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TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LA INTERACCION CANA DE
AZUCAR- Sporisorium scitamineum’

Maria La O-Hechavarria?, Maria de los Angeles Zardon-Navarro?, Ariel Arencibia-Rodriguez’,
Eida Rodriguez-Lema?®, Ricardo Acevedo-Rojas?, José Maria Mesa-Ldpez?

RESUMEN

Técnicas para el estudio de la interaccién caifia de
azucar - Sporisorium scitamineum. El objetivo del presente
trabajo fue revisar las herramientas y técnicas de laborato-
rio empleadas para conocer la interaccion entre la cafia de
azicar y Sporisorium scitamineum (Syd.) M. Piepenbr., M.
Stoll & F. Oberw. (Ustilago scitaminea Sydow), agente cau-
sal del carbdn. La resistencia a esta enfermedad, en la cafia,
estd dada por diversos factores, entre los que se destacan,
la activacidon de numerosas proteinas de resistencia ademds
de otros genes relacionados con el proceso de patogénesis.
Para el estudio de esta interaccion se han utilizado diferentes
herramientas, entre las que se encuentran: las histolégicas,
en las que se evaldan los trastornos de la célula ante la pene-
tracion del hongo, las bioquimicas, las cuales se caracterizan
por cambios en la composicién de diferentes sustancias an-
timicrobianas; las histoquimicas a través del marcaje in situ
de proteinas especificas y las moleculares que permiten la
identificacion de transcriptos que se activan o reprimen du-
rante la interaccion. Estas técnicas contribuyen a un mejor
conocimiento de los mecanismos que participan durante la
respuesta defensiva de la planta. Ello puede sentar las bases
para el mejoramiento genético y ademds de poder ser utili-
zado como indicador en los programas de seleccion asistida
por marcadores moleculares.

Palabras clave: Patogénesis, planta-patégeno, genes
de resistencia, técnicas de laboratorio.

ABSTRACT

Techniques for the study of sugarcane- S. scitamineum
interaction. The main goal of this work was to review
the tools and laboratory techniques employed to study
the interaction of sugarcane and Sporisorium scitamineum
(Syd.) M. Piepenbr., M. Stoll & F. Oberw. (Ustilago
scitaminea Sydow), smut’s causal agent. The sugarcane
resistance to this disease is determined by several factors,
among them the activation of several resistance proteins, and
other related genes. This interaction has been studied with
different tools, such as histological techniques for assessing
the disruptions at the cellular level caused by fungus
penetration; the biochemical ones used to detect changes
in the composition of several antimicrobial substances, the
histochemistry useful to stain in situ specific proteins, and
molecular biology, which provides us with valuable tools to
discover the activation or suppression of transcripts during
the interaction. These approaches contribute to the better
understandings of plant defense responses and to create
molecular bases for genetic improvement to be applied as
indicator in molecular assisted programs.

Key words: Pathogenesis, plant-pathogen, resistance
genes, laboratory techniques.
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INTRODUCCION

La cafia de azicar es afectada por muiltiples mi-
croorganismos, entre ellos Sporisorium scitamineum
(Syd.) M. Piepenbr., M. Stoll & E. Oberw. (Ustilago
scitaminea Sydow) agente causal del carbon. Actual-
mente estd presente en mds de 64 paises y regiones
cafleras, en muchos de los cuales provoca dafios sig-
nificativos (Chinea y Rodriguez 2010, Nzioki et al.
2010). Estos se incrementan en los retofios, producto
de las infecciones secundarias y el aumento del nivel
de inéculo que ocurre al romperse los ldtigos (estruc-
tura tipica de la enfermedad) que contienen las esporas
que son esparcidas por el viento y el agua (Magarey et
al. 2006, INICA 2010).

La interaccion planta-patégeno, en sentido gene-
ral, ha sido ampliamente estudiada, en ella se produce
un constante intercambio de informacion entre el hos-
pedero y el patdgeno, de esta forma la planta induce
diversos mecanismos defensivos que determinan la
naturaleza de la interaccion (Van Loon et al. 2006,
Bindschedler et al. 2009, Boller y He 2009, Kim ez al.
2010). De la misma manera, los patégenos desarrollan
los mecanismos que les posibilitan evadir y/o suprimir
las respuestas defensivas de la planta. La influencia de
esta presion selectiva conlleva al perfeccionamiento
de sus mecanismos de defensa (Jones y Dangl 2006,
Godfrey et al. 2009).

