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Abstract

One of the most important limiting factors for avocado production in Spain is the disease
caused by the fungus Rosellinia necatrix. Genetic manipulation could be useful for the
introduction of fungal resistance traits into this crop. An efficient Agrobacterium-mediated
transformation protocol for avocado using AGL1 Agrobacterium strain and somatic embryos as
the target material has been established by our group, although embryo conversion rate into
plants needs to be improved. For that reason, we are using the strawberry, another Rosellinia
necatrix’s host, as model species to test the effect of several transgenes (two of fungal origin,
chit 42 chitinase and B-1,3-glucanase from Trichoderma harzianum, and one of plant origin,
AtNPR1), on inducing tolerance to this fungus.

Strawberry transformation with the -1,3-glucanase gene has allowed the selection of
two lines, B6 and B10, with enhanced tolerance to R. necatrix while no positive results were
obtained following transformation with the chit-42 gene. In relation to the AtNPR1 gene more
than 30 independent transgenic lines have been obtained whose tolerance to R. necatrix is
currently under evaluation.

Concerning avocado transformation, more than 10 independent transgenic lines
(derived from an embryogenic line of an immature Duke7 zygotic embryo) have been obtained
with AtNPR1 gene. Plants have been recovered from one line and efforts are underway to
recover plants from other lines following micrografting of the transgenic sprouted shoots onto in
vitro germinated seedlings.
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Resumen

Uno de los factores limitantes de la produccion de aguacate en Espafia es la
enfermedad causada por el hongo R. necatrix. La manipulacion genética podria ser de utilidad
para introducir caracteres de resistencia en este cultivo. Se ha establecido un sistema eficiente
de transformacion en aguacate usando la cepa de Agrobacterium AGL1 y células
embriogénicas como diana, sin embargo, la conversion en plantas de los embriones
transgénicos necesita ser mejorada. Por esta razdn, estamos utilizando la fresa, otro huésped
de R. necatrix, como especie modelo para testar el efecto de varios transgenes (2 de origen
fungico, la quitinasa chit-42 y la B-1,3-glucanasa de Trichoderma harzianum, y uno derivado de
plantas, AtNPR1), en la induccion de tolerancia a este patdgeno tras la transformacién de esta
especie.

La transformacion de fresa con el gen def -1,3-glucanasa ha permitido la seleccion de
dos lineas,6 y B10, con mayor tolerancia a R. necatrix, mientras que no se han obtenido
resultados positivos con el gen chit-42. En relacién con el gen AINPR1, se han obtenido mas
de 30 lineas transgénicas independientes, cuya tolerancia frente a R. necatrix se esti
evaluando en la actualidad.

En relacién con la transformacién de aguacate, mas de 10 lineas transgénicas
independientes (derivadas de una linea embriogénica obtenida a partir de un embrién zigético
inmaduro del cv. Duke 7) se han obtenido con el gen AtNPR1. Se han recuperado plantas de
una linea y actualmente se estd intentando recuperar plantas de otras lineas mediante
microinjerto de los embriones transgénicos germinados.
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Introduccién:

El aguacate (Persea americana Mill.) es un arbol frutal cultivado por el alto valor nutricional de
sus frutos. La produccion mundial de aguacate alcanzd6 un valor de 3.5 millones de toneladas
en 2008, siendo los principales productores a nivel mundial México, Chile e Indonesia
(FAOSTAT 2011). Actualmente el cultivo de aguacate esta presente en todos los continentes.
En Espafa las plantaciones se encuentran en el sur de Andalucia y en las Islas Canarias. El
factor limitante mas importante en la producciéon de este fruto a nivel mundial es la
podredumbre de raiz causada por el hongo Phytophthora cinnamomi Rands. (Litz et al., 2007).
La podredumbre blanca, causada por el hongo Rosellinia necatrix, es otra importante
enfermedad presente en el area mediterranea, que afecta principalmente a las plantaciones de
Israel y Espafia (Pliego et al., 2009). Aungue se han encontrado algunos patrones tolerantes al
hongo Phytophthora cinnamomi Rands., como ‘Duke 7’, ‘Merensky I', ‘Merensky II' y ‘Thomas’,
actualmente no se conoce ninguno para R. necatrix (Barcel6-Mufioz et al., 2007). Este hongo
ataca alrededor de 170 especies de 63 géneros diferentes, entre los que se encuentran el
aguacate y la fresa (Hoopen y Krauss, 2006). Las plantas infectadas por R. necatrix
normalmente muestran sintomas en el sistema radicular y/o en la parte aérea, como
consecuencia del dafio en las raices, con pérdida de vigor, marchitez, caida de las hojas v,
eventualmente, la muerte de la planta (Pliego, 2008).

Las herramientas de transformacion genética pueden ser de gran ayuda para la introduccion de
caracteres de resistencia frente a este tipo de infecciones flngicas; sin embargo, en el caso del
aguacate, la naturaleza recalcitrante de esta especie es un problema para el desarrollo de
métodos de regeneracién in vitro. Existen algunos protocolos de regeneracion a partir de
cultivos embriogénicos derivados de embriones zig6ticos inmaduros (Sanchez-Romero et al.,
2005; Litz et al., 2007), aunque la conversidon de embriones somaticos es un factor limitante y
ocurre con muy baja frecuencia. Se han llevado a cabo varias aproximaciones para la
transformacion via Agrobacterium tumefaciens. Cruz-Hernandez et al. (1998) desarrollaron un
protocolo basado en la seleccion permanente en medio liquido para la introduccién de los
genes gus y nptll, pero no consiguieron obtener ninguna planta transgénica. Raharjo et al.
(2008) usaron una modificacion del mismo protocolo para la introduccion del gen defensina y
aunque obtuvieron plantas, aparentemente todas procedian del mismo evento de
transformacion. En nuestro laboratorio, desarrollamos un protocolo de transformaciéon basado
en el uso de la cepa de A. tumefaciens hiper-virulenta AGL-1 y con seleccion en medio sélido
(Palomo-Rios et al.,, 2007), lo que permiti6 la identificacién de diferentes eventos de
transformacion a la vez que se evitaba la degeneracién de los cultivos embriogénicos, que
puede darse tras un cultivo prolongado en medio liquido (Etienne y Bertrand 2003; Von Arnold,
2008). Sin embargo, las tasas de conversion de embriones contindan siendo muy bajas.

Debido a la baja tasa de recuperacion de plantas y al prolongado tiempo del proceso, se
decidio la utilizacion de la fresa, que también es una especie huésped de R. necatrix, como
planta modelo para la introduccién de genes de resistencia a patdgenos flngicos: chit-42, B-
1,3-glucanasa, procedentes de Trichoderma harzianum, y NPR1, de Arabidopsis thaliana, y su
posterior evaluacién frente a la infeccion del hongo. En el caso de los genes de origen flingico
gue codifican la sintesis de enzimas hidroliticas, su efecto se debe a que la pared celular de
muchos hongos estd4 formada mayoritariamente por quitina y glucanos, por lo que la sobre-
expresion de estas enzimas por las células de la planta podria reducir el crecimiento del hongo
(Mauch y Staehelin, 1989), como se ha visto que ocurre en plantas transformadas de tabaco,
patata 0 manzano (Borkowska et al., 1998; Bolar et al., 1999; Dana et al., 2006). En el caso del
gen AtNPR1, se ha identificado como un factor clave en la regulacion de la SAR mediada por
acido salicilico (Cao et al., 1997) y se ha encontrado que plantas de tomate sobre-expresando
este gen mostraron una mayor expresion de genes PR y mayor resistencia a un amplio rango
de patogenos (Lin et al., 2004).

