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INTRODUCCION

Las plantas, a diferencia de otros
organismos superiores como los animales,
no cuentan con fa posibilidad de defensa
que ofrece la locomocién; en Su evolucién
han sido dotadas de sistemas y elementos
que les permiten resistir la agresién en el
lugar, en lucha cucrpo a cuerpo con €l
agente agresor. Por tal razén es 16gico que
elas posean complejos mecanismos para
enfrentar la agresion. Se han descrito
sofisticados elementos de defensa contra
diferentes patGgenos en algunas especiesde
plantas, sin embargo, muy poco se con —
de estosmecanismosy de otrosmuchosque
deben existir en las plantaspara enfrentar
alos elemenios agresor es, tanto fisicos COMO
quimicos o bioldgicos, que se manifiestan
en sus alrededores y lograr mantener el
equilibrionecesario parala Vida.

Les avances que ham tenida las
metodologias para ¢l cstudio dela biologia
molecular de plantas, han permitido
internarse en la comprension de las bases
moleculares que componen algunos
mecanismos de defensa de las plantas
contra | os stress ambientales. En este
sentido, los primeros reportes que

describen € comportamiente molecular de
las plantas como respuesta a un patdgeno
datan deprincipiosde la década de losatios
70, con los trabajos de Van Loon y Van
Kammen (1970), en loscualesse observéd la
aparicidén de proteinas de la planta
inducidas por la infeccion del virus del
mosaicodel tabaco (TMV).

BEn d wranscurso de dicha década, un
grupa de evidencias experimentales
relacionaron estas protéfaas con Un posible
mecanismo de defensa delaplantay con la
aparicidn en esta de una "inmunidad
inespecifica adquirida" al observarseen la
planta agredida un incremento en la
resistenciaal ataque de un nuevo patégeno
(Gianinazzi, 1983; Gianinazzi y Kassanis,
1974; Van Loen, 1977; White, 1979).
Cuando se realizaban estas observaciones;
a las proteinas de plantas inducidas por €
ataque de un patdgeno (o de productos
quimicos que prodicfan semgjante tipo de
resistencia) se les comenzo a identificar de
forma générica como proteinas
relacionadas CON |a patogénesis o proteinas
PR (del inglés pathogenesis-related).

Las prateinas agrupadas dentro de esta
definicion tan genérica, comprendenun alto
ngmero de polipéptidos aparentemente
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comunes para diferentes especies de
plantas ¢ inducidas de forma similar por
diferentes pat6genos y con una diversidad
grande de funciones. Algunas han sido ya
parcialmente identificadas en su funcién y
otras son afin totalmente desconocidas,
pero sin duda este conjunto de proteinas
desempena un papel esencial en los
mecanismos de defensa de las plantas.

CARACTERISTICAS
FISICOQUIMICAS

Y CLASIFICACION

DE LAS PROTEINAS PR

En la actualidad existen un gran niimero
de reportes de caracterizacion de proteinas
PR obtenidas en diferentes cultivos e
inducidas por diferentes factores.

Factores muy diversos se han encontrado
como inductores de proteinas PR, entre
estos, muchos patégenos como: virus,
viroides, bacterias y hongos; diferentes
productos quimicos y hormonas vegetales;
estados fisiol6gicos de la planta; dano
mecé4nico y stress osmotico (Ohashi y
Matsuoka, 1985; Gianinazzi et al., 1980;
Camacho-Henriquez y Sanger, 1982;
Gessler y Kuc, 1982; Fraser, 1981; Van
Loon, 1976).

Entre los cultivos en que se han
reportado hasta el momento proteinas PR
se encuentran; tabaco (Van Loon y Van
Kammen, 1970); guisantes (Coutts, 1978);
pepino (Tas y Petters, 1977, Wagih y Couth,
1982 b; Gessler y Kuc, 1982); tomate (de
Wit y Bakker, 1980; Camacho-Henriquez y
Sanger, 1982); frijol (Abu-Jawdah, 1982),
amaranto (Redolfi ef al., 1982; White et al.,
1987); maiz (Nasser et al., 1988); centeno y
otras gramineas (White et al., 1987) y papa
(Kombrick, 1988).

Se ha comprobado que para un mismo
cultivo diferentes patégenos inducen
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protefnas idénticas; en la actualidad
muchos esfuerzos estdn dirigidos a
comprobar la homologia entre las proteinas
(PR) de diferentes cultivos, algunas
evidencias de homologia estan dadas para
algunas PR por inmunoidentificacién.