A pesar de que durante mucho tiempo fue contro-
vertido el empleo del término “sistema inmune” para
las plantas, en los ultimos afios, por la confirmacién
de la participaciéon de diversas quinasas, entre otras
moléculas que comparten homologia con los sistemas
de traduccion de senales en los mamiferos, existe una
fuerte tendencia a la utilizacion del mismo (Jones
y Dangl 2006, DeYoung e Innes 2006, Boller y He
2009).

El modelo que sustenta el nuevo “Dogma central”
de la patologia de las plantas, describe el proceso evo-
lutivo en cuatro etapas, donde las plantas en adicion a
sus barreras fisicas y quimicas constitutivas, primero
tienen un “sistema inmune” que es capaz de detec-
tar componentes genéricos conservados de muchos
microorganismos (Bent y Mackey et al. 2007). En la
segunda etapa, algunos microorganismos se adaptan
a ciertas especies de plantas con la participacion de
factores de virulencia que pueden interferir con la acti-
vacion de la respuesta general de defensa de la planta.
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En la tercera etapa los patégenos adaptados son repe-
lidos cuando el hospedero activa genes R especificos
cuyos productos detectan indirectamente la defensa
suprimiendo factores de virulencia por efecto del re-
conocimiento de proteinas especificas en el hospedero.
Finalmente, el patégeno escapa de la deteccion de los
productos de genes R eliminando los factores de viru-
lencia detectados o suprimiendo la defensa inducida
por los productos de genes R. Existen otros modelos
que explican de modo similar el funcionamiento del
“sistema inmune” de las plantas (Jones y Dangl 2006,
DeYoung e Innes 2006).

Los mecanismos constitutivos de resistencia exis-
ten independientemente de la presencia del patégeno.
En su mayoria son fenémenos estdticos, de naturaleza
estructural o quimica, que dificultan la entrada del
patégeno con lo cual previenen su ataque (Boller y He
2009). Incluyen barreras fisicas como cuticula, pared
celular y compuestos constitutivos quimicos, los cua-
les pueden actuar como inhibidores del desarrollo de
los patégenos y estdn ampliamente distribuidos en las
plantas (compuestos fendlicos, alcaloides, diterpenoi-
des, esteroides, glicoalcaloides y otros) (Chakravarthy
et al. 2009, Zurbriggen et al. 2010).

Los llamados mecanismos inducidos por la in-
feccion constituyen un proceso dindmico, que puede
manifestarse local o sistémicamente. Muchas de las
respuestas inducibles son el resultado de la rdpida
reprogramacion del transcriptoma a partir del reco-
nocimiento de la presencia del patégeno (Walley y
Desheh 2010). Entre las respuestas involucradas en
el reconocimiento y eventos de sefializacidn iniciales
se encuentran: la despolarizaciéon de la membrana,
reacciones oxidativas y reaccién hipersensible (Torres
2010).

Existen respuestas de defensa inducidas local-
mente que involucran la sintesis de nuevas proteinas
como consecuencia de la activacion directa de los
genes, la cual estd mediada por el patégeno. Se de-
sarrollan dentro de un grupo limitado de células, en
la periferia del sitio de infeccidn, de esta forma se
restringe el crecimiento y el desarrollo del patégeno
invasor; a través de las enzimas responsables de la via
de los fenilpropanoides, la induccidn de fitoalexinas,
glicoprotefnas ricas en hidroxiprolina, polimeros que
refuerzan la pared celular, entre otros (Boller y He
2009, Zurbriggen et al. 2010). También existen las res-
puestas de resistencia sistémica adquirida que ocurren
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en sitios distantes del punto de interaccidn inicial con
un patégeno (Loake y Grant 2007).

