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RESUMEN

Proteínas relacionadas con la defensa en la inte-
racción Sporisorium scitamineum - caña de azúcar. El 
presente trabajo se realizó en el Centro Nacional de Sanidad 
Agropecuaria (CENSA), Habana, Cuba, durante el periodo 
2001-2005, con el objetivo de  determinar los patrones isoen-
zimáticos superóxido dismutasa y las secuencias de proteínas 
relacionadas con la defensa inducida en la interacción S. 
scitamineum - caña de azúcar, para lo cual fueron inoculadas 
con el patógeno las yemas de las variedades Ja60-5 (suscep-
tible) y M31/45 (resistente) con una suspensión de esporidios 
del patógeno. La separación electroforética en condiciones 
nativas permitió la detección de dos isoformas ácidas de la 
enzima, una que se induce en mayor magnitud en la variedad 
resistente en comparación con la susceptible y otra que man-
tiene su nivel constitutivo para ambas variedades. El análisis 
ADNc-AFLP permitió la obtención de secuencias de PRs 
homólogas a glucanasas (PR2), quitinasas (PR3) y osmotina 
(PR5) inducidas diferencialmente en la variedad resistente. 
Los resultados obtenidos sugieren la participación de la en-
zima superóxido dismutasa en la señalización de la infección 
en esta interacción; así como la participación de PRs en la 
respuesta de resistencia inducida. Todo esto brinda la posibi-
lidad de utilizar dichas proteínas como posibles marcadores 
bioquímicos y moleculares en Programas de Selección de 
Variedades Resistentes al Carbón de la Caña de Azúcar.

Palabras clave: Caña de azúcar, SOD, PRs, Spori-
sorium scitamineum, interacción.

ABSTRACT

Defense related proteins in the interaction 
Sporisorium scitamineum – sugarcane. Laboratory 
experiments were conducted in the National Centre for 
Animal and Plant Health during 2001-2005. In this paper 
were determined superoxide dismutase iso-enzyme patterns 
and transcripts sequenced from PRs on the Sporisorium 
scitamineum - sugarcane interaction, for this reason were 
inoculated buds of both varieties Ja60-5 (susceptible) and 
M31/45 (resistant) with a suspension of pathogen teliospores. 
Native electrophoresis separation was detected two acidic 
isozymes, one was induced in high level in resistant varieties 
and the other at basal constitutive level in both varieties and 
differential displays sequence protein on resistant cultivar. 
The cADN-AFLP analysis permited to obtein sequences 
of PRs homologues to a glucanasas (PR2), quitinasas 
(PR3) and osmotina (PR5) diferentially induced on resistant 
variety. These results confi rm that superoxido dismutase 
enzyme is involved in signal pathway on this interaction; 
and PRs induction on induced defence response and there 
are possible use as biochemical and molecular marker on the 
Sugarcane Breeding Program.

Key words: Sugar cane, SOD, PRs, Sporisorium 
scitamineum, interaction.
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INTRODUCCIÓN

La acumulación de aniones de oxígeno reactivos 
es fundamental durante la respuesta de las plantas a 
estrés biótico y abiótico. En ambas situaciones éstos 
pueden jugar un papel divergente: exacerbando los 
daños o activando múltiples respuestas defensivas, 
actuando como moléculas de señalización (Klarzynski 
et al. 2003; Compant et al. 2005; Ohno et al. 2006)). 
Por la citotoxicidad de el anión superóxido y del pe-
róxido de hidrógeno se sugiere que ésta es la primera 
línea de defensa y en su metabolismo participa un 
grupo de enzimas, incluidas las superóxido dismuta-
sas (SOD) (Pozos 1999; Foyer 2005); además de la 
posterior acumulación de proteínas relacionadas con 
la patogénesis (PR-1, PR-2, PR-3, PR-5, entre otras) 
como parte de la inducción de la resistencia sistémica 
adquirida (Roetschi  et al. 2001; López 2002; Costales 
et al. 2006; Martínez et al. 2006).).

