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RESUMEN: En plantas, las proteinas de resistencia R estan involucradas en el
reconocimiento especifico de efectores patogénicos durante el proceso de infeccion y en el
subsecuente desarrollo de la respuesta de defensa en el hospedero. La mayoria de las
proteinas R contiene un dominio de unién a nucledtidos (NBS) y repeticiones ricas en leucina
(LRR). La familia Solanaceae, con especies como el tabaco (Nicotiana tabacum L.), tomate
(Solanum lycopersicum L.) o la papa (Solanum tuberosum L.), es una fuente abundante de
proteinas R y genes R y emerge como un sistema-modelo para el estudio de estos. Se
desarrollaron diferentes modelos para intentar explicar como ocurre el mecanismo de
percepcidn de los efectores por las proteinas R en el hospedero durante la infeccion. EI mayor
conocimiento de los mecanismos de percepcién de efectores por las proteinas R permitira el
desarrollo de nuevos acercamientos para manipular la inmunidad innata en plantas y mejorar
la resistencia a patdgenos. En este trabajo se realiza un analisis general de la estructura, la
localizacion celular y la funcion de las diferentes clases de proteinas R en la familia de las
solanaceas. Ademas, se resumen de forma breve tres modelos diferentes de mecanismos de
percepcion de efectores fitopatogénicos: el modelo del “guardian”, el modelo del “senuelo”
y el modelo “sensor/sefiuelo integrado”.
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ABSTRACT: The resistance (R) proteins of plants are involved in the specific recognition
of pathogen effectors during the infection process and in the subsequent development of the
defense response in the host. Most of R proteins have a nucleotide-binding site (NBS) and
leucine-rich repeats (LRR). The family Solanaceae, with species like tobacco (Nicotiana
tabacum L.), tomato (Solanum lycopersicum L.), or potato (Solanum tuberosum L.), is an
abundant source of R proteins and R genes and is emerging as a system-model to study them.
Different models have been developed to explain the occurrence of the mechanism of effector
perception during infection based on R proteins in the host. . The increasing knowledge about
the mechanism of effector perception by R proteins will allow development of new
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approaches to manipulate the plant innate immunity and improvement of resistance to
pathogens. In this review, a general analysis is made of the structure, cellular localization and
function of the different R proteins classes in the solanaceous plants. Furthermore, three
different models of mechanisms of phytopathogenic effector perception are briefly
summarized: the “guard” model, the “decoy” model, and the “integrated decoy/sensor”

model.

Key words: R proteins, solanaceous, effectors perception.

INTRODUCCION

La solanacea es una familia de plantas
dicotiledoneas herbaceas o lefiosas que
comprenden, aproximadamente, 98 géneros
y 2700 especies, con gran diversidad de
habitos, morfologia y ecologia (1). La
familia incluye algunos cultivos
prominentes, como son la papa o patata
(Solanum tuberosum L.), el tomate (Solanum
lycopersicum L.), la berenjena (Solanum
melongena L.), los pimientos (Capsicum
spp.) y otros de importancia comercial o que
se emplean como organismos modelos para
investigar cuestiones bioldgicas
fundamentales, como el tabaco (Nicotiana
tabacum L.) y el género Petunia (2). Las
plantas de esta familia se enfrentan
constantemente a los ataques de una amplia
gama de patégenos que incluyen bacterias,
virus, nematodos, insectos y oomycetes,
como los del género Phytophthora, que
provocan pérdidas significativas en el tabaco
y la papa (3). Esta resefia se propone como
objetivo brindar algunos elementos sobre los
genes R y sus productos génicos, proteinas
R, que permitan comprender mejor sus
funciones durante la respuesta defensiva en
la familia Solanaceae y en las plantas en
general.