En el caso particular de la cafia de azicar, se cono-
ce poco acerca de los procesos fisioldgicos que ocurren
en la planta durante las primeras horas postinoculacién
con S. scitamineum, los que son determinantes para el
desarrollo de la enfermedad (La O er al. 2008). Por
otra parte, no existen muchos trabajos encaminados a
determinar genes de resistencia, mecanismos de accién
del patégeno y mecanismos defensivos en la planta.

El objetivo del presente trabajo fue revisar las
herramientas y técnicas de laboratorio empleadas para
conocer la interaccion entre la cafia de azicar y S.
scitamineum.

Métodos utilizados en el estudio de la interaccion
cana de azucar - S. scitamineum

Existen numerosos métodos enfocados al estudio
de esta interaccion, entre ellos se encuentran los his-
toldgicos, bioquimicos, histoquimicos y moleculares,
estos nos brindan informacion de aspectos fenotipicos
y genéticos especificos de este patosistema.

Estudios histoldgicos: Se apoyan en la micros-
copia Gptica y electrénica para la busqueda de rasgos
fenotipicos, caracterizacion de variedades con diferen-
tes grados de resistencia y evaluacidn de trastornos de
las células ante el ataque de patégenos (Diaz-Vivancos
et al. 2006).

En cafia de aziicar se determinaron componentes
de la defensa constitutiva que estdn en corresponden-
cia con la incidencia del carbdn en el campo, entre los
que se encuentran las caracteristicas morfoldgicas de
la yema tales como la ubicacién del dpice con respecto
al anillo de crecimiento y su abultamiento. En el caso
que esté fuertemente encerrada dentro de la escama
de la hoja, la hifa infectiva estard incapacitada para
penetrar. Ademds, el nimero de tricomas es significati-
vamente mayor en la variedad resistente (Waller 1970,
Capote 2007).

En el proceso de penetracion de S. scitamineum
se agudizan los trastornos citopatolégicos, con incre-
mentos en el nimero de granulos, vacuolas, ribosomas,
reticulos endoplasmdticos. Ademds, existen rupturas
de membranas y paredes; asi como desorganizacion de
la estructura interna de las células y abundante produc-
cion de mucilago en las plantas susceptibles. En cam-
bio en las variedades resistentes que se han inoculado
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rompiendo las barreras fisicas con el levantamiento de
la escama de la yema el proceso de penetracion del
patégeno es mds lento (Apezato et al. 1995, Capote
2007, Acevedo et al. 2007, Acevedo et al. 2008), lo
cual puede estar relacionado con la induccion de me-
canismos bioquimicos en la variedad resistente que
impiden el rdpido desarrollo de la infeccidn.

Estudios bioquimicos: Se basan en el empleo de
reacciones y determinaciones de sustancias especificas
para llegar a conocer los cambios que ocurren tras la
llegada del patégeno, también permiten caracterizar
la composicion de determinados metabolitos en va-
riedades susceptibles y resistentes. Diversos son los
estudios realizados durante la interaccidn cafia de
azicar- S. scitamineum. Por ejemplo, Waller (1970)
demostrd la presencia de sustancias inhibidoras de la
germinacion de las esporas del hongo como fenilpro-
panoides y flavonoides. Por su parte, Lloyd y Naidoo
(1983) observaron incrementos en la concentracion de
sustancias glicosidicas correlacionados con un mayor
grado de resistencia de las plantas. También, se demos-
tré que la infeccion de S. scitamineum en variedades
de cafia de azicar susceptibles provoca incrementos
notables en la actividad de las enzimas polifenoloxi-
dasas, quitinasas, glucanasas, peroxidasas, asi como
cambios en la composicién de poliaminas (Pifién et
al. 1995). Lo anterior permitié a Pifién ef al. (1997)
proponer un modelo que relaciona los mecanismos
constitutivos y bioquimicos inducidos durante la inte-
raccion de la cafia de azicar - S. scitamineum.

