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Resumen

La marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum E.F. Smith es una de las enfermedades bacterianas mas impor-
tantes que ataca a cultivos agricolas como papa, tomate, banana, entre otros, causando grandes pérdidas en la produccion.
Desafortunadamente, su control ha sido dificil por su amplio rango de hospederos alternativos, su supervivencia en el suelo y su
variacion biolégica y genética; asi como porque no hay variedades con altos niveles de resistencia y porque no existe un control
quimico efectivo. Quorum sensing (percepcion de quorum) es el fendmeno mediante el cual la acumulacion de unas moléculas
permite a una bacteria saber el nUmero de bacterias que se encuentran en el medio es decir la densidad poblacional. La bacteria
R. solanacearum posee un sistema quorum sensing para la regulacidon de la expresién de genes de virulencia, y en la cual la
molécula 3-OH-PAME es el autoregulador de esta sefal. Se conoce que la molécula BHPMEH hidroliza a 3-OH-PAME, anulando
asi la sefal de autorregulacion y por tanto la comunicaciéon quorum sensing en R. solanacearum. Con el objetivo de evaluar el
gen Bhpmeh, se disefiaron dos vectores que expresen este gen bajo el control de dos diferentes promotores, los cuales fueron
verificados por andlisis de restriccion, secuenciamiento y posteriormente mediante técnicas de agroinfiltracion, se observé su
expresion y su efecto frente a R. solanacearum en hojas de papa de la variedad Desiree. Los resultados de la expresion transito-
ria, muestran que el gen Bhpmeh retrasé la apariciéon de sintomas de la marchitez bacteriana y seria un candidato potencial para
transformacion genética de la planta entera.

Palabras clave: Expresion transitoria; marchitez bacteriana; quorum sensing; Ralstonia solanacearum; quorum quenching.
Abstract

Ralstonia solanacearum is the causal agent of the devastating bacterial wilt disease that attacks important agricultural crops such
as potato, tomato, banana, among others, causing serious yield losses. Control of R. solanacearum is difficult because of its wide
range of alternate hosts, its long survival in soil, its biological and genetic variation, the lack of natural resistance sources and the
insufficiency of the appropriate chemical control measures. Quorum sensing is the term that describes the phenomenon whereby
the accumulation of molecules allows bacteria to know the number of bacteria found in the environment (population density). R.
solanacearum has a quorum sensing system for the regulation of the expression of virulence genes; the molecule 3-OH-PAME is
the self-regulatory signal. The molecule BHPMEH hydrolyzes 3-OH-PAME nullifying the signal of virulence, and thus, the quorum
sensing communication in R. solanacearum. In order to evaluate the Shpmeh gene we designed two vectors that express this
gene under the control of two different promoters. Both vectors were verified by restriction analysis and sequencing. Agroinfiltration
assays were used to analyze gene expression and the effect against R. solanacearum in potato (Solanum tuberosum) leaves. The
results of the transient expression experiments showed that the expression of gene Bhpmeh caused a delay in the appearance of
symptoms of bacterial wilt and thus is a good candidate for whole genetic plant transformation.
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Introduccion

La marchitez bacteriana causada por la bacteria Ralstonia
solanacearum E.F. Smith, es la principal enfermedad bacteriana
que limita la produccién de papa en la mayoria de las regiones
tropicales y subtropicales del mundo. La enfermedad es causa-
da principalmente por la raza 3, bv 2A, Filotipo II y sequevar
1, adaptada tanto a climas calurosos como frios (menor a 18
°C); asi como a grandes altitudes (mayor a 2500 m). En climas
frios, la bacteria se desarrolla muy lentamente o permanece en
estado de latencia dentro de la planta y tubérculos infectados,
sin que los sintomas sean notados (Boletin fitosanitario 2006),
convirtiéndose en un peligro potencial, porque la semilla de
papa infectada constituye el medio principal para la disemina-
cién de R. solanacearum cuando los tubérculos infectados con
esta bacteria se siembran en lugares cdlidos (Aley et al. 1999).
Es asi, que pueden producirse severos brotes de la enfermedad
ocasionando una reduccién de hasta el 90% del rendimiento del
cultivo y pérdidas en almacenamiento hasta un 98% (SENASA
2005). Ademds de provocar la pérdida del tubérculo y la planta,
la bacteria sobrevive en el suelo, por lo que el campo debe ser
abandonado para este cultivo (Borba 2008). Por otro lado, este
microorganismo presenta una gran diversidad genética (Yu et al.
2003), un amplio rango de hospederos (Allen et al. 2004), una
extensa distribucién geogréfica y una alta patogenicidad lo cual
ha permitido la clasificacién de la bacteria en razas y biovares
(French 1965), sin embargo un nuevo sistema de clasificacién
para R. solanacearum fue propuesto por Fegan y Prior en el 2005,
basado en el andlisis de la secuencia espaciadora interna (ITS por
sus siglas en inglés) dividiéndolo en cuatro grupos genéticos, o
Filotipos, cada uno de los cuales refleja el origen geografico de
la cepa. (Fegan & Prior 2005).

