtaining transgenic
plants in other economically important crops. Also, the inhibitory effect of LTP GBII10 against plant
pathogenic microorganisms could be evaluated.
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INTRODUCCION

El tabaco (Nicotiana tabacum L.) pertenece a la
familia de las solanéaceas. Es un cultivo de gran im-
portancia econémica para Cuba, con plantaciones
que se extienden practicamente a todas las provin-
cias, en un estimado de 34 000 ha de tierras cultiva-
bles (1).

El rendimiento y la calidad de este cultivo puede
verse afectado por diferentes enfermedades, entre ellas
el Moho Azul del Tabaco (2,3,4,5). Su agente causal
es el oomycete Peronospora hyoscyamif. sp. tabacina
Skalicky (5), que pertenece al reino Cromista
(5,6,7,8,9,10,). Este patdgeno es un biotrofo, con un
ciclo de la enfermedad que oscila entre los siete y 10
dias (2) y presenta una extrema movilidad, ya que sus
esporas pueden viajar por el aire hasta 5000 km de
distancia (11).

Las plantas de manera natural responden al ata-que
de patégenos a través de la activacion de una variedad
de mecanismos protectores, que evitan la replicacion
del patdgeno asi como su dispersion (12).

Entre las principales respuesta defensivas de N.
tabacum a P. hyoscyami f. sp. tabacina, descritas has-
ta la fecha, se encuentra el efecto inhibitorio del
terpenoide b-ionone sobre los esporangidsforosy las
esporangiosporas de P. hyoscyami f. sp. tabacina
(13,14). También, se identificd un grupo de proteinas
denominadas T-Filoplaninas, secretadas por los
tricomas de la superficie de las hojas de la planta, que
inhiben la germinacion de este oomycete y por tanto
impide el desarrollo de la enfermedad (15).

Recientemente, en plantas de la especie resis-
tente N. megalosiphon Van Heurck y Muell. Arg. ino-
culadas con P. hyoscyami f. sp. tabacina se identifi-
c0 el gen GBII10 que codifica para la proteina de trans-
ferencia de lipidos (LTP) (16). Esta pertenece a una
familia de proteinas pequefias de 9 y 10 kDa, que
contienen ocho residuos de cisteina con cuatro puen-
tes disulfuros conservados (17) y se incluyen en el
grupo PR-14 de las proteinas relacionadas con la
patogénesis (PR) (18).

Las LTP se distribuyen en forma abundante en las
membranasy paredes celulares y se expresan en res-
puesta a la infeccidn por patégeno, lo que sugiere que
son proteinas activas de la defensa de las plantas (19).
Ademas, pueden inhibir el crecimiento de patégenos
fungosos in vitro y son capaces de incrementar
sinérgicamente las propiedades antimicrobianas de
otros péptidos antimicrobianos como las defensinas y
tioninas (20).
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Teniendo en consideracion laimportancia de la en-
fermedad Moho Azul del Tabaco, asi como la funcién
de las LTP en la defensa de las plantas, el objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto de la expresién cons-
titutiva de la LTP GBII10 en plantas de la variedad sus-
ceptible de N. tabacum Havana Petit SR1 sobre la re-
sistencia a P. hyoscyami f. sp. tabacina.

MATERIALESY METODOS

Material vegetal

Las semillas de plantas de tabaco, pertenecien-tes
al género Nicotiana con diferente grado de resis-tencia
a P. hyoscyami f. sp. tabacina: Sumatra 104 y Petit
Havana SR1 (susceptibles) y N. megalosiphon (re-
sistente), se utilizaron para la obtencion de posturas,
a partir de la técnica de semilleros en bandejas flo-
tantes (21), con sustrato conformado por ciscara de
arroz y turba negra, en una proporcion (4:1). Alos 30
dias de edad, las posturas se transplantaron a mace-
tas de seis pulgadas que contenian 1900g del mismo
sustrato y se mantuvieron en casas de cultivo a 23°C,
con una humedad relativa del 90% y periodos de luz
y oscuridad de aproximadamente 12 horas, durante
15 dias (22).

Construccién del vector de expresion y transfor-
macion de las plantas de tabaco

ElI ADNCc correspondiente al gen que codifica para
la proteina de transferencia de lipidos (LTP) GBII10,
descrito por Borras-Hidalgo et al. (16), se clon6 en el
vector de transformacion pCambia 2300 para obtener
plasmidios binarios (CAMBIA, Australia).