En otras investigaciones, Legaz et al. (1998) refi-
rieron la produccidn de varias glicoproteinas, definidas
como de mediano o alto peso molecular en jugo de
cana de azucar. Ademds, Martinez et al. (2000) descri-
bieron alteraciones en las concentraciones de polisaca-
ridos solubles y glicoproteinas en jugos de variedades
con diferentes grados de resistencia al carbdn, las que
habfan sido inoculadas y cultivadas en condiciones de
campo durante doce meses, observando incrementos
en las variedades moderadamente resistentes y re-
sistentes, asi como disminucion de los mismos en la
variedad susceptible.

La germinacion de las teliosporas de S. scitami-
neum disminuye en 50% después de cinco horas de es-
tar en contacto con las glicoproteinas de las variedades
resistentes. En estudios posteriores analizaron ademds,
la actividad arginasa, quitinasa y peroxidasa en jugo
de cafia de azicar de doce meses de edad inoculadas
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con S. scitamineum encontrando incrementos de la
produccién de arginasa (Millanes et al. 2005, Legaz et
al. 2005, Santiago et al. 2008).

Posteriormente, La O et al. (2007) observaron in-
crementos de intensidad en las isoenzimas superéxido
dismutasas, peroxidasas, quitinasas y glucanasas en las
muestras de seis y veinticuatro horas postinoculacion
en la variedad resistente, corroborando los resultados
alcanzados por Pifién et al. (1995), por lo que se su-
giere que estas enzimas participan indirectamente en el
evento de sefalizacion de la respuesta defensiva. Esto
coincide con el proceso de penetracion del patégeno,
el que transcurre a partir de las seis horas postinocu-
lacién (Alexander y Ramakisham 1980, Acevedo y
Pifion 1996). Sin embargo, la sintesis de estas enzimas
disminuye a partir de las 72 horas postinoculacion,
lo que podria ser consecuencia directa de cambios en
la actividad transcripcional de sus correspondientes
genes, para compensar el metabolismo energético o
la degradacién por enzimas proteoliticas o inhibido-
res producidos por el patégeno. En diversos estudios
realizados se comprobé que en el patosistema cafia de
azucar- S. scitamineum el incremento en la actividad
de las enzimas oxidativas estd unido a la acumulacién
de compuestos fendlicos, dcido salicilico y de glico-
proteinas asociadas a carbohidratos de mediano peso
molecular (Fontaniella et al. 2002, Armas et al. 2007,
Santiago et al. 2008).

Este complejo proceso de activacién de la res-
puesta defensiva es coordinado tanto temporal como
espacialmente, para asegurar que solo las células nece-
sarias desvien su metabolismo en el tiempo requerido
(Zurbriggen et al. 2010). En numerosas interacciones
existen isoformas particulares de proteinas que se
activan de forma rdpida y durante un corto periodo
de tiempo, particularmente dentro de las 24 a 72 ho-
ras postinoculacién, para contrarrestar los dafios que
ocurren a la llegada del patégeno (Bari y Jones 2009,
Zurbriggen et al. 2010).

En otros estudios de interacciones hospedante-pa-
tégeno se asocian las enzimas oxidativas (superoxido
dismutasas, peroxidasas y polifenoloxidasas) e hidroli-
ticas (quitinasas y glucanasas) con los mecanismos de
resistencia (Nittler ef al. 2006, Boava et al. 2010).

La acumulacién diferencial de oligosacdridos es
otro elemento a tener en cuenta durante la interaccién
planta-patégeno (Galletti et al. 2008). En el caso par-
ticular cafia de azicar-S. scitamineum, en las primeras
veinticuatro horas aumentdé la concentracién de los
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mismos, lo que podrfa ser uno de los vinculos con
otras vias metabdlicas mds complejas responsables de
la resistencia de este cultivo al ataque de este hongo
(La O 2007), por lo que serfa importante la purifica-
cion de las fracciones diferenciales, para su posible
aplicacion préctica en la busqueda de resistencia sis-
témica adquirida.