El agente causal del carbón (Sporisorium 
scitamineum) es una de las principales enfermedades 
que afecta al cultivo de la caña de azúcar, a nivel 
mundial. En el caso particular de la interacción de la 
caña de azúcar y Sporisorium scitamineum (Syd. M. 
Piepenbr., M. Stoll & Oberw.), entre las investigaciones 
más recientes  encaminadas a detectar los mecanismos 
que participan en la respuesta defensiva de la planta, 
se destacan los resultados de Heinze et al. (2001); 
Butterfi eld et al. (2004) y Borrás et al. (2005), quienes 
encontraron secuencias homólogas a genes que 
participan en el metabolismo de los fenilpropanoides 
y fl avonoides, planteado por Lloyd y Naidoo (1983) 
sobre la participación de estos compuestos en la 
resistencia a S. scitamineum.  

El objetivo de este trabajo fue la determinación de 
proteínas nativas SOD y secuencias de fragmentos de-
rivados de transcriptos con homología a PRs presentes 
en extractos crudos de yemas de caña de azúcar de las 
variedades M31/45 (resistente) y Ja60-5 (susceptible) 
inoculadas con S. scitamineum.

MATERIALES Y MÉTODOS

Los experimentos de laboratorio se desarrollaron 
en las instalaciones del Centro Nacional de Sanidad 

Agropecuaria (CENSA), Cuba, en el período del 2001-
2005. Se utilizaron tercios medios de tallos de nueve 
meses de edad de las variedades Ja60-5 (susceptible) 
y M31/45 (resistente), los que se cortaron en porciones 
de yemas e inoculadas, 30 por cada variedad, levantan-
do cuidadosamente la escama de la yema y depositando 
una gota de suspensión de esporidios de un aislamiento 
monospórico de S. scitamineum a una concentración 
de 1,5x107 ufc/ml. Se dejó igual número de muestras 
como control sano. Las yemas se pusieron a germinar 
en incubadora a 30º C y 85% de HR en oscuridad.

Las muestras se tomaron a tiempo cero, 24 y 72 
horas postinoculación, se procesaron tres réplicas en 
cada caso; a partir de 10 g de yemas germinadas ho-
mogeneizadas en nitrógeno líquido. 

Para la extracción de proteínas totales se utilizó 
solución de acetato de sodio 0,1M. La concentración 
de proteínas se determinó por el método de Bradford 
(1976), la lectura de la absorbancia a 595 nm se realizó 
en un espectrofotómetro (Ultrospec Plus Spectropho-
tometer, Pharmacia LKB) para lo cual se empleó una 
curva patrón de albúmina bovina (BSA) a partir de una 
solución madre de 1mg/ml. 

La electroforesis en geles de poliacrilamida (PA),  
en condiciones no desnaturalizantes, se realizó en 
equipo de electroforesis vertical minigel (BIORAD), 
durante tres horas, con corriente constante de 30 mA 
a 25 °C +/ 2 °C; se utilizó solución amortiguadora de 
corrida: Tris-glicina pH 8,3, empleando gel separador 
de PA 12% y 5% en el concentrador con separadores 
de 0,75 mm, se aplicaron 30 μg de proteínas totales de 
caña de azúcar. Para el revelado del zymograma SOD 
se utilizó como sustrato azul nitro-tetrazolio 2,45mM 
en solución fosfato de sodio 50 mM pH 7,8 y ribofl a-
vina 28mM, se observaron bandas blancas sobre fondo 
morado (Pozos 1999).

La purifi cación del RNA total se realizó por el sis-
tema comerial PROMEGA. La síntesis del cDNA fue 
utilizando el sistema Universal RiboClone® (PRO-
MEGA). Para el análisis cDNA-AFLP se siguió el 
procedimiento descrito por Bachem et al. (2000).  El 
cDNA se digirió con las enzimas de restricción AseI 
y TaqI y para la reacción de PCR se utilizó la combi-
nación de cebadores que se presenta en el Cuadro 1. 
A los productos de AFLP se les realizó electroforesis 
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en geles PA 9% y se revelaron con tinción con plata 
(PROMEGA).

Las bandas polimórfi cas derivadas de transcriptos 
se cortaron e incubaron en solución amortiguadora TE 
(10 mM tris, pH 7,5 y 1 mM EDTA, pH 8,0) 12 h a 
37 ºC. Las bandas extraídas se utilizaron como molde 
para reamplifi car por PCR utilizando los cebadores 
correspondientes para AFLP. Se les realizó secuencia-
ción automática con el equipo y juegos de reactivos 
siguiente: Perkin-Elmer ABI PRISM Dye Terminator 
Cycle sequencing kit y ABI Model 377 DNA sequencer. 
Las secuencias se analizaron en el programa BLASTX 
(Altschul et al. 1997) y se compararon con las bases de 
datos GenBank, EMBL y DDBJ. 

