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Resumen

Las plantas deben convivir con una variedad de organismos, los cuales pueden ser
benéficos, neutrales o patdgenos. Cuando las plantas perciben los organismos con los
que convive activan inmediatamente mecanismos de sefializacion para manifestar
respuestas adaptativas. Una vez que se establece la interaccién entre una planta y un
patogeno, el resultado de la misma puede ser la resistencia vegetal o el desarrollo de
enfermedad.

Solanum tuberosum es un cultivo de gran importancia a nivel mundial como
alimento, con una produccion anual cercana a 300 millones de toneladas ocupa el cuarto
lugar en volumen en la produccion de cultivos mundial. Las plantas de papa se
encuentran bajo el ataque de una amplia variedad de organismos patdégenos que causan
enfermedades, las cuales ocasionan pérdidas anuales en la produccion de
aproximadamente 21.8%. Esto ha llevado en los paises en desarrollo al uso de
cantidades considerables de pesticidas los cuales son nocivos para el ambiente y los
seres humanos. De aqui, la necesidad de desarrollar nuevas estrategias sustentables para
el control de enfermedades, para lo cual es fundamental el estudio de las interacciones
planta-patégeno y de las bases moleculares que a estas conciernen.

En el presente trabajo se analiza el gen de la planta de papa que denominamos
Drk362 y se generan herramientas para su estudio. Se pudo establecer la secuencia
codificante completa de Drk362 y los andlisis bioinforméticos indican que el mismo
codificaria una posible serina/treonina quinasa con una probable sefial de localizacién
nuclear. La comparacion de secuencias de DRK362 con otras quinasas vegetales,
resultados preliminares y los analisis bibliograficos, sugieren que DRK362 estaria
involucrada en respuestas de defensa vegetal. Se han generado construcciones para
sobreexpresar y silenciar DRK362, las cuales permitiran modular la expresién de este
gen en planta. Tales lineas vegetales podran ser utilizadas para la realizacion de estudios
de gendémica funcional.
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SSH...oviiieieieieeeeeeee suppression subtractive hybridization
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Introduccion.

En la naturaleza, las plantas estdn constantemente expuestas a cambios en el
ambiente. Para adaptarse a los mismos necesitan integrar multiples sefiales externas,
muchas de las cuales perciben un estrés. Las pestes y enfermedades ocasionadas por el
contacto con una amplia variedad de organismos patdégenos como bacterias, virus,
hongos y nematodos son los principales factores de las pérdidas en la produccion. Las
condiciones para que estas enfermedades ocurran se ven incrementadas por la practica
de la agricultura que se basa en los monocultivos ya que estos poseen una biodiversidad
genética mas reducida. La estrategia mas utilizada para evitar enfermedades en
monocultivos es la aplicacion de productos quimicos toxicos, los cuales causan
importantes dafios en el medio ambiente asi como en seres humanos. En vista de ello, es
necesario el desarrollo de nuevas estrategias para combatir los factores de estrés bidtico,
incluyendo programas de mejoramiento genético y generacion de cultivos transgénicos
resistentes a los patdgenos, entre otras. Para la generacion de tales estrategias es
fundamental el estudio de las interacciones planta-patégeno y de las bases moleculares
que a estas conciernen.

Interacciones planta-patégeno

Las plantas deben convivir con una variedad de organismos, los cuales pueden ser
benéficos, neutrales o patégenos. Cuando las plantas perciben los organismos con los
que convive activan inmediatamente mecanismos de sefializacion para manifestar
respuestas adaptativas. Una vez que se establece la interaccion entre una planta y un
patogeno, el resultado de la misma puede ser la resistencia por parte de la planta o el
desarrollo de enfermedad.