Estudios histoquimicos: Estos permiten identi-
ficar in situ, proteinas y sustancias antimicrobianas,
mediante la combinacién de reacciones color especifi-
cas y su localizacion celular por microscopia Optica y
electrénica. La O (2007) localizé los sitios especificos
de B-1,3-glucanasas y quitinasas en yemas de cafia de
aztcar por inmunofluorescencia indirecta a las 24 ho-
ras postinoculacion, en variedades resistentes. Dichas
enzimas estuvieron ausentes en la variedad suscepti-
ble. Es la primera vez que se utilizé esta técnica en
este cultivo, se ratificé su utilidad en la determinacion
de macromoléculas de origen vegetal y en particular
contribuyé al estudio de los procesos fisiolégicos
durante los estadios iniciales de la infeccidén con S.
scitamineum.

En el caso particular de la interaccion cafia de
aztcar- S. scitamineum, Capote (2007) observé la
formacion de bandas de fenoles en las capas externas
de la pared celular, en los sitios cercanos al ataque de
este patogeno, por lo que se confirmé la participacion
de dichos compuestos en la respuesta defensiva de la
planta.

Estudios moleculares: Muchos nuevos compo-
nentes de la cascada de traduccidn de sefiales han sido
identificados por herramientas genéticas. La Genomica
y Protedmica funcional se estdn convirtiendo en dreas
de expansidn para estas investigaciones (Godfrey et al.
2009, Bindschedler er al. 2009, Kim et al. 2010). Ac-
tualmente se conoce que existe una respuesta dentro de
las especies que involucran varios componentes, de los
cuales no todos son especificos contra el patégeno in-
dividual, sino que se inducen ante cualquier situacién
de estrés, abidtico y bidtico (Bent y Mackey 2007,
Bari y Jones 2009, Chakravarthy et al. 2009).

Se han realizado varios estudios in silico, buscando
genes de resistencia constitutivos en diferentes especies
de plantas cultivadas (Barbosa da Silva et al. 2005,
Wanderley-Nogueira et al. 2007). En cafa de azicar
se identificaron 280 genes de resistencia, los que
incluyen todos los dominios conservados excepto el
LRR-NBS-TIR (del inglés “Leucine Rich Repeat-
Nucleotide Binding Site and Toll interleucine 1-
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receptor), que hasta la actualidad no se ha identificado
en monocotileddneas. Estos genes no inducidos fueron
encontrados fundamentalmente en flores, en los tejidos
de transicidn de raices a tallos y en raices (Wanderley-
Nogueira et al. 2007).

En cuanto a la identificacién de secuencias ex-
presadas diferencialmente durante la interaccién cafia
de azicar-S. scitamineum, entre los trabajos pioneros
en este sentido estdn los realizados por Heinze et al.
(2001), a los siete dias postinoculacion, donde anali-
zaron a través de la técnica de hibridacion sustractiva,
secuencias diferencialmente expresadas y detectaron
el factor de transcripcién X1, una taumatina acidica
constitutiva, tres receptores similares a quinasas y
secuencias homdlogas a genes que participan en el
metabolismo de los fenilpropanoides y flavonoides.
Estos resultados coinciden con lo planteado por Lloyd
y Naidoo (1983), relacionado con la participacion de
dichos compuestos en la resistencia al carbodn.

Otros estudios han empleado la técnica de poli-
morfismo en la longitud de los fragmentos amplifi-
cados de ADN complementario (AFLP-ADNc) (del
inglés “Amplified Fragment Length Polymorphism”)
para obtener bibliotecas de cafia de azicar (con varie-
dades susceptibles y resistentes) infectadas con S. sci-
tamineum a los siete dfas postinoculacion (Thokoane
y Rutherford 2001, Butterfield er al. (2004). Estos
autores secuenciaron diversos fragmentos derivados
de transcriptos, con similitud a una region repetitiva
terminal de un retrotransposén, proteinas quinasas
y receptores de quinasas. Este ultimo tuvo una alta
homologia con un receptor quinasa que participa en
la deteccion de la integridad de la pared celular du-
rante la patogénesis. Este tipo de receptor es inducido
por el dcido salicilico y modera su actividad, lo cual
sugiere la participacion de dicha via de sefializacion
en la respuesta de la cafia de azicar a S. scitamineum
(Heinze et al. 2001). Ademas, resultados alcanzados
por Pitzschke y Hirt (2009) destacan el alto nivel de
interconexion de las vias del salicilico con la cascada
de las quinasas y la explosion oxidativa.