RESULTADOS

La separación electroforética en condiciones nati-
vas permitió la detección de dos isoformas ácidas de 
superóxido dismutasa (Figura 1),  una que se induce en 
mayor magnitud (SOD 1) en la variedad resistente en 
comparación con la susceptible y otra que mantiene su 
nivel constitutivo para ambas variedades (SOD 2).

En el Cuadro 2 se observan las secuencias de frag-
mentos derivados de transcriptos que se identifi caron 
con homología a PR proteínas. 

De las secuencias similares a PR proteínas, las 
PR-2 y PR-3 se inducen sólo en la variedad resisten-
te a las 24 y/o 72 h, las identifi cadas como PR-5 se      

expresan, además, en la variedad susceptible a las 24 
h (homóloga a Zea mays) y a las 72 h (homóloga a 
Saccharum sp.). La secuencia similar al gen poxN para 
peroxidasa es la única que se expresa a nivel constitu-
tivo y se induce en mayor magnitud a las 24 h en la 
variedad susceptible y a las 72 h en la resistente.

DISCUSIÓN

En esta interacción los resultados concuerdan 
con una de las funciones de esta enzima en la plan-
ta, que debe de activarse o expresarse para regular 
el estrés oxidativo que conlleva cualquier ataque de 
patógenos (Roetschi et al. 2001; Ohno et al. 2006); 
pues el incremento se observó en las muestras de 24h 
postinoculación con mayor intensidad; por lo que se 
pudiera decir que es una de las enzimas que participa 
en el evento de señalización de la respuesta defensiva, 
ya que coincide el marcado incremento de su actividad 
con el proceso de penetración del patógeno, el que se 
lleva a cabo de 6-36 h postinoculación (Alexander y 
Ramakisham 1980).

En otras interacciones (Pozos 1999; Solórzano 
2002; Vandenabeele et al. 2003; Li et al. 2006) se des-
taca que las isoformas de SOD se pueden considerar un 
buen mecanismo de protección celular frente a la oxida-
ción por los iones superóxido que pueden ser inducidos 
por diversas circunstancias como la senescencia, la acu-
mulación de oxígeno, los procesos patogénicos y otras 
situaciones ambientales estresantes para la planta. 

Los resultados aquí mostrados permiten establecer 
la posible relación del papel del gen poxN para peroxi-
dasa y la explosión oxidativa en la respuesta de resis-
tencia de la caña de azúcar contra el carbón. Este gen 
podría inducir otros transcriptos que se expresan dife-
rencialmente en esta interacción, como las proteínas 
relacionadas con la defensa. Además, confi rmaría los 
resultados de Damaj et al. (2005) sobre la alta coordi-
nación entre las diferentes vías de señalización en caña 
de azúcar como respuesta a distintos tipos de estrés.

Las peroxidasas forman una compleja familia de 
proteínas que catalizan la reducción de varios sustratos 
que utilizan el H

2
O

2
. En particular, las dependientes del 

pH en la pared celular podrían ser la fuente de H
2
O

2 
en 

Cuadro 1.  Cebadores utilizados en el análisis AFLP. Cen-
tro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), 
Cuba, 2001-2005.

Cebadores Secuencias NS*

AseI-1 5´- GAC TGC GTA CCT AAT at
AseI-2 5´- GAC TGC GTA CCT AAT cg
AseI-3 5´- GAC TGC GTA CCT AAT tg
TaqI-1 5´- GAT GAG TCC TGA CCG A ta
TaqI-2 5´- GAT GAG TCC TGA CCG A gt
TaqI-3 5´- GAT GAG TCC TGA CCG A ca

* Nucleótidos selectivos.
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el apoplasto, en presencia de sustancias reducidas libe-
radas por las células dañadas (Torres et al. 2006).  

Los aniones reactivos de oxígeno son moléculas 
muy versátiles que participan en diversas respuestas 
celulares, incluida la muerte celular programada, el 
desarrollo, el gravitropismo y las señales hormonales 
(Kwak et al. 2006). Además, son importantes señales 
de activación de genes de defensa y poseen funcio-
nes reguladoras de la misma en conjunto con otras 
moléculas señalizadoras, particularmente con el ácido 
salicílico y el oxido nítrico (Del Río et al. 2006; Wang 
y Higgins 2006).