La virulencia y los factores de patogenicidad de R. solanacea-
rum son transcripcionalmente controlados por una extensa red
de caminos distintos, que interactiian en la via de transduccién
de sefiales. El nicleo de esta red es el sistema sensorial de cinco
genes phe (phenotype conversion) (Schell 2000). PhcA es el fac-
tor central en una compleja cascada de regulacién que activa la
expresién de numerosos genes que codifican factores de virulen-
cia tales como EPS I y varias exoproteinas, causando marchitez
al restringir el flujo de agua a través del xilema y facilitando la
invasién y la colonizacién vascular. Ralstonia solanacearum posee
un sistema guorum sensing para la regulacién de la expresion de
estos genes de virulencia, siendo la molécula 3-hydroxy-palmitic
acid methyl ester (3-OH-PAME) el auto regulador de esta red
(Flavier et al. 1997). Esta caracteristica convierte a la molécula
3-OH-PAME, en un potencial blanco para el desarrollo de inhi-
bidores de los factores de virulencia (Shinohara et al. 2007). El
sistema de quorum quenching (interceptacién del quorum) actta
bloqueando distintos pasos implicados en quorum sensing, tales
como la generacién del agente autoinductor, la acumulacién del
agente sefial, o bien la recepcién de la senal (Dong et al. 2007).
Shinohara et al. (2007) purificaron y caracterizaron la molécula
[-Hydroxypalmitate methyl ester hydrolase (BHPMEH), aisla-
da a partir de Ideonella sp. La enzima PHPMEH hidroliza a la
molécula 3-OH-PAME en 3-OH 4cido palmitico y metanol,
y anula asi la sefial guorum de R. solanacearum. Debido a que
se conoce poco acerca del gen Bhpmebh y la resistencia que po-
tencialmente puede conferir este gen expresado en plantas de
papa, el presente trabajo evalué la expresién del gen fhpmeh in
vivo, cuya enzima del mismo nombre es inhibidora de la sefal

qudrum sensing 3-OH-PAME, sefial responsable de la induccién
de genes de virulencia en R. solanacearum.

Materiales y métodos

Material vegetal.- Las pldntulas de papa variedad Desiree
fueron obtenidas del banco de germoplasma del Centro Inter-
nacional de la Papa (CIP) (accesién CIP800048). Las pldntulas
de Nicotiana benthamiana, fueron suministradas por el drea
de virologfa del CIP para la estandarizacién de la técnica de
agroinfiltracion.

Disefio de pldsmidos.- El gen f/pmebhy el promotor GRP1.8
fueron sintetizados por la compania Intelechon (7he Synthetic
Genes Company, Alemania), ambas secuencias fueron clonadas
en el sitio de clonamiento multiple del vector pENo8H. El gen
Phpmebh fue sintetizado basado en codones optimizados para
plantas; hacia el extremo 5’ del gen se agregaron secuencias
reguladoras como la secuencia potenciador PVA 5’UTR que
proviene del virus A de papa (PVA por sus siglas en inglés, gé-
nero Potyvirus) la cual potenciard la traduccidn del gen Bhpmeb.
Adicionalmente en el extremo 5’ del gen se agregé la secuencia
del péptido sefial GRP y que posteriormente dirigird la proteina
hacia el espacio extracelular. El gen optimizado fhpmebh se clond
en el sitio Smal del vector pBINGI (Bendahmane et al. 2002) el
cual contiene el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor
(CaMV, género Caulimovirus) y el gen nptll que codifica para
una neomicina fosfotransferasa responsable de la resistencia
al antibidtico kanamicina usado como agente de seleccidén, la
construccién final se denominé pPAMEH (Fig. 1).