Proteinas y genes R en la defensa de las
plantas

Las plantas, a través de un proceso de
coevolucion en respuesta a diferentes
patogenos, desarrollaron varias lineas de
defensa. La primera linea de defensa
consiste en el reconocimiento de moléculas
conservadas, que se secretan o estan en la

superficie de los  microorganismos,
conocidas con el nombre de patrones
moleculares asociados a patdgenos o
microbios (PAMPs o MAMPs), como la
flagelina bacteriana o la quitina fungica, que
usualmente se presentan en el espacio
apoplastico o los efectores derivados del
patdégeno; son mucho méas diversos y, a
menudo, se translocan hacia el interior de las
células de los hospedantes (4). Este
reconocimiento ocurre a traves de receptores
transmembranas en las células vegetales,
Ilamados receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs) y provoca el desarrollo de
una respuesta de inmunidad inducida por
PAMPs (PTI) que los microorganismos
deben vencer para la colonizacion exitosa de
los tejidos vegetales. La PTI involucra la
transmision de sefiales en el interior de la
célula, a través de cascadas de fosforilacion,
que incluyen las proteinas quinasas
activadas por mitégenos (MAPK) y otras
quinasas (4,5).

La segunda linea de defensa reside en la
presencia de los genes R y de sus productos:
las proteinas R. A diferencia de los PRRs, las
proteinas relacionadas con la patogénesis
(PRs) responden a moléculas Ilamadas
efectores que, una vez reconocidas por estas
proteinas, reciben el nombre de factores de
avirulencia o proteinas de avirulencia; estas
generalmente no estan conservadas entre
especies, incluso entre aislados de un
patégeno determinado, y manipulan las
funciones de las células del hospedero
(4,6,7).

Debido a que la relacion que se establece
entre el gen R y su correspondiente gen del
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factor de avirulencia (Avr) en el patdgeno es
generalmente uno a uno, a este tipo de
inmunidad se le denomina resistencia gen
por gen y al evento se le denomina
inmunidad inducida por efectores (ETI) (4).
LaPTlylaETIson las dos ramas principales
de la inmunidad en plantas y se definen de
acuerdo al tipo, la localizacion del receptor,
la(s) molécula(s) detectada(s) y los
componentes de las sefiales especificas que
desencadenan (7). Dado que una de las
funciones de los efectores en el interior de
las células vegetales es desarticular las
respuestas de defensa de la planta, existe una
constante carrera evolutiva entre los
efectores patogénicos y los componentes de
la inmunidad en plantas. Esto provoca la
ocurrencia de gran seleccion sobre los genes
de los efectores, las moléculas diana de los
efectores y los receptores inmunes en la
planta (8).

A menudo, la resistencia que media las
proteinas R se asocia con la aparicién de
muerte celular localizada en el sitio de
infeccion, un fendmeno conocido como
respuesta hipersensible (HR), asi como la
generacion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) (radical superoxidoO2", radical
hidroxilo ‘OH y peroxido de hidrégeno,
H20>) (3.4,6.7).

Todas estas ROS se producen por la
reduccion secuencial del oxigeno molecular.
El radical superéxido es inestable en
solucién y puede dismutarse hacia H20-, a
través de la superdxidodismutasa o de forma
no enzimatica, ya que el peréxido de
hidrégeno es més estable en solucién vy
constituye el sustrato de las catalasas y
varias peroxidasas, que son relativamente
abundantes en las plantas. La relacion
dependiente de la susceptibilidad del
patdgeno con relacion a los niveles de ROS
se encuentra en debate  debido,
fundamentalmente, al hecho de que varios
microbios  pueden crecer en altas
concentraciones (uUM) de H20. Sin
embargo, los experimentos con Peronospora

hyoscyami f.sp. tabacina D.B. (Adam),
Cladosporium cucumerinum Ellis & Arthur
y Colletotrichum lagenarium (Pass.) Ellis &
Halst demostraron que una concentracion
de 25uM de H202 inhibe completamente la
germinacion de esporas de estos patdgenos
(9). El ‘OH es también altamente reactivo y
es capaz de interactuar con la mayoria de las
moléculas organicas; se produce en la
reaccion de Haber-Weiss catalizada por
metales de transicion o a partir de H2O2 en
presencia de hierro mediante la reaccion de
Fenton (9).

Numerosas enzimas de plantas, que
participan en procesos de defensa, generan
ROS. Algunas, como son las peroxidasas
unidas a la pared celular constituyen una de
las primeras barreras fisicas en la célula que
se encuentra el patdgeno durante el proceso
de colonizacion; otras como las oxalato
oxidasas, xantina oxidasa y/o NADPH
oxidasa también se encuentran involucradas.
No obstante, esta continlia siendo un area de
investigacion intensa.

