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RESUMEN

La antracnosis, causada por diferentes especies del hongo Colletotrichum, origina importantes pérdidas de
produccion en el cultivo de la fresa, un cultivo de gran interés agricola en Andalucia, que aporta el 92.01% de
la produccién nacional y que, a su vez, genera mas del 10% de la produccion mundial total. C. acutatum esta
considerado un organismo de cuarentena en Europa (Directiva EC 77/93, Real Decreto 2071/1993). No se
conocen variedades de fresa totalmente resistentes a C. acutatum y pese a la importancia agronémica de este
cultivo en el mundo, existen muy pocos estudios moleculares de los mecanismos relacionados con la defensa
de la planta de fresa a Colletotrichum spp. Esta falta de conocimiento molecular afecta negativamente a
programas de mejora genética de la resistencia de la fresa a patégenos que, ya en si, se ven notablemente
mermados por el hecho de que la fresa es un cultivo de propagacién clonal. Nuestro grupo PAI CVI-278 lleva
mas de 10 afos investigando en fresa a nivel de biologia molecular los mecanismos relacionados con
diversos procesos bioquimicos, como la maduraciéon del fruto y la defensa y resistencia de la planta a
patégenos. Para incrementar la resistencia de la planta a C. acutatum, nuestro grupo esta produciendo lineas
transgénicas de fresa que expresan genes, procedentes de especies del hongo Trichoderma, que codifican
enzimas que actuan sobre las paredes celulares de hongos ascomicetos y basidiomicetos, y que tienen,
sustancialmente, una mayor actividad antifingica que las propias enzimas de la planta y son activas frente a
un rango mas amplio de fitopatoégenos.

Palabras clave: resistencia de la fresa a patdgenos, quitinasas, mejora de la fresa, expresion heteréloga de enzimas
hidroliticas de pared.

Introduccién

Durante los ultimos afos, la modificacion de alimentos
mediante manipulacién génica ha estado en el punto de
mira de los medios de comunicacion y de la opinion
publica en todo el mundo, particularmente en Europa. Sin
lugar a dudas el papel que los medios de comunicacion
(muchas veces por propio interés) han jugado en la
percepcion y actitud del consumidor de los alimentos
genéticamente modificados ha sido muy importante. Sin
embargo, tanto la comunicacién cientifico-técnica precisa
y veridica como la actitud y percepcion del consumidor
son necesarias y han de ser tenidas en cuenta para el
desarrollo de nuevos alimentos mediante esta tecnologia.

El cultivo de la fresa

La fresa cultivada, Fragaria x ananassa Duchesne,
descrita por primera vez por Duchesne en 1768 en el libro
Histoire Naturelle des Fraisiers, es un hibrido entre las
especies octoploides dioicas Fragaria chiloensis (L.)
Duch. y Fragaria virginiana Duch. Es una especie muy
variable, altamente heterocigoética con una gran capacidad
de adaptacién a distintas condiciones ambientales
(Larson, 1994).

La fresa cultivada, o fresén, ha adquirido una gran
importancia econdmica y social en Espafia, siendo uno de
los productos con mayor cuota en la exportacion de frutas
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y hortalizas. Espafia contribuye en mas de un 10% a la
produccion total mundial y abastece casi en exclusiva a la
Comunidad Europea durante los primeros meses del ano.
La produccion se concentra particularmente en la
provincia de Huelva con el 92.01% de la produccion
nacional, probablemente el nicleo productor mas
importante del mundo.

A pesar de la importancia de este cultivo, desde 1964 la
dependencia del sector respecto de la tecnologia
desarrollada por la Universidad de California (Davis, USA)
es muy elevada (Lopez Aranda, 1995). En particular, las
sucesivas variedades cultivadas han sido obtenidas por
esta Universidad. En los ultimos afios, como resultado de
la investigacion del sector publico en colaboracién con
diversas empresas, se estan generando variedades
autéctonas que ha resultado en el registro de nuevas
variedades comerciales de esta especie (ej. cv. Andana,
cv. Carisma, cv. Medina, cv. Marina, cv. Aguedilla, etc) y
que marca el inicio de una independencia tecnoldgica del
sector viverista y productor espafiol.