La transformacion genética de plantas de N.
tabacum var. Petit Havana SR1 se realizd segun la
metodologia de Zambryski et al. (23). Para ello, se
transformo la cepa GV2260 de Agrobacterium
tumefaciens Smith y Townsend por el método del ni-
trégeno liquido (24) con los plasmidios binarios desa-
rrollados. Seguidamente, se transformaron discos de
hojas de plantas cultivadas in vitro, utilizando
kanamicina (100 mg.L*) como marcador de selec-
cion. Los discos de hojas se cocultivaron con los
clones de A. tumefaciens recombinantes por 48 ho-
ras en medio MS liquido (25). La regeneracion de los
brotes de plantas (4-6 semanas) se realizé en el me-
dio MS de regeneracioén y el enraizamiento de los
brotes de plantas (1-3 semanas) se efectud en el
medio MS de enraizamiento. Las plantas enraizadas,
con resistencia a kanamicina y con el gen LTP, se
transplantaron a macetas para su adaptacion en ca-
sas verdes durante 45 dias.
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Evaluaciéon de la expresion del gen LTP GBII10
en plantas transformadas mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR)

Se purifico el ADN gendmico de las hojas de plan-tas
transformadas y no transformadas, mediante un juego
de reactivos de Promega (Genomic DNA Purification
Kit). La PCR de los clones se realiz6 segun la metodo-
logia de Sambroock et al. (26) y se utiliz6 la enzima
Taq Pwo DNA Polimerasa (Heber Biotec).

Los cebadores utilizadas fueron GBII10F
(5’CGTATCTCGAGCATGCTGC3’) y GBII10R
(5'GTGGTCGCTGCGATGCTAGC3). Las condiciones
parala PCR fueron de 35 ciclos a 95°C por 1 min, 53°C
por 1 miny 72°C por 1 min, seguido por 5 mina 72°C.
El resultado de la reaccion se visualiz6 mediante la
tincion con bromuro de etidio, sobre un gel de agarosa
al 1%, expuesto a la luz ultravioleta y para la corrida
electroforética se utilizé una soluciéon de 1xTBE, un
voltaje de 110 volt, durante un tiempo de 30 min.

Inoculacion con P. hyoscyami f. sp. tabacina

Se utilizo el aislamiento IT11 de P. hyoscyamif. sp.
tabacina, suministrado por Instituto de Investigaciones
de Sanidad Vegetal. Se obtuvo originalmente de par-
celas experimentales pertenecientes al Instituto de In-
vestigaciones del Tabaco, de la provincia La Habana
en la campafia de 2007. Se conservo en plantas de N.
tabacum var. Criollo 98, susceptible ala enfermedad y
se homogenizo (27).

Se inocularon un total de 70 clones transgénicos,
70 plantas de N. tabacum var. Havana Petit SR1
(sus-ceptible a la enfermedad), 20 plantas de N.
tabacum var. Sumatra (altamente susceptible a la en-

fermedad) y 20 plantas de la especie N. megalosiphon
(resistente a la enfermedad).

Para la inoculacién de las plantas se colocaron en
un grupo de cinco a seis hojas jévenes ocho gotas de
10mL de una suspension con una concentracion de 5
x 10% esporas.mL?, determinada con un hemacitometro.
Las plantas se taparon con bolsas plasticas negras
hdmedas durante un periodo de 12 horas para promo-
ver la infeccién y seguidamente se sometieron a
fotoperiodos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuri-
dad. Se utilizaron como control plantas sanas inocula-
das con agua.

Las plantas inoculadas con el patégeno y los
con-troles se mantuvieron a una temperatura de 23°C.
La evaluacion de los sintomas se realizé 10 dias des-
pués de lainoculacién segin la metodologia recomen-
dada por Echiltz (28).

RESULTADOSY DISCUSION

Como resultado de la transformacion de las plan-
tas de N. tabacum var. Petit Havana SR1 con el gen
LTP, se obtuvo un 38,9% de eficiencia de transforma-
cion de brotes transgénicos en el medio de selec-
cion. De 351 brotes, 140 enraizaron en el medio con
el antibidtico (Fig. 1). Es importante sefialar que las
plantas transformadas con la LTP no presentaron va-
riaciones fenotipicas con respecto a las plantas no
transformadas.

Cuando se obtiene una planta transgénica, un paso
esencial es su caracterizacion molecular. Mediante
PCR con cebadores especificos, que amplifican sola-
mente el péptido maduro (150pb), se pudo comprobar

FIGURA 1. Plantasde Nicotiana tabacumvar Petti Havana SR1 transformadas. a) explantes no transformados en medio
de seleccion con antibidtico, b) regeneracion y enraizamiento de brotes transgénicos en medio MS con Kanamicina
(100mg.L1) y Claforan./ Transformed plants of N. Tabacum var. Petti Habana SR1. a) non-transformed explantingsin
selection medium with antibiotic, b) regeneration and rooting of transgenic shoots in MS medium with Kanamicine

(100mg.I'Y) and Claforan.
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la integracion del gen LTP GBII10 en el genoma de las
plantas de N. tabacum var. Petit Havana SR1Yy el éxito
de la transformacion.