Para la construccién del segundo pldsmido se removid el pro-
motor 35S del vector pBING1 con la enzima Ecorl, para clonar
en aquel sitio la secuencia hibrida GRP1.8-PAMEH obtenida por
PCR de extensién por solapamiento, el cual consistié en amplifi-
car independientemente el promotor GRPI.8 usando los inicia-
dores EcoRV-GRP1.8 Fw: GATATCGCTTCCCTCTTAGG y
GRP1.8 Rv: GTAGTTTGTTTATTTTTATCCCACTTAAAG
y el gen optimizado fhpmeh usando los iniciadores GRP1.8_
PVA_SP_PAME Fw: CTTTAAGTGGGATAAAAATAAACA-
AAC y EcoRV_PAME Rv: GATATCCACCTTATTGGGCG
y luego unirlas en una segunda reaccién de PCR usando los
iniciadores EcoRV-GRP1.8 Fw y EcoRV_PAME Rv (Sambro-
ok & Russel 2006), a este segundo plésmido se le denominé
pGRP_PAMEH (Fig. 1). La verificacién del clonamiento y la
orientacién de los fragmentos se llevd a cabo mediante digestion

con las enzimas EcoRl'y HindIIl'y se usé el secuenciamiento de
ADN para comprobar la integridad de las secuencias clonadas.

Agroinfiltracién.- Se sembrd Agrobacterium tumefaciens
conteniendo el pldsmido pPAMEH en caldo Luria Bertani (LB)
y se incubé a 28 °C por 2 dias. Seguidamente, se inocul$ 300 pLL
del cultivo en 50 mL de medio LB suplementado con 5 pL de
acetosiringona (200 mM) y se incubé toda la noche a 28 °C. Pos-
teriormente, las células fueron precipitadas por centrifugacién y
resuspendidas en solucién tampén de agroinfiltracién (MgCl, 10
mM, acetosiringona 150 pM); ajustando la concentracién final
a una Densidad Optica (DO) de 0.25 a 620 nm. Los cultivos
fueron incubados a temperatura ambiente por 3 horas antes de
la infiltracién. La infiltracién con las suspensiones bacterianas
se hizo con la ayuda de una jeringa estéril (sin aguja) y en el
envés de toda la hoja.
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Figura 1. Construcciones genéticas pPAMEH y pGRP_PAMEH para transformacion y expresion del gen Bhpmeh en plantas.
35S, promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S; GRP1.8, promotor especifico de xilema; PVA enhancer, potenciador
de la traduccion; GRP signal peptide, sefial para exportacién de la proteina hacia el espacio extracelular; npt/l gen neomicina

fosfotransferasa II; LR borde derecho; LB, borde izquierdo.

Infeccién con R. solanacearum.- La cepa 204 (raza 3 biovar
2A, Filotipo Il y sequevar 1) de R. solanacearum fue sembrada
en medio Ke/man e incubada a 28 °C por 2 dfas, al cabo de los
cuales se agregé agua destilada estéril y se removid la masa bac-
teriana con la ayuda de un hisopo estéril. Las células bacterianas
fueron resuspendidas en solucién tampén de agroinfiltracién
hasta llegar a una concentracién final correspondiente a una
DO de 0.1 a 600 nm, que corresponde a 2x10® UFC por mL.
La infiltracién en la hoja fue similar a la agroinfiltracién con la
tnica diferencia de que sélo se infiltré una porcién de la hoja.
Las plantas después de la infiltracién fueron mantenidas a 22 +1
°Cyy la evaluacidn se realizé a partir de la aparicién de sintomas.