En este trabajo se ha evaluado el comportamiento frente a R. necatrix de lineas de fresa
transformadas con los genes chit-42 y -1,3-glucanasa. Actualmente, se esta evaluando el



comportamiento de las lineas NPR1. En aguacate se presentan los avances obtenidos en el
método de transformacion y en la conversion de plantas, fundamentalmente de las lineas
embriogénicas transformadas con el gen AtNPRL1. Paralelamente, se llevo a cabo el estudio del
cultivo de callo embriogénico de aguacate en presencia de toxinas producidas por R. necatrix
en el medio de cultivo, para poder realizar con posterioridad un estudio de resistencia a nivel
celular de las lineas de callo embriogénico transformadas con los diferentes genes.

Materiales y Métodos:
Aguacate
Transformacién

Para este trabajo se utilizé la linea de callo embriogénico D2.3, obtenida a partir de un embrion
zigético inmaduro del cv. Duke 7. El callo embriogénico fue cultivado sobre medio MS
suplementado con 0.41 pM picloran (medio MSP) y solidificado con 6 g I'* de agar (Sigma A-
1296) en oscuridad a 25+1°C (Pliego-Alfaro y Murashige, 1988). Los cultivos fueron mantenidos
en medio MSP y subcultivados mensualmente.

El vector binario pBINUbiGUSInt (Humara et al.,, 1999) fue usado para el desarrollo del
protocolo de transformacién en aguacate. Este plasmido contiene los genes marcadores nptll y
B-glucuronidasa (uidA) bajo el control del promotor de la nopalina sintasa y el promotor del gen
ubil de poliubiquitina de maiz respectivamente. El vector binario utilizado para la incorporacion
del gen AtNPR1 fue pK7WG2NPR1, conteniendo también el gen marcador nptll. La cepa de A.
tumefaciens utilizada fue AGL1 (Lazo et al., 1991).

Para la transformaciéon en aguacate se utiliz6 una modificacién del protocolo descrito por
Palomo-Rios et al. (2007). Asi, se utilizaron embriones somaticos en estadio globular y se
cocultivaron en presencia de un cultivo diluido de Agrobacterium durante 20 minutos.
Posteriormente, se pasaron a medio de seleccién MSP con 250 mg I de timentina y 50 mg I'*
kanamicina. Tras 3 meses en el medio de seleccion, el material que mostraba un crecimiento
normal se pasaba a medio sin antibidticos. La maduracién de embriones se llevé a cabo en un
medio de 10 g It agar (Sanchez-Romero et al., 2005) mientras que la germinacion se llevé a
cabo en medio MS suplementado con 4.44 pM BA y 2.89 uM GA; (Witjaksono y Litz, 1999). Los
brotes obtenidos se multiplicaron y enraizaron siguiendo el protocolo de Peran-Quesada et al.
(2004) y en aquellos casos en los que no mostraban suficiente crecimiento se microinjertaron
en semillas Topa-Topa germinadas in vitro siguiendo el protocolo de Pliego-Alfaro y Murashige
(1987).

Analisis molecular del material transgénico

Para confirmar la naturaleza transgénica de las lineas seleccionadas se llevé a cabo una PCR
de cada una de ellas, a partir del callo embriogénico de aguacate y de hojas en el caso de las
plantulas de aguacate y de fresa recuperadas. En ambos casos, la extraccion de ADN se
realizé usando el kit DNeasy® Plant Mini Kit (Quiagen). Alicuotas de estas extracciones se
utilizaron para amplificar un fragmento de 220 pb del gen nptll (Youssef et al., 2009).

