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Vs Hacia una compresién del Sistema Inmune
de la Planta

Pasos clave en las Interacciones
Planta-Patogeno

1) Reconocimiento de la presencia del

La rapidez con la patdgeno

cual reacciona la

plata al patégeno
determina el

resultado.

2) Transduccién y amplificacion de la sefal

Inmunidad Enfermedad



Un vistazo al sistema inmune de las plantas
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R-Avr recognition and Systemic acquired

hypersensitive response resistance ¥ PennState
¥ College of Agricultural Sciences

http://www.bio.miami.edu/dana/226/226F08 21.html
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Tres categorias principales de genes

N

Proteinas receptoras

Proteinas de transduccion de senal
Proteinas de respuesta relacionadas con la
patogénesis

Hacia una compresion del Sistema Inmune
de la Planta

Preguntas principales

éCuadles son los mecanismos de resistencia mas
importantes para el cacao?

éCuadles son los genes que controlan estos
mecanismos?

iPodemos descubrir variantes utiles de estos
genes?
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Andrew Fister

- BMC Genomics

Fister et al. BMC Genomics !20‘36
DOI 10.1186/51 2864-016-2693

Theobroma cacao L. pathogenesls-re(\ie;\tleecrise
gene tandem array members show

expression dynamics in response 10
pathogen colonization ”

f A yufan Zhang , COWaIL!
Andrew S. Fister , LUl C.Mejia

Identificé y anoté todos los
N Maximova'* and Mark Genes PR del cacao

* 359 genes

* 45 Genes de quitinasa en 4 familias
multigénicas

* Perfiles de expresion de genes
complejos

* Respuesta transcripcional compleja a
la infeccion por Phytophthora
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e seodces EXISTEN 15 familias PR en el cacao, y los tamanos
de las familias oscilan entre 3 y 81.

359 genes PR del cacao en total

PR-1 (Unknown, SCP domain)
PR-2 (B-1,3-glucanase)
PR-3 (Chitinase Class I, II, IV, VII)
PR-4 (Chitinase Hevein-like)
PR-5 (Thaum atin-like)
PR-6 (Proteinase Inhibitor)
60 PR-7 (Endoproteinase)
PR-8 (Chitinase Class III)
40 PR-9 (Peroxidase)

PR-10 (Ribonuclease-like)
20 I I
-ln E1 =

PR-11 (Chitinase Class V)
PR-1 PR-2 PR-3 PR-4 PR-5 PR-6 PR-7 PR-8 PR-9 PR-10PR-11PR-12PR-13PR-14PR-15PR-16PR-17

100

80

Genes por familia

PR-12 (Defensin)
PR-14 (Lipid-transfer protein)
PR-16 (Germin-like)

PR-17 (Metall oprotease-like)
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Funciones de las proteinas relacionadas con la

Program in the Molecular Biology of Cacao

patogénesis

Degradacion de la pared celular

A E Rl il 00 11
PR-2, PR-3, PR-4, PR-7, PR-8, PR-11

Degadacion de la membrana

HOER 16
PR-5;PR=12;-PR-14

Degradacion/Inhibicidn de las proteinas

8 5
BR=6% ,-PR-17

Degradacion de ADN y ARN

it G
PR-4, PR-10

Generacion de especies oxigeno-reactivas

38
el 0

Modificacion de la pared celular

81
PR-9



Q& LOS genes y familias se encuentran dispersos
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Chr1
Chr2 PR-1 (Unknown, SCP domain)
PR-2 (B-1,3-glucanase)
@ PR-3 (Chitinase Class I, 1I, IV, VII)
chrs @ FPR-4 (Chitinase Hevein-like)
@ PR-5 (Thaumatin-like)
II Chr4 @ PR-6 (Proteinase Inhibitor)

PR-7 (Endoproteinase)
|| | Chrs PR-8 (Chitinase Class III)
PR-9 (Peroxidase)

@ PR-10 (Ribonuclease-like)
Chr6é i
@ PR-11 (Chitinase Class V)
I @ PR-12 (Defensin)
‘\ Chr7 @ PR-14 (Lipid-transfer protein)
. @ FPR-16 (Germin-like)
Chrs PR-17 (Metall oprotease-like)
PR17
Chr9
Chr10Flster etal., %016
BMC Genomics