Aunque la explosión oxidativa primaria ocurre en 
el apoplasto posterior al reconocimiento del patógeno, 
los aniones reactivos de oxígeno producidos en otros 
compartimentos celulares, también podrían tener fun-
ciones en la defensa. Varios sistemas de eliminación de 
aniones reactivos de oxígeno, incluidas las ascorbato 
peroxidasas, superóxido dismutasas y catalasas man-
tienen la homeostasis en los diferentes compartimentos 
celulares en las plantas (Reumann et al. 2004; Küpper 
et al. 2006; Del Río et al. 2006). 

La inducción muy temprana de PRs puede jugar un 
papel importante en las reacciones de defensa, lo cual 

Cuadro 2.  Secuencias de fragmentos derivados de transcriptos expresados diferencialmente en la interacción S. scitamineum - caña 
azúcar. Cuba, 2001 - 2005.

(pb)
Homología
(# Acceso)

Proteína Valor E

Susceptible
Ja60-5

Resistente
M31/45

0 24 72 0 24 72

392 CF576358 PR-2: Quitinasa (Saccharum sp.) 1.8e-118 x x

427 Z99959 PR-2: Quitinasa (Musa acuminata) 4.3e-32 x

380 BU925830 Similar a PR-3: ß-glucanasa (Saccharum sp.) 3.6e-120 x x

377 U82201 PR-5 proteína (Zea mays) 3.6e-29 x x x

580 D49551 gen poxN para peroxidasa, exon1-4 (Oryza 

sativa- cultivar japonica)

9.5e-30 x X x x x X

246 D25236 PR-3: ß- 1,3- 1,4 Glucanasa (Oryza sativa) 7.2e-61 x

322 CF570197 Similar a PR-5: osmotina (Saccharum sp.) 1.3e-82 x x x

258 CD347683 Similar al precursor Endo-1,3;1,4-ß-D-gluca-

nasa  (Oryza minuta)

6.1e-56 x

Figura 1.  Patrón de acumulación temporal de isoenzimas de superóxido dismutasas (SOD) en la variedad susceptible Ja60-5 
(a) y resistente M31/45 (b) posterior a la inoculación con S. scitamineum, a tiempo cero (C),  24 y 72 h postinocu-

lación. Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA), Cuba. 2003.
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se refi ere en muchos patosistemas: Alternaria solani- 
tomate (Solórzano 2002), Puccinia melanocephala- 
caña de azúcar (López 2002), Phytophthora megasper-
ma- tabaco (Cordelier et al. 2003), entre otros.

Las PRs 2 y 3 que poseen funciones hidrolíticas 
pueden desempeñar funciones protectoras directas, al 
hidrolizar la pared celular de los patógenos, o indirecta, 
en los mecanismos de defensa de las plantas, al liberar 
elicitores que estimulan la acumulación de fi toalexinas, 
deposición de lignina, etc. (Faure 2002; Van Loon et 
al. 2006). 

En el caso particular de S. scitamineum por la 
constitución química de su pared celular, rica en gluca-
nos y quitina (Banks et al. 2005), las glucanasas y qui-
tinasas pueden degradar directamente dicha estructura 
y por tanto limitar su crecimiento.

De forma general, a partir de los resultados obteni-
dos, se ratifi ca que la acumulación de las PR proteínas 
no está restringida únicamente a las plantas resistentes, 
sino que también se pueden detectar en interacciones 
compatibles. Sin embargo, el tiempo de aparición y la 
magnitud de la inducción puede diferir, lo cual varios 
autores señalan que infl uye en la reacción de defensa 
(Bulow et al. 2004; Compant et al. 2005). 

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos confi rman la activación 
de las enzimas superóxido dismutasas y proteínas 
relacionadas con la patogénesis (PRs) en esta interac-
ción, todo lo cual es la primera vez que se estudia en 
esta enfermedad. La marcada diferencia de expresión 
entre la variedad susceptible y resistente, indica que 
estas enzimas puedan ser utilizadas como posibles 
marcadores bioquímicos y moleculares en Programas 
de Selección de Variedades Resistentes al Carbón de 
la Caña de Azúcar.
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