Por otra parte, se identificaron genes relacionados
con la resistencia a enfermedades LRRS-NBS, con la
reaccion de hipersensibilidad (ntpAT), con la via de las
auxinas y el etileno en somaclones de cafia de aziicar
resistentes al carbdn, a los dos meses postinoculacién
(Borras et al. 2005).

Estudios posteriores analizaron la respuesta in-
ducida en los primeros tres dfas de inoculacion con el

ISSN: 1021-7444

patégeno (La O et al. 2008), en los que se determiné
que se inducen diferencialmente fragmentos polimor-
ficos derivados de transcriptos (TDF), en la variedad
resistente y en la susceptible. En el genotipo suscepti-
ble se detectaron genes a tiempo cero y luego dejaron
de expresarse, lo que puede ser consecuencia de un
desorden general producido tras la infeccion con S.
scitamineum, que puede ser explicado con las observa-
ciones realizadas por Acevedo et al. (2008), sobre los
cambios morfoldgicos asociados con la penetracion
del patégeno. Es posible que la planta susceptible sea
incapaz de activar sus defensas, lo hace tardiamente
o las reprime, debido a la produccién de toxinas o
inhibidores del hongo, que le permiten su exitosa co-
lonizacion de los tejidos.

Los TDFs identificados por La O et al. (2008),
pudieron agruparse en: sefializacion, resistencia a en-
fermedades y desarrollo y mantenimiento celular.

En el grupo de sefializacion se incluyen los genes
que participan en la respuesta oxidativa, por lo que en
la interaccion cafla de azucar-S. scitamineum es po-
sible inferir que ocurren cambios en el flujo de iones
H*, por la activacion de una ATPasa. Estos resultados
concuerdan con los encontrados en otros organismos
(Polesani et al. 2008, Chapman et al. 2009).

La explosion oxidativa puede activar genes de
enzimas antioxidantes en los tejidos vecinos al sitio
inicial de penetracidn, lo que permite establecer la
posible relacién del TDF similar al gen pox N peroxi-
dasa en la respuesta de resistencia de la cafia de aziicar
contra el carbon. Este gen estd vinculado a la via de los
fenilpropanoides durante la sintesis de lignina, donde
se producen metabolitos intermediarios con elevada
actividad antimicrobiana e incremento de la polime-
rizacién de los mondmeros en las paredes celulares y
por tanto aumento de la barrera fisica (Heinze et al.
2001). Ademds, este TDF podria inducir otros trans-
criptos que se expresan diferente en dicha interaccion,
como las proteinas quinasas, genes de etileno y via de
la auxina; asi como otros relacionados con la fotosinte-
sis y el metabolismo celular (La O et al. 2008).

En la interaccién cafia de azicar-S. scitamineum
La O et al. (2008), también sugieren la participacion
del Ca? como segundo mensajero en los procesos
celulares que se llevan a cabo posteriores a la inocula-
cién en la variedad resistente, mediante la activacion
de proteinas quinasas dependientes de este cation.

En las plantas se observan incrementos en la con-
centracién de Ca?* como respuesta a varios estimulos,
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incluidas bajas temperaturas, luz, estrés oxidativo,
hormonas y elicitores. El Ca?* media diferentes proce-
sos celulares especificos en el crecimiento y desarro-
llo, lleva la seiial del exterior al interior de la célula, a
través de cambios en su concentracion (Jeworutzki et
al. 2010, Kim et al. 2010).

Se determinaron seis TDFs relacionados con las
vias de sefalizacion por etileno y auxina (La O et
al. 2008). Estas hormonas, ademds de sus funciones
fisioldgicas en los diferentes estados de desarrollo de
la planta, se expresan en respuesta a distintos tipos
de estreses; tales como, dafios mecdnicos por heridas,
compuestos quimicos, metales, drogas, temperaturas
extremas e infecciones por patdgenos (Van Loon et
al. 2006).