Con relacion al cultivo hay que indicar que dentro de las
caracteristicas de interés agronémico, el tamafio del fruto
ha alcanzado su maximo comercial. En cambio la
busqueda y caracterizacion de variedades de resistencia
a enfermedades producidas por microorganismos
patégenos son de enorme importancia para el sector
agricola e incluso, de importancia creciente, para el
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consumidor (poscosecha). Asi, las caracteristicas de
monocultivo de la fresa, con siembras repetidas en afios
consecutivos, en el mismo suelo, propician la incidencia
de un numero importante de enfermedades que
conllevan, en muchos casos, pérdidas importantes de
produccion. Se estima que entre un 25-30% de la
pérdidas de produccion se deben a infecciones
producidas por la accion de diferentes microorganismos
patégenos (hongos filamentosos, bacterias, fitoplasmas y
virus).

Principales patogenos flingicos de la fresa

La accion fitopatégena de los hongos es la que causa
mayor alarma en el agricultor, siendo los mas
importantes:

- Sclerotinia fuckeliana (estado conidial Botrytis cinerea):
Este hongo afecta a la flor y fruto de la fresa cultivada y
es responsable de las principales podredumbres del fruto
(moho gris), especialmente del recolectado (Coley-Smith
et al, 1980; Bristow et al, 1986).

- Phytophthora cactorum: Este hongo origina colapso
vascular por podredumbre de corona (“crown rot”) y en
algunos casos también en raices (Reynolds et al, 1988).
La especie P. fragariae var. fragariae esta sometida a
restricciones de cuarentena (Directiva EC 77/93, Real
Decreto 2071/1993), sin embargo no se ha podido
demostrar que esté presente en cultivos espafioles.

- Colletotrichum spp.: Existe un complejo de especies de
este género que son causantes de la enfermedad de
semillas, plantulas, corona, tallo, hojas, estolones y frutos,
conocida como "antracnosis" (Smith y Black, 1987). La
especie mas frecuente en Europa es C. acutatum, sin
embargo, también son productoras de antracnosis las
especies C. fragariae y C. gloeosporioides (teleomorfo
Glomerella cingulata), restringidas a fresas americanas
(Maas y Galletta 1989). Ademas de fresa, estos hongos
tienen un amplio rango de otras plantas hospedadores,
muchas de ellas de gran importancia agronémica (Dyko,
1979).

La podredumbre de corona y fruto por Colletotrichum es
un serio problema en el cultivo de la fresa ya que llega a
afectar hasta el 80% de las plantas en condiciones
favorables de crecimiento del patdgeno en cultivares muy
susceptibles y en Europa C. acutatum esta considerado
como organismo de cuarentena (Directiva EC 77/93, Real
Decreto 2071/1993; Denoyes y Baudry 1995; Bosshard,
1997; Freeman y Katan, 1997).

Control de la enfermedad de antracnosis en fresa

El control de enfermedades producidas por hongos
patégenos requiere una combinacién de métodos
quimicos, de cultivo y genéticos pero la aplicacion
continuada de los pesticidas actuales (BrMet, etc) no se
considera ya adecuada, puesto que contaminan el medio
ambiente, y existe una moratoria Europea a este
respecto. En general, el método mas deseable de control
de la enfermedad es el uso de cultivares resistentes a la
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misma (Quirino y Bent, 2003). La resistencia esta definida
como una interaccion incompatible entre hospedador y
patégeno. En términos moleculares esta incompatibilidad
implica el desarrollo, por parte de la planta, de
mecanismos que impiden o retardan el crecimiento del
patégeno, y que en muchas ocasiones dependen de una
Unica pareja de genes (gen de resistencia de la planta y
gen de avirulencia del patégeno (Van der Biezen y Jones,
1998). Contrariamente, una interaccion compatible
conduce a la enfermedad y es, frecuentemente, reflejo de
la habilidad que tiene el patégeno de sobrepasar las
defensas producidas por la planta hospedadora. En ultimo
término, el establecimiento de la infeccién es debido a
una respuesta inadecuada, en tiempo e intensidad, de la
planta hospedadora (infectada) al patégeno que la invade.
Esta respuesta se ha descrito que implica la activacion de
moléculas sefial y rutas de sefalizacion celulares que
generan cambios en la expresién génica y respuestas
celulares definidas (Maleck y Dietrich, 1999).