Como resultado de la amplificacion, se observé una
banda a la altura de 150 pares de bases en el ADN
proveniente de las hojas de plantas transforma-das,
coincidiendo con la talla de la banda amplificada en el
control positivo (gen LTP GBII10 clonado en
pBluescript). En los controles negativos empleados
(ADN de N. tabacum var. Petit Havana SR1 no
trans-formadas y H,0) no hubo amplificacion (Fig. 2).

MM 1 2 3 4 5 6

150pb

FIGURA 2. Corridadectroforéticaen gel deagarosaa 1%.
Comprobacion por PCR de la integracion del gen LTP
(GBII110) en plantas transgénicas de Nicotiana tabacum
var. Petit Havana SR1. MM: marcador de peso molecular
1kb; 1: control positivo (gen clonado en pBlueScript); 2, 3,
4: plantasdeN. tabacumvar. Petit Havana SR1 transforma-
das, 5: plantade N. tabacumvar. Petit Havana SR1 notrans
formas; 6: agua./ Electrophoresison 1% agarose gel. PCR
confirmation of the gene LTP(GBII10) integration into
transgenic plants of N. tabacum var. Petit Havana SR1.
MM: molecular weight marker 1kb Ladder (Promega); 1:
positive control (gene cloned in pBlueScript; 2,3,4:
transformed plants of N. tabacum var. Petit Havana SR1;
5: nontransformed plantsof N. tabacum var. Petit Havana
R1; 6: water.

Se obtuvieron un total de 70 clones transgénicos
gue presentaron integrado en su genoma el fragmento
de 150 pb correspondiente al gen. Del total de clones,
68 expresaron el gen LTP GBII10 y mostraron el grado
de resistencia a la enfermedad moho azul, correspon-
diente a la categoria resistente (28), 10 dias después
de lainoculacién con el patégeno. Estos tuvieron igual
comportamiento que el control resistente (N.
megalosiphon), a diferencia de los controles
sus-ceptibles (N. tabacum var. Petit Havana SR1 no
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trans-formaday N. tabacum var. Sumatra), los cuales
reflejaron los sintomas de manchas amarillas y
necroticas, tipicos de la enfermedad, correspondien-
tes a las categorias susceptible y altamente suscepti-
ble respectivamente (28) (Fig. 3).

En N. tabacum, el ciclo de infeccion comienza con
la germinacion de las esporangiosporas y la penetra-
cién del hospedante en aproximadamente dos horas y
media, seguido de lainvasién del espacio intercelular,
alrededor de cuatro horas. El primer haustorio se for-
ma seis horas después, cuando la hifa entra en con-
tacto con las células del mesdéfilo (29,30). Las
va-riedades de N. tabacum: Sumatra 104 y Petit Havana
no transformada, se comportan de manera suscepti-
ble frente a P. hyoscyami f. sp. tabacina, por lo que se
puede esperar un tiempo similar de ocurrencia de los
eventos de infeccion.

En el patosistema establecido entre N.
megalosiphon y P. hyoscyami f. sp. tabacina, las plan-
tas no mostraron los sintomas de la enfermedad Moho
Azul (Fig. 3). Esto indica claramente que la infeccion
producida por este biétrofo resulté en una interaccion
planta-patégeno del tipo incompatible.

La expresion constitutiva del gen que codifica para
la proteina de transferencia de lipidos LTP GBII10 en
plantas transgénicas de N. tabacum var. Petit Havana
SR1 (Fig. 3), trajo consigo un incremento de la resis-
tencia de estas plantas a la infeccion con el patégeno.

Sin embargo, el silenciamiento de la LTP GBII10
en plantas de N. megalosiphon mediante vectores
virales que inducen silenciamiento génico (VIGS), no
afecta el grado de resistencia de esta especie al pa-
tégeno (16).

Esto indica que es probable que la proteina codifi-
cada por este gen, forma parte de los mecanismos de
defensa no especificos de estas plantas y que eleva-
dos niveles de transcriptos correspondientes a este
gen, pueden tener un efecto negativo para el desarrollo
del patégeno. Las LTP son proteinas basicas de 9kDa
gue en las plantas constituyen el 4% de la proteina
total. Ellas son capaces de transferir lipidos entre las
membranas in vitro y en las plantas participan en va-
rios procesos fisiolégicos, incluyendo la re-sistencia a
enfermedades (31).