Determinacién de la poblacién de R. solanacearum.- A las
0, 12 y 24 horas post infeccion de cada tratamiento (Rs control,
Agro-pPAMEH+Rs, Agro-pBING61+Rs, y Agro+Rs) se colectaron
dos hojas, tomando un disco de aproximadamente 0.5 cm de
didmetro por hoja con un tubo eppendorf de 1.5 mL, usindo-
lo a manera de sacabocado. Se afadi6 a cada tubo 500 pL de
agua destilada estéril y se trituré los discos de hoja con un asa
de siembra estéril, luego se realizaron cinco diluciones seriadas
(1:10). Se sembré en el medio Kelman 5 pL de cada una de las
diluciones por cuadriplicado y se incubé a 28 °C por dos dias,
al cabo de los cuales se conté el ndmero de colonias y se reporté
como unidades formadoras de colonias (UFC).

Aislamiento de ARN.- El ARN total fue aislado a partir de
hojas colectadas al tercer dia de la agroinfiltracién usando el
método de extraccién con Trizol (Reagent-INVITROGEN) y
digiriendo el ADN con DNase TURBO (Ambion). La calidad
del ARN extraido fue visualizada bajo luz UV sobre un gel de
agarosa al 2% tenido con GelRed (Biotium). El ARN aislado
fue convertido en ADNc por la transcriptasa reversa M-MLV
(Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se realizd
un RT-PCR para la deteccién del ARNm del gen fhpmebh, para
ello se usaron los iniciadores PAHME Fw: GGGCGAAGTT-
GGCAAAATATCCy pameh Rv: GATCAGAGCTACCCAGG-
GAAGTG. El volumen final de la reaccién de PCR fue de 25
pL, conteniendo 25 ng de ADNc, 1X PCR buffer, 0.2 pM de
cada cebador, 0.2 uM dNTPsy 1 U de la enzima GoTaqg DNA

polimerasa (Promega). El programa de PCR usado fue: 95 °C
por 2 min; 35 ciclos de 94 °C por 30seg, 55 °C por 30 segundos
y 72 °C por 15 segundos; y una elongacién final de 72 °C por 5
minutos. La amplificacién se realizd en el termociclador Veriti
(Applied Biosystems).

Extraccién de proteinas totales.- Se extrajo las proteinas
totales a partir de hojas de V. benthamiana alas 72 h después de
la agroinfiltracién. Se infiltré las hojas con tampén de extraccién
(Tris-HCl 0.05, DDT 1 mM, EDTA 1 mM), en seguida las
hojas fueron colocadas en una jeringa sin émbolo de 5 mL y esta
dentro de un tubo Falcon de polipropileno de 14 mL, luego se
centrifug6 a 3000 rpm por 10 minutos. El liquido intercelular
que se colecté en los tubos fue inmediatamente transferido
a tubos de 1.5 mL y congelados a =20 °C. Para el andlisis de
SDS-PAGE se agregé a cada muestra tampén de carga (Glicerol
10%, Tris-HCl 50mM, azul de bromofenol 0.2%, SDS 2%,
[3-Mercaptoetanol), se hirvieron por 5 minutos y finalmente
fueron inmediatamente colocados en hielo para evitar su rena-
turacién. El gel de acrilamida estd compuesto de dos sectores:
el gel concentrador (4% de acrilamida) y el gel separador (15%
de acrilamida). La corrida se realizé entre 60 — 70 Voltios(V)
durante dos horas hasta que las muestras se apilaron y llegaron
todas al gel separador se subi6 el voltaje a 100 V y se dej6 correr
aproximadamente 3 horas, terminada la corrida se realizé la
tincién del gel con una solucién de azul de coomassie (0.025%).