La mayoria de las variedades resistentes a enfermedades
de cultivos de plantas de importancia agronémica se han
obtenido por métodos clasicos mediante programas de
seleccion por cruzamiento genético tradicional. Este
proceso es lento, en la mayoria de los casos, y, lo mas
importante, a menudo selecciona otras caracteristicas no
deseadas conjuntamente con la caracteristica de
resistencia, especialmente cuando ésta se hereda de
forma multigénica (Quirino y Bent, 2003). Por otro lado, y
frecuentemente, se ha visto que la resistencia a la
enfermedad basada en un simple gen R de resistencia no
es un caracter perdurable en muchas de las especies de
interés agricola en las que se ha utilizado, ya que en la
poblacién de patégenos emergen nuevos miembros que
evitan el reconocimiento del “sistema inmune” de la planta
y, por tanto, se requiere la selecciéon (de nuevo por
programas de mejora genética tradicional) en esta ultima
de nuevos rasgos de resistencia (Denoyes y Baudry,
1995). Ademas, no siempre existen variedades o
cultivares identificadas dentro del banco de germoplasma
disponible que presenten resistencia frente a un patégeno
determinado y cualquier intento de seleccién de las
mismas mediante programas de mejora genética
tradicional, particularmente en especies de interés
agricola de propagacion clonal, es practicamente inviable
(Quirino y Bent, 2003).

Este ultimo hecho es el que ocurre en la fresa (Fragaria x
ananassa), en donde hasta ahora no se han descrito
cultivares totalmente resistentes a Colletotrichum, si bien
si que existen diferencias sustanciales en cuanto a la
susceptibilidad al patégeno entre los cultivares
disponibles (Denoyes y Baudry 1995, Khan et al, 1999,
2003). Puesto que fresa es, ademas, un cultivo de
propagacioén clonal, ciertamente se requiere el desarrollo
de estrategias nuevas que complementen o sean
alternativas a la mejora genética clasica para mejorar la
resistencia de la fresa a la antracnosis.

Estrategias de mejora biotecnolégica

En fresa, se conocen muy pocos estudios a nivel
molecular de la interaccion planta de fresa-patdégeno y
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so6lo alguno de ellos sobre la interaccion particular fresa-
Colletotrichum. A pesar del aislamiento de algunos genes
de fresa semejantes a genes implicados en defensa a
patégenos en oftras plantas, por determinados grupos
cientificos (Wu et al, 2001; Khan y Shih, 2004; Mehli et al,
2004; Shi et al, 2006; Vellicce et al, 2006; Zhang y Shih,
2007), no existe informacién alguna respecto a los
mecanismos moleculares implicados en la respuesta de la
fresa a la infeccién por Colletotrichum o cualquier otro
patégeno a excepcidn de la recientemente publicada por
nuestro grupo (Folta, Staton et al, 2005; Casado-Diaz et
al, 2006).

Nuestro grupo de investigacion de la Universidad de
Cérdoba (PAI CVI-278) lleva mas de 10 afios estudiando
la fresa a nivel molecular. A lo largo de este tiempo vy
durante el desarrollo de proyectos de investigacion
financiados por el MEC, la CICYT, y la Comunidad
Europea (proyectos PTR1995-0956-OP-04-02, MEC-
BIO2004-04885-C02-02, PETRI 1995-0790.0P.03.03,
BIO2001-1958-C0O4-02, BIO2000-1092-CO2-01, BIO98-
0496-C0O2-02, EC-FAIR-CT97 PL3005, CICYT ALI97-
0836-C0O-03, CAO00-018-C7-3, CICYT OLI96-2185-CO4-
02) ha desarrollado la metodologia y tecnologia propias,
asi como las herramientas moleculares adecuadas y ha
acumulado un “know-how” especifico para el estudio y
conocimiento de los mecanismos moleculares implicados
en procesos de importancia agrondmica en la fresa
relacionados con la calidad del fruto y otros procesos de
interés agrondmico, como la resistencia a enfermedades.
Esto ha llevado al aislamiento y caracterizacion de una
gran cantidad de genes y ESTs de fresa, mediante
expresion diferencial, escrutinios diferenciales de
genotecas de ADNCc, construccion de genotecas de ESTs
sustractivas, estudio de expresion espacio-temporal en la
planta de fresa de genes de interés mediante
cuantificaciéon de la expresion de los mismos a tiempo real
(QRT-PCR) y analisis de perfiles de expresion globales
(transcriptomica) mediante desarrollo y uso de
“microarrays”. Igualmente se ha identificado la funcion de
muchos de estos genes aislados por sobreexpresion de
los mismos en fresa y uso de tecnologia de RNAi y
transformacion de diversos cultivares de fresa.