Estructura y localizacion celular de las
proteinas R

Maés de 27 genes R se identificaron en
solanaceas. Aunque estos genes confieren
resistencia a maultiples patdgenos, las
proteinas que codifican comparten un
namero limitado de elementos conservados
y, basados en estos elementos, las proteinas
R pueden ser divididas en cuatro clases
(4,10,35). La gran mayoria de estas proteinas
contiene un subdominio central de union a
nucleétidos (NBS), como parte de una
entidad mayor conocida como dominio NB-
ARC (11). Hacia el extremo C-terminal del
dominio NB-ARC, contiene un dominio con
repeticiones ricas en leucinas (LRR) que, en
ocasiones, va seguido de una extensién de
longitud variable. Por esta razon, a las
proteinas R colectivamente, en ocasiones, se
les refiere como proteinas NBS-LRR

(11,12).
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Varias evidencias demostraron que el
dominio LRR puede estar involucrado en la
especificidad de reconocimiento de las
proteinas R (13,14). También, el dominio
NBS es capaz de unir e hidrolizar ATP, lo
que puede resultar en  cambios
conformacionales que controlen la funcion
de activacion/desactivacion de las proteinas
R (8,11,14,15).

Hacia el extremo N-terminal, las
proteinas R pueden contener dos dominios
diferentes: un dominio que comparte
homologia con el dominio citoplasmatico
del receptor tipo Toll, descrito en la mosca
de la fruta (Drosophila melanogaster
Meigen) y con el del receptor de la
interleuquina-1  en  mamiferos. Dicho
dominio se conoce como TIR y a las
proteinas como TIR-NBS-LRR (clase TNL).
El otro dominio consiste en una hélice
superenrollada (en inglés: coiledcoil, CC),
estas proteinas se conocen como CC-NBS-
LRR (clase CNL) (11,15,16).

Si se analizan las secuencias de las
proteinas R, podemos encontrar una relacion
de similitud con secuencias de proteinas de
mamiferos, levaduras e insectos que
controlan sefiales endégenas, desarrollo y/o
adhesion célula-célula. Por tanto, es
probable que los ancestros de los genes R
codificaran para proteinas involucradas en
sistemas enddgenos de
sefializacion/reconocimiento, requeridos
para el desarrollo y crecimiento normal de la
planta.

Se cree que todas las proteinas NBS-LRR
acttan intracelularmente, pero un limitado
namero de proteinas R contienen un dominio
extracelular LRR en su extremo N-terminal,
gue esta conectado a través de un dominio
transmembrana a una region C-terminal
variable citoplasmética. Cuando el dominio
citoplasmatico es del tipo quinasa, la
proteina R se ubica dentro de la clase RLK
(del inglés receptor-likekinases), pero si este
dominio no esta presente se ubica en la clase
RLP (del inglés receptor-likeproteins)

(17,18). La mayoria de estas proteinas en
solanaceas pertenece a la clase CNL,
mientras que solo tres de las proteinas que se
identificaron en la familia pertenecen a la
clase TNL: Bs4 en tomate, Grol-4 en papay
el gen N en tabaco que confieren resistencia
a Xanthomonas campestris, Globodera
rostochiensis (Wollenweber) Skarbilovich y
al Virus del Mosaico del Tabaco (VMT),
respectivamente (19,20,21).

A su vez, dentro de la clase RLP se
encuentran las proteinas del tomate, Cfy Ve,
que confieren resistencia a Passalora fulva
(Cooke) U. Braun & Crous (syn.
Cladosporium fulvum Cooke) y Verticillium
albo-atrum Reinke y Berthold,
respectivamente (22,23).