0 Mb 5 Mb 10 Mb 15 Mb 20 Mb 25 Mb 30 Mb
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e, LAS distribuciones grupales son una
caracteristica comun de las familias de genes PR

} Chr4
PR-1 (Unknown, SCP domain)
n PR-2 (B-1,3-glucanase)
/ @ PR-3 (Chitinase Class I, 1II, IV, VII)
@ FPR-4 (Chitinase Hevein-like)
O = —— | @ PR-S (Thaumatin-like)
B e L e = f - = = = §e < _ - @ PR-6 (Proteinase Inhibitor)

Ba,m Ibp PR-7 (Endoproteinase)

PR-8 (Chitinase Class III)
PR-9 (Peroxidase)
[ — —— @ PR-10 (Ribonuclease-like)
PR-3 PR-10 Gen no PR @ PR-11 (Chitinase Class V)
@ PR-12 (Defensin)
@ PR-14 (Lipid-transfer protein)
@ PR-16 (Germin-like)

A lo largo del genoma, casi la mitad de los genes PR PR 17 (Matall ot ot i)
se encuentran densamente aglomerados.
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Dentro de las grandes familias, équé tan
diversos son los perfiles de expresion?

Diseno Experimental:

Dr. Lu‘ié Mejia Dr. Allen Herre

¥ 72 hrs Smithsonian Tropical
2 2 ) = . 5 Research Institute
Q Agua Lo
|G, SSRIG,, S0, S0, 7 3

== &% —> ARN Total

GalD G |> 27 €99 — ARNTotal

Phytophthora N
palmivora - :

& , & ,, ’:::{;@ Hongo M
YW E @9g% —— ARNTotal
‘ Colletotrichum mm l

theobromicola

N = 5 plantulas para cada tratamiento

et Sam e sl AR el UET Hybridizadas 46,000, para sondeo de todas

las variedades gendmicos. Ot
Analizado mediante RMA y LIMMA. 10
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Entre familias, los genes PR tuvieron diversos
perfiles de expresion.

67 Inducidos 45 Induci PR gene family
PR-1 (Unknown, SCP domain)

g 15 - c -E % 15 @ PR-2 (B-1,3-glucanase)
CC) _E, g o QEJ o @ PR-3 (Chitinase Class I, 11, IV, VII)
a o g & _8 § @ PR-4 (Chitinase Hevein-like)
0 £ Ei2s- %"_ g 5125 - @ PR-5 (Thaum atin-like)
% 8 5 é '; § @ PR-6 (Proteinase Inhibitor)
v s E - B E ’ PR-7 (Endoproteinase)
B S 10- L .2= 10 <4 PR-8 (Chitinase Class III)
% g é T_U gg PR-9 (Peroxidase)
e § % g S a:,—;_ @ PR-10 (Ribonuclease-like)
o) S £7°5° o Y s 73 @ PR-11 (Chitinase Class V)
CN a g O‘B‘ f’ % @ PR-12 (Defensin)
%D < 2«; S O :E, @ PR-14 (Lipid-transfer protein)
- - = 5 £ 3 _ , _ i @ PR-16 (Germin-like)

3 5 7.5 10 12.5 15

PR-17 (Metall oprotease-like)

Log, expresidn normalizada en Log, expresi.én normalizada en
tratamiento de agua tratamiento de agua
Constitutivos: 201 Bajo 84 Alto 224 Bajo 90 Alto
7 Inhibidos 0 Inhibidos

Fister et al., 2016 BMC Genomics i
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Pod Proteins 2-D Gel

1995 - Gene Cloned

36 P7 -
v, e Hinge region
- v Cysteine-rich domaine
TATASignal 1
5'UTR 1
ApaLI(187) CDS1
EcoRI(179) BamHI (1073) HindIII (1787)
Clal (25) | Catalytic domain PolyA Sign
| S ;) |
[, i - D
TCU30324
1856 bp
Endoquinasa acida
Separacion por electroforesis de gel2-D
Identificacion de Proteinas - LC-Mass Spec
Niemenak, N., Kaiser, E., Maximova, S. N., Snyder-Leiby, T.E., and Furtek, D.B. (1995).
Laremore, T. & Guiltinan, M. J. (2015) A genomic clone (Accession No. U30324)
Proteome analysis during pod, zygotic and from Theobroma cacao L. with high
somatic embryo maturation of Theobroma similarity to plant class | endochitinase

cacao. Journal of Plant Physiology 180, 49-60 sequences. Plant Physiol. 109, 338.
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Abordaje: |
Aumentar el nivel de expresidon de un gen "
Adelantar un bio-ensayo de enfermedades de la planta para* "

medir el efecto

-

Técnicas:
Expresion temporal: 2-7 days, no en todas las células
Expresion estable: Permanente, y en todas las células