La resistencia a esta enfermedad se encontré fun-
damentalmente asociada a las proteinas relacionadas
con la patogénesis PRs 1, 2, 3y 5; y el de la cinamil
alcohol deshidrogenasa (La O et al. (2008). La identi-
ficacion de varios de estos genes corroboraron algunos
resultados obtenidos por otros investigadores, entre
ellos Heinze et al. (2001) y Borras et al. (2005) que
identificaron un gen PRs 5 que se expresd constituti-
vamente en el genotipo resistente.

La rdpida e intensa acumulacién de PRs se puede
utilizar por la planta resistente para degradar direc-
tamente las paredes celulares del hongo e inhibir su

crecimiento y diseminacidn, lo que coincide con los
resultados alcanzados en diferentes interacciones plan-
ta-patégeno (Elvira er al. 2008, Boava et al. 2010). Por
tanto, se puede sugerir la relacién de estas enzimas con
los mecanismos de resistencia de la cafia de azicar a
S. scitamineum los que desempefiarfan importantes
funciones, en combinacion con otros mecanismos en
la respuesta defensiva. Se observé también que se ac-
tivan diferencialmente en la variedad resistente varios
fragmentos con homologia a genes relacionados con el
mantenimiento y desarrollo celular (La O et al. 2008).
Estos resultados corroboran una vez mds los comple-
jos cambios citopatoldgicos que ocurren durante la
interaccion cafia de azicar- S. scitamineum, asi como
los genes involucrados en varias rutas metabdlicas que
permiten establecer relaciones con los mecanismos de-
fensivos de la planta y coincide con lo planteado por
Wanderley-Nogueira et al. (2007) sobre el alto nivel
de coordinacidn entre diferentes vias de sefalizacion
en cafia de azicar.

Todos los estudios realizados en esta interaccion
permiten trazar un modelo acerca de los cambios
fisiolégicos durante las 72 horas iniciales de la
interaccion cafia de azicar—S. scitamineum, las que son
determinantes parael desarrollo de laenfermedad (Figura
1). A la llegada del patégeno ocurre el reconocimiento
y posteriormente deben liberarse oligosacdridos de la
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planta, que pudieran actuar, a su vez, como elicitores.
Las sefiales iniciales de alarma provocarfan cambios
en el flujo de iones y activacion de varias quinasas que
participan en la amplificacion de la sefial al nucleo, lo
que implica la activacion de varios factores iniciadores y
reguladores de la transcripcion, por lo tanto la activacion
de numerosos mecanismos defensivos de la planta de
forma coordinada, tal es el caso de la deteccion, en la
variedad resistente inoculada, de incrementos de las
PRs 1, 2, 3 y 5, que tienen efectos antimicrobianos y
elicitores de las respuestas defensivas, por la liberacion
de fragmentos derivados de paredes celulares (Thokoane
y Rutherford 2001, Butterfield et al. 2004, La O et al.
2007, La O et al. 2008).

Aplicacion y perspectivas de este conocimiento

El conocimiento de los detalles moleculares de
la fisiopatologia de las interacciones planta-patoge-
no, tales como los genes requeridos para desarrollar
las infecciones, las vias de sefializacién y respuestas
defensivas efectivas del hospedante; mediante la ca-
racterizaciéon con microarreglos y andlisis de funcién
de genes, con ARN de interferencia, se podrian utilizar
para el disefio de nuevas estrategias en la proteccion
de las plantas. Ademds, aumentaria la eficiencia en la
obtencion de variedades en los programas asistidos por
marcadores moleculares, ya que estos dltimos tienen la
ventaja de acortar los periodos de seleccidn a través del
empleo de genes diferencialmente expresados, asocia-
dos con la resistencia a enfermedades. En este sentido,
se propone el empleo de la reaccién en cadena de la
polimerasa con cebadores disefiados a partir de secuen-
cias conservadas de genes de resistencia para buscar
muiltiples genes con esta funcién (Que et al. 2006).

Actualmente, se esta desarrollando una investi-
gacion bioinformdtica donde se analizan varias se-
cuencias de fragmentos polimdrficos derivados de
transcriptos para identificar los genes especificos del
patosistema cafia de aztcar - S. scitamineum, ademas
de aquellos que estdn vinculados de manera general a
situaciones de estrés.
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