Varios métodos se han usado para
separar y caracterizar las proteinas
comprendidas en el grupo de PR, lo cual ha
conducido a diferentes denominaciones de
aparentemente las mismas proteinas.
Fueron Antoniw ef al., 1980, quicnes
propusieron para las proteinas inducidas,
obtenidas por extraccién dcida (pH=2,8)
de hojas de tabaco infestado por TMV, la
nomenclatura actual més difundida: la
familia de proteinas de migraci6én més
riapida en SDS PAGE, (~14 kDa) llamarlas
PR-1 y las componentes de esta familia,
separadas de acuerdo a su carga eléctrica
en PR-1a, PR-1b y PR-1c en orden
ascendente de su punto isoeléctrico (P.I.),
entonces PR-1a es la m4s 4cida de las PR,
luego en orden creciente de peso molecular
aparece PR-2, etcétera.

Otro grupo de PR proteinas de menor
movilidad electroforética, fueron separadas
en seis componentes N, O, P, Q, Ry Sen
orden decreciente de su movilidad electro-
forética en gel no desnaturalizante, por Van
Loon (1982). Posteriormente Pierpoint
(1986), encontré que los componentes O, P,
Q y R en esas condiciones estaban
formados cada uno por dos proteinas de
similar movilidad electroforética.

Esta clasificacién hecha para tabaco
infestado con TMV ha servido de referencia
para otros sistemas, en los cuales se han
encontrado componentes similares en el
comportamiento electroforético y con
reacciOn inmunolégica cruzada. Por
ejemplo, clones de PR-1 de tabaco sirvieron
a Cornelissen et al., 1986, para identificar
clones cDNA en tomate infestado, los que
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fueron denominados como PR-1a, PR-1b y
PR-1c; también White (1987) describi6
proteinas PR en amaranto y gramineas
semejantes a los PR-1 de tabaco. Otros
autores han utilizado en diferentes cultivos
una nomenclatura y forma de clasificacién
semejante a la actualmente aceptada en
tabaco; asi, por ejemplo, en frijol se han
descrito cuatro protefnas PR clasificadas
como PR-1 a PR-4 en orden decreciente de
su movilidad electroforética, en maiz (de
Tapia, 1986; Nasser, 1988), en papa
(Kombrick, 1988) las proteinas PR aisladas,
también han recibido una clasificacién
semejante.

Se ha reportado un nimero muy grande
de sistemas de induccién, cultivos y formas
de extraccibn empleadas para caracterizar
estas proteinas, y por tanto, no es posible
hasta el momento hacer una generalizacién
total pues aparentemente existen proteinas
que aparecen o no, en dependencia de estos
factores. Si bien en un inicio las PR eran
obtenidas en extraccién a pH 4cidos y se
buscaban principalmente en el fluido
extracelular, hoy dentro del concepto amplio
de proteinas producidas por el huésped e
inducidas por un pat6geno se han reportado
proteinas localizadas especificamente
dentro de la célula y de caricter bésico.

FUNCIONES DE LAS
PROTEINAS PR

El término proteinas relacionadas con la
patogénesis fue usado para un grupo de
proteinas que se observaron bajo una forma
determinada de extraccién (extracelular a
pH 4acido) y cuyo patrén electroforético se
reproducia en forma semejante bajo la induc-
cién de diferentes pat6genos o factores
causantes de stress (Camacho-Henriquez y
Sanger, 1982; Gessler y Kuc, 1982), y de las
cuales se desconocian sus funciones.

Hoy dia, la caracterizacion funcional de
muchas de las proteinas PR ha conducido a
pensar que dentro de este término general
"relacionadas con la patégenesis" se debian
incluir otras proteinas que originalmente
se describieron de forma independiente y
en sistemas muy especificos, como parte de
los mecanismos de defensa de las plantas
contra patogenos.