Plant Methods

Equipo del Estudio

ARTICLES MISSION GUIDEL NES

Andrew Fister
Zi Shi
Emily Helliwell

',ttiHULHJ,UU- | |
‘ vstem for ctional

‘ ent expression system 101 func <

Protocol: transient € ‘ et
1l tree Theobroma cacao L.

genomics in the tropic

~wa and Mark J. Guiltinan
shang, Emily E. Helliwell, Siela ova and ! )

Maxim

Andrew S. Fister Zi Shi, Yufar
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Seleccionar, Clonar y Verificar Genes
Candidatos i
v

Construir Vectores de Expresion e
Introducirlos en un Agrobacterium

!

Cultuvar el Agrobacterium

|

Ensayo de Expresion de Genes - Candidato Transitorio

Hoja de cac

Vacio por 2 min

[

Buscar cobertura GFP en el 90%
de la superficie de la hoja

Infectar con el patégeno
y evaluar la infeccidn




R ot soences El Aumento en la Expresion del gen de Quitinasa
remmnnendeciecs i Aymenta fuertemente la resistencia a la Enfermedad

Expresion Transitoria en Hojas e A
Expresion Estable de Alto Nivel

Ctrl 35S:TeChil

Planta (2005)
DOI 10.1007/s00425-005-0188-6

ORIGINAL ARTICLE

Siela N. Maximova - Jean-Philippe Marelli - Ann Young
Sharon Pishak - Joseph A. Verica - Mark J. Guiltinan

Over-expression of a cacao class | chitinase gene in Theobroma cacao L.
enhances resistance against the pathogen, Colletotrichum
Zloeosporioides

2]

Received: 1 September 2005/ Accepted: 16 November 2005
© Snrineer-Verlao M08

Ratio of PtActin to TcActin

0.084
Mock
0.04 N Innoculated
(water)
0 Ctrl 355: -TcChil
 Aumento en expresion de 6 Innoculated
veces . | Y %
* 4 veces menos replicacion del -

patégeno El tamaifo de la lesidn es 3 veces menor
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NUEVO PROYECTO

Descubrimiento y Caracterizacion Funcional
de los Genes que Regulan la Inmunidad de las Plantas en los Cultivos Perennes

UNIVERSITY OF MINNESOTA

Mark Guiltinan - Gendmica del Cacao

Siela Maximova - Gendmica Funcional

Claude dePamphillis - Gendmica Evolutiva

James Marden - Gendmica Evolutiva

Peter Tiffin, Univ. of Minnesota - Gendmica de Poblacién

Dapeng Zhang, USDA ARS Beltsville - Diversidad genética

Désiré Pokou, CNRA, Ivory Coast, West Africa — Reproduccion

Wilberth Phillips and Mariela Leandro, CATIE, Costa Rica -
Coleccion de Germoplasma y Fitopatologia
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Objetivos principales

Seleccion de genes candidatos para la resistencia a las enfermedades empleando un
nuevo enfoque gendmico desarrollado en PSU para arboles tropicales

1. Evaluar la diversidad gendmica dentro del cacao resecuenciando los genomas con fenotipos de
resistencia extrema y antecedentes genéticos

2. Secuencia de transcriptomes para corroborar modelos de genes, identificar las variantes de
empalme y caracterizar las respuestas a la infeccion por patégenos

3. Identificar genes con mayor probabilidad de ser importantes en su impacto contra la resistencia
cuantitativa a patégenos

4. \Verificar las funciones de estos genes
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Meétodo para la multiplicacion
rapida y en gran escala de plantas.

Las plantas se generan sin una
fertilizacion y son genéticamente
idénticas a los padres.

Se hace en cultivo estéril.

Puede utilizarse para la produccion

de plantas libres de enfermedades.

Almacenamiento de germoplasma
mediante crioconservacion.