Efecto de las toxinas producidas por R. necatrix en el crecimiento de cultivos embriogénicos

Se realizé un estudio del efecto de la adiciéon de un filtrado del cultivo del hongo sobre el
crecimiento del callo embriogénico de aguacate. Un inéculo del hongo se crecié durante 10
dias en 200 ml de medio PD (Potato-Dextrose) en oscuridad a 25+1°C. Después, el cultivo fue
esterilizado por filtracion a través de un filtro de 0.2 um, recogiéndose en el filtrado las toxinas
del hongo producidas durante el periodo de cultivo. Se cultivaron 0.2 g de callo embriogénico
durante 1 semana a 120 rpm en frascos con 20 ml de medio liquido MSP suplementado con 0,
20, 40, 60 y 75 % (v/v) del cultivo del hongo filtrado; posteriormente, el callo embriogénico fue
cultivado durante un mes en medio solido MSP. Todo el cultivo del callo embriogénico se
realizé6 en oscuridad a 25+1°C. Se recogieron los datos de incremento de peso fresco al
finalizar el periodo de cultivo.



Fresa
Transformacién

Las lineas transgénicas de fresa utilizadas estaban disponibles en nuestro laboratorio y se
habian obtenido en el marco de un proyecto cuyo objetivo era la obtencién de plantas
tolerantes al patdgeno Colletotrichum acutatum (Mercado et al., 2007). Las plantas se habian
transformado utilizando discos de hoja de acuerdo con el protocolo de Barcel6 et al. (1998). La
cepa de A. tumefaciens utilizada fue la LBA4404 con un plasmido que contenia los genes chit-
42 o [B-1,3-glucanasa. En ambos casos, el promotor utilizado fue el CaMV35S y el gen
neomicina fosfotransferasa Il (nptll), que proporciona resistencia a kanamicina, fue usado como
marcador de seleccion. La regeneracion de brotes transgénicos se obtuvo en un medio con los
macroelementos N3;K (Margara, 1984), microelementos MS y vitaminas (Murashige y Skoog,
1962) y un suplemento hormonal de benciladenina (2 mg I'") y &cido indolbutirico (0.5 mg I™).
Cuando se formaban los brotes transgénicos, éstos se transferian al mismo medio basal pero
con un tnico suplemento de quinetina (0.5 mg I'"). Las condiciones de incubacion eran 25+1°C
de temperatura, y fotoperiodo de 16 h a 35 pmol m?s™.

Evaluacion de la tolerancia a R. necatrix

Plantas transgénicas enraizadas in vitro y que tenian un buen sistema radicular se
transplantaron a maceta de 250 ml con una mezcla de turba y perlita 3:1 (v:v) para aclimatar en
condiciones de invernadero. Las plantas se introdujeron en un tanel con 100% de humedad
relativa y se endurecieron disminuyendo la humedad de forma progresiva. Posteriormente, las
plantas pasaron a macetas de plastico de 14 cm de diametro conteniendo turba esterilizada.
Los test se llevaron a cabo en plantas de 14-16 semanas, desde la transferencia a condiciones
ex vitro. Se selecciond una dosis de inéculo de 0.5 g de trigo colonizado por maceta, ya que
ésta dosis provocaba la muerte de todos los controles en un periodo de 28-33 dias. En base a
la aparicién de los sintomas, se elaboré una escala de 1 a 5. 1: Planta sana; 2: Aparicion de
manchas rojizas y enrojecimiento de peciolos; 3: Comienzo de amarilleo de hojas, peciolos
rojos y decaimiento de la planta; 4: Marchitez total, comienzo de aparicién de necrosis foliar; 5:
Planta muerta. Se evaluaron 9 lineas independientes transformadas con el gen B-1,3-
glucanasa y 6 lineas con el gen quitinasa chit-42. Se utilizaron 6-10 plantas por linea y el
experimento se repitié 2 veces. Los tests de tolerancia se llevaron a cabo en una camara de
crecimiento a 22-24°C de temperatura con fotoperiodo de 12 horas y 120 pumol m? s* de
irradiancia.