Resultados y discusion

Verificacién de los vectores de transformacién.- La diges-
tién del pldsmido pPAMEH con la enzima HindIII generd los
fragmentos esperados de tamanos 12145 pb y 2398 pb. De igual
forma, el pldsmido pGRP_PAMEH generé dos fragmentos de
12359 pb y 2402 pb al ser cortado con la enzima de restriccién
HindlII, mientras que la digestién doble con EcoRI'y HindII]
generd 4 fragmentos de restriccién de 11726, 1638, 764 y 633
pb (Fig. 2). La integridad de los promotores y la secuencia del
gen fhpmeh fueron confirmadas por secuenciacién. Las secuen-
cias fueron ensambladas y posteriormente analizadas por un
alineamiento local con BLASTX, los resultados del alineamiento
muestran que nuestra secuencia peptidica tiene una identidad
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Figura 2. Fragmentos de restriccion del plasmido pGRP_PAMEH usando las enzimas EcoRl'y Hindlll en digestiones simples

y dobles. Marcador, 1Kb plus DNA ladder.

del 99% con respecto a la secuencia de la proteina pHPMEH
de Ideonella sp. FERM BP-08660 (accesién: BAF64544.1) esto
debido a que nuestra secuencia tiene una sustitucién de nucles-
tido que llevé a la codificacién de una Prolina (P) a una Serina
(S), sin embargo esta no se situd dentro del sitio activo y por
lo tanto puede que no afecte su actividad enzimdtica (datos no
mostrados). Ademds, se comprobé que la secuencia de la proteina
BHPMEH conserva el motivo consenso G-X-S-X-G entre todas
las serine esterasas (Brenner 1988, Shinohara et al. 2007) y que
el motivo conservado se encuentra ubicado cercano al centro
de toda la secuencia proteica. Ademds ésta es una caracteristica
importante en enzimas que poseen motivos conteniendo Serina

(Akoh et al. 2004).

300 bp
200 bp

Expresién del gen fhpmeh.- Se detecté en las muestras in-
filtradas con pPAMEH un transcrito de 241 pb (Fig. 3B). Las
hojas infiltradas con el vector pBING! (control negativo) no
mostraron ninguna senal. El resultado por lo tanto indicarfa
que el gen clonado estd siendo expresado apropiadamente
a nivel transcripcional. No obstante, no se pudo evidenciar
expresion a nivel traduccional pues en el SDS-PAGE no se
pudo observar claramente un fragmento del peso molecular
esperado correspondiente al de la proteina BHPMEH. Debido
al uso de un extracto crudo de proteinas (proteinas totales que
se encuentran en la hoja), posiblemente no se pudo diferenciar
el péptido esperado debido a la gran cantidad de proteinas
extraidas que enmascararon su visualizacién en el gel, debido

241 bp

Figura 3. A, Calidad de la extraccién de ARN total a partir de hojas después de tres dias de infiltracion. B, RT-PCR para confirmar
la expresion del ARNm del gen Bhpmeh; C, hojas infiltradas con buffer ; pBIN61, hojas infiltradas con el vector pBIN61, P, hojas
infiltradas con el plasmido pPAMEH; +, plasmido pPAMEH; RT, enzima transcriptasa reversa. Marcador, 1Kb plus DNA ladder.
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Figura 4. Grafico que muestra el conteo de las unidades
formadoras de colonia (UFC) en el tiempo a las Oh, 12hy 24h
post infeccidon con R. solanacearum.

al uso de un crudo de proteinas (proteinas totales que se en-
cuentran en la hoja). Por otra parte, la ausencia de la banda
esperada pudo deberse al bajo nivel de expresién del producto
final pues expresién transitoria de la proteina cesa al cabo de
2 6 3 dias (Menassa et al. 2012).

Determinacién de la poblacién de R. solanacearum.-En la
Figura 4 se puede observar que la poblacién de R. solanacearum
se increment6 en el transcurso del tiempo, sin embargo, no se
pudo apreciar si pPAMEH tuvo algtin efecto en la poblacién
de R. solanacearum ya que en los tres tratamientos que incluian
Agrobacterium se aprecié una marcada disminucién de la pobla-
cidn, por lo tanto no se le puede atribuir esta disminucién de la
poblacién de R. solanacearum al gen Phpmeh, lo que podria ser
un efecto que estd ejerciendo la bacteria A. tumefaciens sobre la
bacteria R. solanacearum, probablemente debido a algin tipo

de competencia por espacio y nutrientes o de cierta interaccion
bacteria-bacteria (Cano 2011).