Embriogénesis Somatica
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HortSciency 41(3):753-758. 2006

EffeCtS SR S R

In Vitro Cell. Dev, Biol.—Plant not k.
lt()li).(}a;s.-.n_\ for In Vitro u,(,h,:‘ nown;
pe oy e s
Abdoulaye Ty MIC e 0 Yy 0g \
MICROP v n . \\
School of For ROPAGATION ¢ . el'ﬁﬂrma _.maliC em )
Park, P4 168( Field P 3
Mark J. Guil Department of Horticulgyre C pf‘)p { o \
Departmem ¢ - ..ov B
M S.N. Maximova, A. Young, S. Pishak, C. fniernation®
\____| propagation| of Theobroma cacao L., In: F
. Forestry Sciences, Vol. 77, Jain, S. Moha
\“\\m\.ff}ﬂ,« Netherlands, ISBN: 1-4020-2984-5
In Vitro Cell. Dev. Biol — ﬁ\;?v*‘f”"'“\ ‘
© 1998 Society for In Vitre
1054-5476/98  805.00+ 0.
INTEGRATED SYSTEM FOR P}
SUPPLYING NEW COCOA PLANTING MATERIAL
> o . -
SOMATICER, AR e TOFARVERS: A\ review of
) L of ’ Y you 1
g™ fecd propagation
methodologies

)
Authors and reviewers: Augusto Roberto Sena Gomes,

George Andrade Sodré, Mark Guiltnan, Rob Lockwood and

Siela Maxamova

Editors: Braitte | aliberté and Michelle End /

Department of Horticultu

1998; accepted 2 July 1998; editor P. Ozi
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USDA k Agricultural
" Research
— Service

www.ars,usda,gov

ﬂ~ World Cocoa ,
Foundation science
& technology

Pruebas de Campo de las Tecnologias de
Clonacién In Vitro 1999 - 2016

Nestle

=" USAID

W ! FROM THE AMERICAN PEOPLE

Ecuador

Santa Lucia
Puerto Rico
Indonesia
Brasil

Ghana

Costa de Marfil

Malasia

Ecuador

Photos: Mark Guiltinan, PSU
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| Prueba en campo en

La Finca de Nestle en Ecuador
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(Pruebas en cacao nacional desde
1999

Rendimiento promedio de 2.6 t/ha con
plantas de embriogénesis somatica
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Colaboracion con el USDA ARS Puerto Rico i i

Ricardo Goenaga 3

HortScience

Yield Performance and Bean Q
Traits of Cacao Propagated by
and Somatic Embryo-derived

~
I“

Ricardo Goenaga?
Mark Guiltinan and Siela Maximova
Ed Seguine

. Heber Irizarryl




Adopcion a gran escala de la embriogénesis somatica en Indonesia
100 Millones de Embriones Somaticos de Cacao
Instituto de Investigacion del Café y el Cacao de Indonesia (ICCRI)
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Transportadores de Cadmio en Cacao

Investigacion Conducida Por JAIME ANDRES OSORIO GUARIN
de CORPOICA
BECARIO BORLAUG

AGOSTO DE 2016
UNIVERSIDAD ESTATAL DE PENNSYLVANIA

USDA C Corpoun @‘i\
—/—-— °°°°°°°°°°°°°°°°°°°°°°°°°°° pr—

World Cocoa
Foundation
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Los altos niveles de cadmio pueden afectar
diferentes organos en humanos

Respiratory System ' Kidney
Pneumonitis, Proteinuria, kidney stones,
destruction of glomerular and tubular

mucous membranes ,‘ .‘ damage )

‘ .r"
Cadmium

.__‘

ra
f

Reproduétive System

Testicular necrosis Skeletal System
: : f i
estrogen-like effects, Losx r(r)mi nﬁﬁsﬁiﬁity and Godt et al., 2006
affection of steroid-hormon S J Occup Med Toxicol. 2006; 1: 22.

synthesis ltai-Itai disease
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amilias genéticas relacionadas al transporte de cadmio

cytosol

vacuole cytosol

—

Transportes /

regulados x Zinc \.2ZP Fe2*
< = g Resistencia
- cd* @ natural
NRAMPL Fel* .
122 asociada a
ATPasas de metales pesados proteinas
22 @ :: : macrofagas
Fitoquelatinas gse A @ znna2
de Glutation |* A
LMW Cd-PC LMW Cd-PC
. & LD S
Casete Aglutinante | . lf / 7
de ATP Miembro de HMW Cd-PC-S ﬂ Resistencia a
Subfamilia C ‘ h ‘ E% ‘ A ‘ \; drogas
| 2 Pleyotropicas
Resistencia al
cadmioen |« Ya-Fen, 2012 Cell. Mol. Life Sci.
PiNA @ W@ O (2012) 69:3187-3206
plantas Fe-NA Zn* @ Zn* @

Ni-NA
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|dentificar y seleccionar genes candidatos involucrados en la
desintoxicacion por cadmio en Theobroma cacao.