El gen N, que se mencion¢ anteriormente,
se identifico en Nicotiana glutinosa L. y fue
introducido en variedades de tabaco
comercial para lograr resistencia al TMV.
Este gen codifica para una proteina del tipo
TIR-NBS-LRR. La resistencia mediada por
el gen N requiere la participacion de una
cochaperona HSP90 (del inglés: heat shock
protein) de 90kDa conservada, de SGT1 (del
inglés: Suppressor of G2 allele of SKP1) y
de la proteina RAR1 (del inglés: Required
for Mlal2Resistance 1). Estas tres proteinas,
junto a otras, forman un complejo
multiproteico chaperona molecular
dindmico, cuya funcién es mantener al
receptor N y a las proteinas NBS-LRR en un
estado inactivo, pero en una forma
competente para la sefializacién durante la
respuesta inmune. Este complejo también
estabiliza a las proteinas NBS-LRR y media
su subsecuente degradacion (24).

La presencia del gen N en variedades de
tabaco infectadas lleva a la tipica HR, que a
su vez induce una resistencia sistémica
adquirida (SAR), provocando lesiones de
HR de menor tamafo frente a infecciones
secundarias con TMV, evento que es
consistente con un rapido avance de la
respuesta de resistencia (25). Este sistema-
modelo bien establecido es altamente
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robusto y se empled para demostrar los
requerimientos de &cido salicilico en la
induccion de la SAR y de la participacion del
metil-salicilato, como sefial movil de la SAR
en tabaco (26,27).

Un conjunto de programas de
mejoramiento genético del tabaco se
desarrolla en el mundo y en Cuba, con el
objetivo de identificar genes resistentes en
especies silvestres de Nicotiana e
introgresarlos  en  nuevos  cultivares
comerciales de N. tabacum. Esto permite
obtener beneficios agricolas y se desarrollan
gracias a que se conoce que las plantas tienen
centros de origen, donde reside la mayor
diversidad genética en la forma de genes R
capaces de coevolucionar con los patdgenos.

En Cuba, el Instituto de Investigaciones
del Tabaco (IIT) desarrolla actualmente una
investigacion para la identificacion de
nuevos genes R involucrados en la
resistencia de la familia de las solanéceas y,
especificamente, del género Nicotiana a
especies del género Phytophthora. Hasta la
fecha, se buscaron en bases de datos
internacionales (GenBank:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ ;
SolGenomics Network:
http://solgenomics.net/),  secuencias  de
genes de resistencia con funcion conocida,
de analogos de genes de resistencia (RGA),
de analogos de pseudogenes de resistencia y
de homologos de genes de resistencia
(RGH), todos que codificaran para proteinas
del tipo NBS-LRR con funcién conocida o
probable en la resistencia de plantas. Se
identificaron 365 secuencias con la siguiente
composicion: 267 de N. tabacum, 27 de
Nicotiana repanda Willd. Ex Lehm, 8 de
Nicotiana undulata Ruiz & Pav. y Nicotiana
sylvestris Speg & S. Comes, 3 de Nicotiana
glutinosa L., 41 de S. lycopersicum. y 11 de
Solanum aculeatissimum Jacq.

Todas las secuencias se sometieron a un
alineamiento multiple y se identificaron
zonas conservadas, las que se emplearon
para disefiar cuatro pares de cebadores

degenerados y no degenerados, con el
objetivo de amplificar, mediante la técnica
del PCR, secuencias con homologia a genes
R conocidos en el ADN genomico del género
Nicotiana. Sin embargo, queda por
determinar si estos productos del PCR (se
conocen como RGA) realmente
corresponden a genes R y si desempefian una
funcion en el mecanismo defensivo de la
planta de tabaco.

Modelos de percepcion de efectores
patogénicos

El reconocimiento de los factores de
avirulencia del patogeno, por parte de las
proteinas R durante la infeccion, constituye
uno de los mecanismos mas sofisticados que
las plantas desarrollaron para enfrentar el
ataque patogénico. Dado que la relacion que
se establece, generalmente, entre el gen R y
el gen de avirulencia (Avr) es uno a uno (gen
por gen), en los Jultimos afios se
caracterizaron multiples combinaciones gen
R-gen Avr (28). La caracterizacion de los
pares R-Avr confirmd la hipétesis de la
relacion gen por gen. Sin embargo, el
mecanismo sobre la percepcion continta
representando tema de debate. Inicialmente,
se afirmo que las proteinas R actuaban como
receptores que interactuaban directamente
con los productos de los genes Avr (28). Este
modelo ligando-receptor fue soportado por
el hecho de que algunos productos de los
genes Avr eran pequefios y se colocalizaban
con las proteinas R, se demostro la
existencia de una interaccion directa de
algunas combinaciones R-Avr, consistente
con un modo de accidon ligando-receptor
(28,29,30). Sin embargo, no se encontraron
aun interacciones fisicas entre algunas
combinaciones R-Avr y, por tanto, se cree
que la precepcién sea indirecta.