Resultados y discusion:

Con la aplicacion de nuestro protocolo de transformacion en aguacate, pudimos
establecer 21 lineas transgénicas con el plasmido pBINUbiGUSInt en la linea de callo
embriogénico D2.3, con una eficiencia de transformacién del 3.3%, mientras que con el
pK7WG2NPR1 se obtuvieron 11 lineas transgénicas, con una eficiencia de transformacion en
el rango de 1.6-3.33 %.

El proceso de recuperacion de plantas a partir de embriones transgénicos es largo y con baja
frecuencia de éxito. Con el rescate de brotes a través del microinjerto, se consiguieron
recuperar plantas de 5 lineas independientes de aguacate con pBINUbiGUSInt, aunque el
método necesita aln mejoras que agilicen el proceso y que incrementen el nimero de brotes
obtenidos. Ahora esta en marcha la recuperacién de plantulas de las lineas transgénicas
portando el gen AtNPR1, habiéndose aclimatado ya en el invernadero una de las lineas.

La naturaleza transgénica de estas plantas, asi como de las lineas embriogénicas de las que
proceden se ha confirmado mediante PCR, amplificando un fragmento del gen nptll.

Una seleccion in vitro de material de Vitis vinifera resistente a Elsinoe ampelina fue realizada
cultivando masas proembriogénicas de vid en presencia de un cultivo filtrado del hongo al 40%
(v/v) por Jayasankar et al. (2000). En base a esos resultados, desarrollamos un sistema de
seleccion del material de aguacate tolerante a Rosellinia necatrix para poder realizar



posteriormente la bldsqueda de las lineas transgénicas que presentaran una mejora en su
tolerancia a la presencia del hongo. Para ello realizamos un estudio del crecimiento del callo
embriogénico de aguacate tras un cultivo de una semana en presencia de diferentes
concentraciones de un cultivo del hongo filtrado. Este estudié mostré que el crecimiento del
callo embriogénico es dependiente de la concentracién del cultivo del hongo, siendo este efecto
proporcional a la concentracién afiadida. Asi, se observé una reduccion del crecimiento del
callo del 83% en presencia del 60 % (v/v) del cultivo del hongo comparado con el control, por lo
gue este tratamiento parece ser adecuado para el andlisis de resistencia de las lineas
transgénicas a nivel celular en presencia de un cultivo conteniendo las toxinas del hongo.

Genes de quitinasa de diferentes especies se han usado para inducir tolerancia a patégenos
fungicos (Asao et al., 1997; Terakawa et al., 1997). En fresa la transformacién con un gen de
quitinasa de Lycopersicon chilensis incremento la resistencia a Verticillium dahliae (Chalavi et
al., 2003). En nuestro caso, practicamente todas las lineas de fresa transformadas con el gen
chit-42 tienen un comportamiento similar al control en los ensayos de tolerancia a R. necatrix,
indice de severidad cercano a 5, lo que coincide con los resultados obtenidos por Mercado et
al. (2007) al evaluar la tolerancia de estas plantas frente al patégeno Colletrotrichum acutatum.
En relacién con las plantas transformadas con el ger -1,3-glucanasa, las lineas 36 (indice de
severidad 3.5) y 310 {ndice de severidad 4) tuvieron un comportamiento ligeramente superior
al control. Curiosamente, la lineg6 tambén fue seleccionada por su buen comportamiento
frente al patégeno C. acutatum. Probablemente estos efectos sean debidos al origen fungico de
la glucanasa, ya que en otras especies como patata, la transformaciéon con una glucanasa de
Nicotiana plumbaginifolia no incremento la tolerancia a Rhizoctonia solani (Moravcikova et al.,
2004). Esta falta de respuesta puede ser debida a que los patégenos segregan inhibidores
contra las hidrolasas derivadas de plantas (Ham et al., 1997).

En relacion con las plantas de fresa transformadas con el gen AtNPR1, se han obtenido més
de 45 lineas transgénicas y en una primera fase se esta evaluando la tolerancia a R. necatrix
de 15 de estas lineas.
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