No fue hasta 1987 que se relacionaron
algunas actividades biol6gicas en proteinas
inducidas en las plantas de tabaco,
vinculadas con la respuesta de
hipersensibilidad (HR) a la infecci6n con
TMV con algunas de las PR reportadas
para tabaco. Legrand et al., 1987 y
Kauffmann et al., 1987, encontraron que las
PR clasificadas como PR-P y PR-Q de peso
molecular 27 500 y 28 500 dalton,
presentaban actividad endoquitinasa y
coincidian con dos de las cuatro proteinas
con esa actividad, aisladas en plantas de
tabaco con HR a la infecciébn con TMV,
Ademis, encontraron que las protefnas O,
Ny PR-2 tenian actividad 1,3 beta glucanasa
y que existia reactividad inmunolégica
cruzada entre ellas. En este mismo trabajo
ellos incluyen en el término PR a proteinas
con caracter 4cido o basico, las cuales se
obtienen en HR de la planta a la infecci6n
con TMV y que tienen reactividad
inmunolégica cruzada con las PR
anteriormente caracterizadas.

En la tabla 1 se muestran las caracte-
risticas y funciones de las principales
proteinas de tabaco identificadas como PR.

En los Gltimos anos otros autores han
identificado actividades endoquitinasa y 1,3
beta glucanasa en PR proteinas de otros
cultivos. En la tabla 2 hemos resumido los
reportes de actividades encontradas en
proteinas llamadas PR proteinas en los
diferentes cultivos.
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Tabla 1

PROTEINAS PR IDENTIFICADAS EN TABACO CON RESPUESTA

DE HIPERSENSIBILIDAD ANTE TMV (HR)

Nomenclatura Caracteristicas Actividad reportada

PM P.L

Tabaco PR-S inhibidor de proteasas (e)

'i"ahaco PR-R ~ 23 500 (b) 6,8

Tabaco PR-Q ~ 29 500 (a) 6.0 endoquitinasa (d)

Tabaco PR-P - 27 500 (ab) 5.5 endoquitinasa (d)

Tabaco PR-O 40 500 (a) 43 1,3 beta-glucanasa (c)

Tabaco PR-N 40 D00 (a) 50 1,3 bela-glucanasa (c)

Tabaco PR-2 ~ 40 000-50 000 (b) 1,3 beta-glucanasa (c)

Tabaco PR-1c 15 600 (a)-14 200 (b) 5.2 No hallado

Tabaco PR-1b 15 500 (a)-14 200 (b) 4,7 No hallado

Tabaco PR-1a 15 800 (a)-14 200 (b) 4,0 No hallado

Tabaco bdsico PR 33 000 (c) 2 1,3 beta-glucanasa (c)

(a) E. Jamety B. Frigit (1986)
(b) W.S. Pierpoint (1986)

(c¢) S. Kauffmann et al. (1987)
(d) M. Legrand er al. (1987)
(e) M. Richardson er al. (1987)

Varios de estos laboratorios (Boller vy
Vogeli, 1984; Nasser, er ai. 1989) han
reportado la presencia de actividades
endoquitinasas y 1,3 beta glucanasas en ¢l
espacio intercelular, fundamentalmente
proteinas de P.I. <7 y en proleinas basicas
en el interior de la célula (Van den
Bulke er al., 1989). Aparentemente es la
combinacién de estas proteinas la que
produce el efecto protector en plantas al
ataque de hongos, segin los resultados
obtenidos in vitro por Mauch et al., 1988, y
Brockaert er al., 1988.

En la comprension completa del papel de
estas proteinas con actividad quitinasa y
glucanasa quedan aiin algunas preguntas sin
responder. Es facil entender la accién
protectora de quitinasas y glucanasas cn la
planta ante el ataque de hongos, e incluso
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de bacterias (cstas quitinasas de plantas
muestran también accién lisosima
(Kombrirk ef al., 1988 y Boller et al., 1983).
Sin embargo, épor qué se inducen éstas ante
infecciones virales, como el caso del TMV
en tabaco que induce los PR-Q, PR-P,
PR-N, PR-O y PR-2? (Cuél es ¢!
mecanismo ulilizado para la induccion de
las PR? (Existe un mecanismo inductor
unico, comun para todos los ataques de
palégenos y otros agenles estresantes en
plantas?

Existen otras aproximaciones en el
estudio de los mecanismos de defensa
estudiados en las plantas y que dentro de
un concepto més general de las proteinas
relacionadas con la patogénesis debicran
tenerse en cuenta, son aquellos en los cuales
estd involucrada la sintesis de fitoalexinas.
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Proteinas de plantas inducidas por la
palogénesis

& HRGP
. Quilinasas vacuolares
ﬂ ‘1,3 beta glucanasas vacuolares

@ ()yjtinasas extracelulares

B 1.3 beta glucanasas extracelulares

Enzimas involucradas en la sintesis de las
fitoalexinas

@ rr1

Otros supuestos elementos que
intervienen en el reconocimiento

Transmisién de la sefal

Receptor de pared

Elicitor del hongo

Elicitor de la pared

A4
% iReceptor de PR1?