Infeccién con R. solanacearum.- En las hojas infiltradas
con Agrobacterium conteniendo el pldsmido pPAMEH y que
fueron infectadas a los tres dias con R. solanacearum, se observéd
un retardo en la aparicién de sintomas. La clorosis y la marchitez
aparecieron a los 10 y 12 dias respectivamente; en cambio, en el
control inoculado con R. solanacearum éstos sintomas aparecie-
ron a los 4 dias y 6 dias respectivamente (Fig. 5). Este retraso,
de 6 dias en la aparicién de sintomas de marchitez bacteriana,
nos lleva a concluir un cierto nivel de tolerancia conferida por el
gen Bhpmeh, debido a que la accién enzimdtica de esta proteina
interfiere con la comunicacién intercelular entre las células de
R. solanacearum, anulando asi la sefial de virulencia y evitando
por tanto la conversién fenotipica al modo patogénico. Esto
explicaria la tardia aparicién de los sintomas caracteristicos de
la enfermedad. Segtin los resultados del conteo de las UFC de
R. solanacearum, el gen por si solo no afectarfa el crecimiento
de la poblacién bacteriana, es decir no afectarfa directamente a
la supervivencia del patégeno (Romero & Otero 2010), pero el
gen si afectarfa a la expresion de los factores de virulencia, lo cual
concuerda con el retraso de la sintomatologia de la marchitez
bacteriana hallado en el presente trabajo.

El uso de la estrategia quorum quenching ha sido aplicada
con éxito por diversos autores para la interferencia de la comu-
nicacién bacteriana (Dong & Zhang 2005, Park et al. 2005,
Dong et al. 2007, Williams et al. 2007), ésta estrategia tendria
cierta ventaja ya que no deberia ejercer presién selectiva sobre
el patdgeno, evitando asi la aparicién de resistencias (Romero
& Otero, 2010). Sin embargo, serfa recomendable combinar
este mecanismo con otros genes de resistencia que si afecten
el crecimiento de la bacteria, ya que como se demostré en este
trabajo el gen Bhpmebh inhibié parcialmente la patogenicidad,
pero no afectd el crecimiento de la bacteria, quedando esta
como infeccién latente en el tejido del hospedero. Por lo tanto,
la combinacién con genes de resistencia constituiria una estra-
tegia mucho mds interesante en el tratamiento de la marchitez
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Dia10 | Dia11 Dia12 | Dia13

Rs
2x10°

Pameh
0.25
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20108

Figura 5. Fotos que muestran los resultados de las infecciones con R. solanacearum (Rs) en hojas de Solanum tuberosum
variedad “Desiree” infiltrado previamente con Agrobacterium conteniendo el plasmido pPAMEH.
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bacteriana. Genes como el de la lactoferrina que expresado en
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) retrasa significativamente
los sintomas de R. solanacearum e inhiben la multiplicacién de
la bacteria (Mitra & Zhang 1994, Zhang et al. 1998) podria
ser usado como candidato. De igual forma estudios previos de-
mostraron que la proteina ferredoxina incrementa la resistencia
a la marchitez bacteriana en tomate (Lycopersicum esculentum) y
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana); y que la poblacién bacteriana
fue mucho més baja en los tratamientos con ferredoxina que en
los controles (Huang et al. 2007, Lin 2010). Asi mismo estudios
con el gen cecropina b en tomate han mostrado que la expresion
de este péptido aumenta la resistencia a la marchitez bacteriana
y ademds inhibe el crecimiento del patégeno in vitro (Jan et al.
2010). La expresién del EFR, un receptor de reconocimiento
de patrones de patégenos, en plantas de Nicotiana (N. bentha-
miana) y tomate igualmente mostraron una reduccién dréstica
de los sintomas de marchitez (Lacombe et al. 2010). Por con-
siguiente, los resultados demuestran que la actividad Quorum
quenching de la enzima fHPMEH es una estrategia viable para
contrarrestar parcialmente la patogenicidad de R. solanacearum
y su expresion estable en plantas combinado con otros genes de
resistencia ofrecerfa oportunidades interesantes para el control
de la enfermedad.
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