En plantas de N. tabacum susceptibles, la
sobreexpresion de las LTP CALTP1 y CALTP2,
incremento la resistencia al oomycete Phytophthora
nicotianae Breda de Haan y a la bacteria Pseudomonas
syringae pv. tabaci (Wolf y Foster; Young et al.). En
este caso el aumento en la resistencia fue dependien-
te del nivel de transcripto (32).
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FIGURA 3. Compendio deimagenes que muestrael comportamiento de plantas transgénicas de Nicotiana tabacumvar.
Petit Havana SR1, que expresan constitutivamente el gen LTP (GBI110), alaenfermedad del Moho Azul del tabaco. CR:

control resistente (plantas slvestresdela especie Nicotiana megal osiphon); CS: control susceptible (plantasde N. tabacum
var. Sumatra); SR1:LTP(1), SRLLTP(2), SRLLTP(3), SR1:.LTP(4): plantasdeN. tabacumvar. Petit Havana SR1 transformadas;

SR1(1), SR1(2), SR1(3): Plantasde N. tabacumvar. Petit Havana SR1 notransformas. Las evaluacionesserealizaron alos 10
dias después delainoculacion con € patégeno./ Compendium of images showing the behavior of transgenic plants of
N. tabacum var. Petit Havana SR1, which expressthe gene LTP (GBI110) constitutively, to the tobacco blue mold. CR:

resistant control (wild plants of the species N. Megalosiphon); CS susceptible control (plants of N. tabacum var.
Sumatra); SR1:LTP(2), SR1:LTP(3), SR1L:LTP(4): transformed plants of N. tabacum var. Petit Havana SR1; SR1(1),
R1(2), SR1(3): Non-transformed plants of N. tabacum var. Petit Havana SR1: Evaluations were carried out ten days

after inoculation with the pathogen.

Estudios recientes demostraron el potencial
antifungico de las LTP. Se observd que plantas
transgénicas de arroz que contienen el gende laLTP
Ace-AMP1 de cebolla (Allium cepa L.) mostraron acti-
vidad antimicrobiana hacia Magnaporte grisea (T.T.
Hebert) M.E. Barr, Rhizoctonia solani Kuhn y
Xanthomonas oryzae sp. oryzae (Fang et al.) (33). En
este mismo cultivo, la expresion de la LTP110 inhibe la
germinacion de las esporas de Pyricularia oryzae Cav.
(34). También plantas transgénicas de trigo (Triticum
aestivum L.) mostraron un incremento de la actividad
antifangica contra Blumeria graminis f. sp. tritici (DC.)
Speer (31).
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Adicionalmente, investigaciones con plantas de tri-
go (T. aestivum) revelaron que la sobreexpresion
transiente de la LTP1, reduce la eficiencia de la pene-
tracion por el mildiu polvoriento (B. graminis f.sp. tritici)
en un cultivar susceptible, en alrededor de un 28,3%.
Esto indica el posible papel inhibidor de esta proteina
sobre las estructuras del patégeno para realizar esta
funcion (31).

Finalmente, varios autores sefialan, que en plantas
transgénicas de tabaco y de Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh., la expresién de la LTP2 de frijol (Phaseolus
vulgaris L.), incrementé la tolerancia a bacterias
patogenas (35,36), lo cual es debido a las propiedades
antibidticas que poseen las LTP (37).



Se hainformado que no todas las PR-proteinas son
antimicrobianas, por lo que la identificacion y el aisla-
miento de proteinas con estas caracteristicas es im-
portante para su uso en el desarrollo de plantas
transgénicas con resistencia a patdgenos. No obstan-
te esta es una estrategia que no se realiza en el cultivo
del tabaco en Cuba, pues las leyes del pais prohiben
elaborar cigarros y cigarrillos a partir de va-riedades
transgénicas de N. tabacum. Por lo tanto, laLTP GBII10
obtenida de la especie N. megalosiphon pudiera ser
utilizada en la obtencién de transgénicos en otras
solanaceas de importancia econémica, que son afec-
tadas por varios patégenos.

La expresion constitutiva de la LTP GBII10 en N.
tabacum var. Petit Havana SR1 no afectd el fenotipo
de las plantas transformadas e incrementé la
resis-tencia de las mismas a la enfermedad moho azul.
Por lo tanto, se recomienda determinar si este gen
pudiera ser utilizado como marcador molecular para la
seleccidn de genotipos resistentes a esta enfermedad,
asi como evaluar el efecto inhibidor de la proteina codi-
ficada por este gen, sobre otros microorganismos
patégenos, con el fin de crear las bases para el
desa-rrollo de un producto biolégico.
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