Para explicar la interaccion entre plantas y patégenos Harold H. Flor propuso el
modelo gen-para-gen basdndose en la presencia o ausencia de genes dominantes de
resistencia en la planta (genes R) y genes de avirulencia en el patégeno (genes Avr).
Estos genes son la base de la resistencia, generalmente conduciendo a la respuesta
hipersensible. Segun este modelo se establece o no enfermedad dependiendo de la
existencia y el reconocimiento de la proteina codificada por el gen dominante R de la
planta y la proteina codificada por el gen dominante Avr del patogeno (Flor, 1971). De
existir y reconocerse mutuamente dichas proteinas, la interaccion se denomina
incompatible, no estableciéndose la enfermedad. Mientras que si no existe por lo menos
alguno de los genes dominantes complementarios, la enfermedad puede desarrollarse, y
la interaccion pasa a llamarse compatible (Tabla 1). Luego del mencionado
reconocimiento, se desencadena una cascada de transduccion de sefiales que conduce al
establecimiento de respuestas de defensa (Staskawicz et al. 1995).

Las proteinas codificadas por los genes R actian mayoritariamente como
receptores directos o indirectos de las proteinas Avr (Staskawicz et al. 1995). Los genes
R y sus homologos generalmente se clasifican dentro de las siguientes clases, segun
motivos estructurales comunes (Martin et al, 2003; Hammond y Jones, 1997): genes con
sitios de union a nucledtidos (NBS), proteinas serina/treonina quinasa; por ejemplo, el
gen Pto de tomate, proteinas con dominio de interaccion proteica con repetidos ricos en
leucina (LRR); por ejemplo gen cf9 de tomate, genes con homologia amino-terminal a
genes tipo Toll y receptores de interleuquina 1 (TIR: Toll/IL-1R-like), un ejemplo de



esta familia es el gen Lg de la planta de lino y proteinas con domino cremallera de

leucina (LZ).

Genes del | Genes de la Planta

patdégeno R r

Avr Incompatible, Compatible,
respuesta hipersensible. no resistencia, progresion de

enfermedad.

avr Compatible, Compatible,
no resistencia, progresion de | no resistencia, progresion de
enfermedad. enfermedad.

Tabla 1: Interaccion gen-por-gen entre genes de resistencia de la planta (R) y genes de avirulencia
del patégeno (Avr).

Las respuestas de defensa vegetal por lo tanto son controladas directa o
indirectamente, por los genes de la planta hospedera y por la interaccion con el
patogeno. Por lo tanto, la resistencia frente a los mismos puede ser clasificada segun el
numero de genes que estén involucrados. La resistencia a enfermedad que es controlada
genéticamente por uno, pocos, o muchos genes, se denomina resistencia real y puede
dividirse en dos grupos: resistencia parcial o poligénica y resistencia gen R o
monogénica (Agrios, 2005).

Todas las plantas presentan un cierto nivel de resistencia de amplio espectro frente
a cada uno de sus patdogenos. Esta resistencia es la denominada parcial o poligénica, ya
que es controlada por varios genes. Los genes involucrados en este tipo de resistencia
controlan varios pasos de procesos fisiologicos en la planta, que conducen a los
mecanismos de desarrollo de defensas vegetales. La resistencia poligénica generalmente
retarda el desarrollo y la expansion del patogeno.

La resistencia monogénica, por otro lado, esta controlada por uno o unos pocos
genes. Los genes que participan en esta resistencia son los denominados genes R, los
cuales han sido descritos previamente. Estos genes son fundamentales en la percepcion
del patogeno y participan en la expresion de la defensa inducible. La resistencia
monogénica es también conocida como resistencia raza-especifica, ya que la misma se
desarrolla frente a determinadas razas de un patdogeno (que contengan el gen Avr
especifico), mientras que para otras razas del mismo patdgeno la planta es susceptible.
Este tipo de resistencia tiende a neutralizar y eliminar el patdgeno, y se ve generalmente
asociada a el desarrollo de una respuesta hipersensible (HR) (Agrios, 2005).

Los mecanismos de defensa desarrollados por las plantas frente a patogenos
combinan varias estrategias, las cuales pueden clasificarse en dos grandes grupos:
defensas constitutivas y defensas inducibles.