FIG. 1. Mecanismo de defensa de la planta contra los patégenos.
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MECANISMOS MOLECULARES
DE LA INDUCCION DE LAS
PROTEINAS PR

Una de las propiedades fundamentales
de las proteinas PR es que son inducibles
por diferentes agentes externos. Resulta
interesante conocer a qué nivel y en qué
forma se produce esa regulacion de todo el
conjunto de enzimas inducidas. En la
bisqueda de respuesta a esta interrogante,
Ia mayor atencién ha recaido sobre la PR-1
de tabaco; en este sentido los resultados
parecen afn algo confusos. Los experi-
mentos més definitorios se han realizado a
partir de la clonacién cADN de los ARN
mensajeros que codifican para los PR-1, y
su utilizacién como sondas, para seguir la
aparicién de mARN especifico.

Se ha podido comprobar por Nothern
Blot, usando PR-1 cADN como sonda, que
en plantas sanas no se detectan o estdn ¢n
niveles muy bajos los mARN o mARN
precursores de PR-1 (Hooft von
Huijsduijnen er al., 1986; Matsuoka et al.
1988) y que estas proteinas se sintetizan en
polirribosomas asociados a membranas
como era de esperar para proteinas
secretadas al espacio extracelular (Carr,
1985). Los productos de traduccion in vitro
presentan un peso molecular mayor que la
proteina madura in vivo, lo cual es comln
a aquellas proteinas procesadas por el

transporte a través de membrana. Los
resultados de la inhibicién de la sintesis de
estas proteinas por antibi6ticos como la
actinomicina D y la alfa amanitina, los
cuales son conocidos inhibidores de la
transcripcion, han dado lugar a hipétesis
contradictorias sobre el mivel fundamental
en que es regulada la sintesis de las PR
(Matsuoka y Ohashi, 1986), sin embargo
parece quedar establecido que el nivel de
la transcripcién es el fundamental, sin
descartarse alguna regulacion a nivel de
traduccién,

A pesar de otros resultados
contradictorios, las PR-1 al igual que otras
proteinas PR (Shinshi et al., 1987) y otro
grupo de enzimas que indistintamente estdn
relacionadas con la patogénesis como son
las involucradas en la sintesis de fitoalexinas
(Ebul y Grisebach 1988; Bell er al., 1984;
Cramer et al., 1985) quitinimas y gluca-
nasas vacuolares (Mauch et al., 1988) se
encuentran reguladas a nivel de
transcripcién. Esto nos lleva a pensar en la
existencia de mecanismos regulatorios
generales para estas proteinas y la
posibilidad de encontrar secuencias
homélogas en la regién regulatoria de estos
genes. La comparaci6n de la secuencia de
los terminales 5’ de cada una de estas
proteinas en la medida que estas se vayan
obteniendo, pudieran dar una luz
definitoria sobre este aspecto (figura 2).

[ e - — \
| |
{ C——GAA-~TTC--B secuencia consenso para los hep |
| oottt ittt |
| Dmhsp 70 CTCGAATGTTCGCGAAAAGAGCBLCCGGAG I TATARARARTA | 1
[ B TEA ¥ S VN \ i e e f [
| PR-1A CGTGAAATCTTCAAGATTTCTCEL. . . .. TATARRATA |
| e B - 7 beta Interferon? |
| |
e e i /

i“1G. 2. Comparacién de la secuencia de parte de la region regulatoria de la PR1a de tabaco, con regiones de

genes inducibles por calor y por virus.
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SECUENCIA Y ESTRUCTURA
DE LOS GENES

QUE CODIFICAN PARA
PROTEINAS INVOLUCRADAS
EN LA PATOGENESIS

El andlisis de las secuencias gen6micas
de las PR-1, -las mas estudiadas-, han
mostrado muchas semejanzas cn la
estructura y organizacién génica de sus
componentes. Estos genes esldn
representados en familias donde existen
genes funcionales y pscudogenes; ninguno
de ellos presenta intrones en su estructura
(Pfitzner er al., 1988; Ohshima, 1987). La
homologia entre PR-1a y PR-1b en la region
de proteina madura es mayor que en las
regiones del péptido senal, la secuencia
correspondiente al péptido senal codifica
para 30 a.a. con la hidrofobicidad
caracteristica de cstas senales de transporte
a través de membrana (Matsuoka et al., 1987).