Desarrollar una valoracion funcional para evaluar la funcion de
genes relacionados al cadmio en Theobroma cacao.
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Arboles filogenéticos que muestran

ortologia con los genes arabidopsis

At ABCB1

Tc02_g024760

Tc05 9009250

At_ATPase_cds

Tc09_g027840

—| 100

99

|: At ABCC2_P
3 At ABCC1_P

Tc02_g000990

_8t Tc02_g001020
99 Tc02_g001000

Tc00_g057740
— Tc02_g011700

114102 011690
Tc06_g010910

Tc06_g004550
Tc00_g014820

57

_9T: Tc01_g030410
7
6 Tc00_g014830

|: Tc06_g009520
80 Tc06_g009510

Tc07_g001660

31_[ Tc03_g028400
QTCO3_9028390

10
93

_|: Tc03_g017710
Eh Tc03_g017720

Tc01_g026210

FAMILIA ABCC

54

Tc02_g026400
Tc10_g000090
Tc07_g001750
Tc07_g001740

1"0—| 4
> T¢05_g023350

Tc07_g001760

_5T: Tc04_g020970
44
Tc07_g001770

59

23

28

46

99

96

Tc06_g003910
987¢09_g017780

- Tc08_g007280
[ ®c01_g038210
Tc01_g034120

4@ Tc09_g032550
10805 9005440

Tc05_g017380
|:1“&10_9000220

Tc09_g019250

Tc05_g027560
Tc05_g027550
86105 027580

Tc02_g022122
— Tc01 a005720

48

100

LL0R¢ HMAL cds

Tc00_t048190
|:10"&00_90638820

—— At_HMA3_cds

At_HMA2_cds
79 At HMA4 cds

93

FAMILIA HMA

100

o J€09_9005690

Rt HMAS_cds

ﬁ[ Tc02_g011680
108t HMA6_cds

At_HMA7_cds
|:10%02_9000490

—— Tc09_g023330

At_HMAS_cds

10¢:03_g027280
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Arboles filogenéticos que muestran
ortologia con los genes arabidopsis

At_GST_cds

AT_MT _cds

Tc00_g026830_gsh2_cds gi|76468921|gb|DQ201644.1]|

10Q
At_GSH2_cds 0 Tc01_g025560_cds
9% , —~{ 62
—— gil2243117|emb|Y10984.1] Tc01_g025550_cds
91 - -
E— gl|321160847|gb|HQ3981981| At PCS2 cds
- A 7
100 gi|6651028|gb|AF128454.1|AF128454 i[ gil294821793|gb|GU971084.1] (reversed)
56 ———— Tc03_t027390_gshl_cds g — 51 9i|166798216|gb|EU263059.1]
57 .
—— gi|1027855750|ref[NM_001325681.1] gil21104515|dbj|AB085626.1]
55
98 L gi|585867488|gb|KF995280.1] ———— gi|42742266|gb|AY463694.1]
. 53 85
————— §i|1009090224|gb|KR140025.1]| gi|284466088|gb|GU205821.2|
AE
44— At GHS1_CdS e At_PCS1_cds
— 1 28
10— gi|31043671|emb|AJ563923.1] ——— gi|363413050|gb|JN979370.1]
86 73

— gil31043669|emb|AJ563922.1| gi|410994521|gb[JQ321585.1|

— 0i|31043667|emb|AJ563921.1| gi|13928023|emb|AJ278627.1|

FAMILIA GSH FAMILIA PCS
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Plan Futuro Para Elementos Gendmicos Del Cadmio En Cacao

e Caracterizacion Gendmica

Pruebas Funcionales de Funciones Gendmicas

Filtrar el Germoplasma en Cuanto a Variacion Genética Natural en Genes
Relacionados con CD (expresion y variacion alélica)

Desarrollo de Estrategias para Enfoques Genéticos del Problema Cd en Cacao
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Muchas Gracias!
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