Igualmente se estan realizando enfoques de mejora de la
resistencia a patdgenos fungicos mediante la expresion
de genes en fresa, procedentes de especies del hongo
Trichoderma, que codifican enzimas que actian sobre las
paredes celulares de otros hongos ascomicetos vy
basidiomicetos, y que tienen, sustancialmente, una mayor
actividad antifingica que las enzimas de la planta y son
activas en un rango mas amplio de fitopatégenos.

Mejora de la resistencia de la fresa a patégenos
fangicos mediante expresion heteréloga del gen
chit42 de Trichoderma harzianum

La quitina es un polimero de N-acetilglucosamina (NAGa)
unidos mediante enlaces b-1,4 glucosidicos ademas de
ser el segundo compuesto mas abundante en la
naturaleza, después de la celulosa. Organismos tanto
procariotas como eucariotas degradan a este polimero
mediante la actuacién de enzimas hidroliticas como
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endoquitinasas y exoquitinasas (EC 3.2.1.14). Las
especies del hongo Trichoderma spp. producen una gran
variedad de estas enzimas quitinoliticas que actian sobre
las paredes celulares de hongos ascomicetos y
basidiomicetos que tienen, sustancialmente, una mayor
actividad antifungica que las quitinasas de plantas y son
activas en un rango mas amplio de fitopatégenos (Lorito
et al, 1993, 1994). De hecho, el gen chit42 de
Trichoderma harzianum se ha expresado en plantas de
tabaco y patata y se ha documentado un aumento en la
resistencia de las mismas a patégenos como Alternaria
alternata, Botrytis cinerea y Rhizoctonia solani (Lorito et
al, 1998).

Hemos expresado el gen que codifica a la endoquitinasa
CHIT42 del T. harzianum en plantas de fresa (Fragaria x
ananassa c.v. Camarosa) para aumentar la resistencia de
esta planta, de gran importancia agronémica en nuestro
pais, hacia hongos fitopatogenos tales como
Colletotrichum acutatum. Para ello, se ha realizado una
construccion sobre el vector binario pBINPLUS que
contenia la region estructural del gen chit42 flanqueada
por la region correspondiente al péptido sefal de
transporte al exterior celular y a la de corte y
poliadenilaciéon de un gen endégeno de fresa (gen Faltp) y
todo ello bajo el control del promotor 35S del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV-35S). El objeto de esta
construccion fue la de asegurar la maduracion del ARNm
producido en las células de los diferentes tejidos de la
planta de fresa y dirigir a la proteina recombinante
resultante al exterior de las mismas.

En la mayoria de las lineas transgénicas de fresa
obtenidas que expresan la endoquitinasa CHIT42 no se
han observado grandes alteraciones a nivel agronémico
(produccion, calidad de los frutos, etc). Estas lineas
transgénicas de fresa se han caracterizado
molecularmente mediante determinacion de la actividad
quitinasa, deteccion y cuantificacion (“Western blot”) y
localizacion tisular vy celular (técnicas de
inmunolocalizaciéon) de la proteina CHIT-42. Los
resultados obtenidos indican que la proteina CHIT-42 de
T. harzianum, presente en las diferentes lineas
transgénicas, se procesa correctamente y se localiza en
la pared celular o fuera de la misma, de manera general,
en todos los tejidos y tipos celulares analizados de la
planta de fresa.

Los analisis de susceptibilidad/resistencia de las
diferentes lineas transgénicas de fresa frente al patégeno
C. acutatum, realizados en condiciones controladas de
infeccion, no mostraron una relacion directa entre
actividad quitinasa y una mayor resistencia de la planta
frente al patdgeno. Sin embargo, ensayos en placa de
inhibicién de crecimiento de C. acutatum con extractos
crudos de peciolo de las diferentes lineas transgénicas
CHIT-42, si mostraron una correlacion directa entre una
mayor actividad quitinasa y un mayor grado de inhibicién
del crecimiento del hongo. Estos resultados sugieren que
la enzima CHIT42 de T. harzianum expresada en la planta
de fresa requiere de algun factor adicional o necesita de
la accioén sinérgica de otras enzimas hidroliticas de pared,
para ser biotecnolégicamente eficiente en fresa frente a la
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infeccion de la planta por C. acutatum.
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