El andlisis de la regién 5° regulatoria de
la expresion del gen en las sccuencias
genOmicas del PR-1a y PR-1b, permitieron
caracterizar sccuencias tipo TATA y CAAT
nccesarias para la promocién de la
transcripciéon de genes eukariotas. Otros
resultados interesantes fueron encontrados
en tres aislamientos diferentes de N.tabaco,
var. Sansum, var. Xanthi-nc y var.
Wisconsin en los cuales se encontraron
sccuencias muy semejantes (solo difieren
por la adicién de una base en el centro del
palindrén) con las identificadas en forma
consenso para promotores inducidos por el
calor (hsp) (Cornelissen et al., 1987,
Pfitzner, 1988).

Sin embargo, las proteinas PR no se
inducen por el calor; el porqué estos genes
no responden al mismo mecanismo de
induccion por ¢l calor y si esa secuencia es
responsable de la regulacién de estos
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genes, son interrogantes pendientes de
aclararacion.

Por otra parte ha sido reportado que
secuencias iguales a la regién marcada
(figura 2), casi perfectamente palindromica,
en la region reguladora del IF-beta son sufi-
cientes para la induccién de la transcripcién
del gen por el virus (Payne et al., 1988).
El anélisis de todas estas homologias
pueden producir muchas especulaciones
sobre la regulacion de estas proteinas de
plantas, pero hasta ¢l momento es necesario
realizar nuevos experimentos para dilucidar
los mecanismos regulatorios de la sintesis
de estas proteinas.

PAPEL DE LAS PR

EN LOS MECANISMOS
DE RESISTENCIA

DE LAS PLANTAS

A LA INFECCION VIRAL

Ohashi et al., 1986, encontraron una
correlacién directa entre la cantidad de
PR-1 ¢n hojas de tabaco de plantas
infestadas con TMV v ¢l incremento en la
cantidad del virus en estas hojas un dia
después de la infeccion. Este resultado le
sugirié proponer la existencia de una
relacion entre la presencia de las PR-1y la
aparicidén de resistencia adquirida al TMV
producto de una infeccién previa con el
virus o la induccion de resistencia en tabaco
con agentes quimicos.

Recientemente Linthorst er al. (1989)
encontraron que plantas transgénicas que
expresaban constitutivamente proteinas
PR-1, proteinas ricas en glicina (GRP) y
PR-S, no modificaban la susceptibilidad de
estas plantas a la infeccién con TMV, con
lo cual se deduce que al menos es necesario
la expresién de alguna otra proteina para
que aparezca el fen6meno de resistencia, si
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es que en realidad la expresi6én del
fenémeno de la resistencia de las PR-1 esta
relacionada con la causa del fen6meno de la
resistencia, y no son, en realidad una simple
consecuencia de la infecci6n.

Por otro lado, es conocido que la
expresion de proteina de la cépsida (CP)
.del TMV de forma constitutiva cn plantas
de tabaco les confiere resistencia a la
infeccién viral (Powell et al., 1986; Nelson
el al., 1987, Carr et al., 1989, determinaron
PR-1 en varios clones transgénicos de
N.tabacum var. Xanthi (NN) y Xanthi nn,
expresando el gen de la proteina de la
capsida del TMV y encontraron una
correlacion entre las plan tas que expresan
CP constitutivamente y la presencia de
niveles bajos de expresion de PR-1 en
plantas sanas, para cl genotipo NN, no asi
para el genotipo nn. Muchas otras posibili-
dades de correlacion adicionales pudieran
establecerse en cstas plantas transgénicas
quc expresan la CP para vincular la
resistencia al TMV con PR-1, sin embargo,
la conclusion general de ese trabajo fue que
al menos, no cs la expresion constitutiva de
PR-1 una condicién primaria necesaria para
manifestar la resistencia al virus.

Como vemos, mucho falta por conocer de
los mecanismos que utilizan las plantas para
su defensa; hoy estd claro que siempre
existe una combinacion de varias formas
diferentes en los mecanismos de defensa
que la planta moviliza de forma coordinada
en su reaccion contra ¢l patégeno, pero
para poder dominarlos y directamente
modificarlos a voluntad del hombre en
forma cfectiva es necesario conocer mas
sobre los mecanismos moleculares de
induccién y del papel que desempenan
algunas de las proteinas involucradas en €l
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