En los ultimos afos se propusieron dos
modelos para explicar como ocurre la
percepcion de los efectores, basados en
evidencias obtenidas durante el estudio de
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las interacciones planta-patégeno: el modelo
del guardian (GuardModel) y el modelo del
sefiuelo (DecoyModel).

El modelo del guardian fue originalmente
propuesto para explicar el mecanismo de
percepcion del factor de avirulencia AvrPto
de Pseudomonas syringae Van Hall, por las
proteinas del tomate Pto y Prf (31,35); mas
tarde se generaliz6 para explicar la
percepcion de otros efectores (28). AvrPto es
un inhibidor de proteina quinasa, que
bloguea la funcion de dos receptores tipo
quinasa, FLS2 y EFR que estan involucrados
en laPTI. El gen Pto de tomate codifica para
una serino/treonina quinasa que confiere
resistencia para las cepas de P. syringae que
contengan al factor AvrPto, una interaccion
que requiere, ademas, la proteina NBS-LRR,
Prf (32,33).

Este modelo predice que las proteinas R
actian monitoreando las moléculas que
ataca (diana) el efector y que la
modificacion de estas moléculas por el
efector resulta en la activacion de la proteina
R y en el desarrollo de la resistencia a la
enfermedad en el hospedero. EI mecanismo
de percepcion indirecta del efector propuesto
por este modelo explica como mudltiples
efectores pueden ser percibidos por una sola
proteina R; de esta forma permite que un
repertorio relativamente pequefio de genes R
reconozca la amplia diversidad de efectores
patogénicos que atacan a las plantas.
Implicito en el modelo del guardian esta
también que las moléculas que ataca el
efector en el hospedero son indispensables
para la funcién de virulencia del efector en
la ausencia de la correspondiente proteina R
(29,33).

El modelo del sefiuelo propuesto por Van
der Hoorn y Kamoun (28) plantea que las
moléculas en el hospedero, que se
monitorean por la proteina R, son sefiuelos
gue imitan o simulan a las moléculas
“target” del efector en el hospedero. Por
tanto, el sefiuelo solo funciona en el
mecanismo de percepcion, sin contribuir a la

funcion de virulencia del efector en la
ausencia de la correspondiente proteina R;
sin embargo, resulta necesario para la
funcion de la misma. El sefiuelo no tiene
funcion en la defensa del hospedero (29,34).
Este modelo ain necesita una demostracion
experimental, pero es consistente con un
namero de observaciones recientes y provee
una plataforma para experimentos futuros.
Hallazgos recientes demostraron la
posible existencia de un tercer modelo de
percepcion de efectores. Algunas proteinas
NBS-LRR, con arquitectura de dominios no
canonicos, pueden llevar consigo un
dominio proteico adicional que actda como
trampa para la percepcion de efectores. A
este modelo se le reconoce como el “modelo
sensor/sefiuelo integrado” (en inglés: “the
integrated decoy/sensor model”) y se basa
en tres ejemplos de proteinas NBS-LRR con
dominios integrados y en sus actividades
[proteina RRS1 de Arabidopsis thaliana
(L.), Heynh., que contiene un dominio
adicional WRKY  (tript6fano-arginina-
lisina-tirosina), las proteinas de Oryza sativa
L., RGAS5 y Pik-1 se encuentran fusionadas
a dominios asociados a metales pesados]

(4,36,37).
CONCLUSIONES

Los genes y proteinas R permiten a las
plantas reconocer razas especificas del
patdbgeno y desarrollar una respuesta
localizada y efectiva de defensa. La
comprension de los mecanismos naturales,
mediante los cuales las plantas son capaces
de defenderse, permitira producir plantas
con mayores niveles de resistencia, sin que
sea necesario hacer uso de genes foraneos o
extrafios a la especie.
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