Las defensas constitutivas involucran barreras estructurales y quimicas
preexistentes en la planta, y son la primer defensa con la que se encuentra el patégeno
antes de invadir la misma. Los diversos patégenos han desarrollado diferentes vias
especificas para invadir la planta. Algunos penetran directamente a través de las capas
de tejidos superficiales utilizando presion mecanica y/o ataque enzimatico, otros lo
hacen a través de aberturas naturales como estomas y lenticelas, mientras que otro grupo




solo pueden invadir tejidos vegetales que han sido previamente heridos. En general, las
plantas cuentan con barreras fisicas y quimicas constitutivas para impedir dichas
invasiones. La superficie vegetal, la cual el patégeno debe penetrar para causar la
infeccion, es uno de los primeros obstaculos. La misma posee estructuras de defensa
para evitar la infeccion que estdn presentes incluso antes del primer contacto con el
patdgeno. Estas estructuras incluyen la cantidad y calidad de la cera y la cuticula que
recubren las células epidérmicas vegetales, constituyendo una barrera fisica contra el
organismo invasor. La cera sobre la superficie de hojas y frutos forma una capa
hidrofébica que evita la adsorcion de agua restringiendo la penetracion de patdgenos.
Una cuticula gruesa aumenta la resistencia frente a aquellos patdgenos que invaden su
huésped unicamente por penetracion directa. Muchos patdgenos que ingresan a traveés
de estomas pueden forzar su entrada si éstos se encuentran cerrados, mientras que
algunos patogenos, como la roya del trigo, s6lo pueden ingresar s6lo cuando los
estomas estan abiertos. De esta manera, algunas plantas se tornan resistentes a ciertos
patogenos dependiendo de la apertura de los estomas durante el dia y el momento en el
cual germinen los patogenos (Agrios, 2005).

Por otro lado, las plantas producen constitutivamente una serie de metabolitos
secundarios, muchos de los cuales pueden actuar como componentes antimicrobianos.
Tal es el caso de las saponinas que son moléculas alcaloides glicosiladas con actividad
antifungica. Algunas plantas, como el tomate y la cafia de azlcar, secretan compuestos
toxicos sobre sus hojas que inhiben la germinacion de esporas de los hongos del género
Botrytis y Cercospora. En los tejidos jovenes de frutas, hojas y semillas, se encuentran a
altas concentraciones, compuestos fenolicos, taninos y algunos compuestos grasos que
han sido involucrados con la resistencia vegetal a microorganismos patogénicos.
(Agrios, 2005).

Las defensas inducibles son aquellas que se generan una vez que el patégeno ha
sido percibido por la planta. Estas comprenden el sistema inmune de la planta y pueden
ser divididas en dos grandes ramas: inmunidad inducida por PAMPs (patrones
moleculares asociados a patdgenos), o PTI, ¢ inmunidad inducida por efector, o ETI
(Jones & Dangl, 2006).

La primer linea de respuesta inmune de la planta, PTI, es inducida luego de la
percepcion y el reconocimiento de patégenos a través de patrones moleculares
asociados a estos (PAMPs), como la flagelina, lipopolisacéridos, factores de elongacion,
asi como la quitina de los hongos, entre otros. Habitualmente estos patrones
moleculares son llamados elicitores. Se define como elicitor todo aquel compuesto
capaz de inducir una respuesta de defensa en la planta. Los elicitores son caracteristicos
de microorganismos patogénicos y pueden clasificarse en dos grupos, elicitores
generales y elicitores “raza especificos” (Sheen et al., 2007; Montesano et al., 2003).
Los PAMPs son reconocidos, a través de epitopes conservados especificos, por
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) en la superficie celular vegetal. La
especificad de los PRR esta enfocada en dichos dominios altamente conservados de los
PAMPs que son funcionalmente importantes para el patogeno (He & Boller, 2009). Por
ejemplo, el receptor FLS2 (Flagelin sensitive 2) de Arabidopsis percibe directamente la
flagelina bacteriana a través de un epitope conservado de 22 aminoacidos, flg 22, en su
extremo N Terminal (Ali & Reddy, 2008).

El genoma vegetal codifica varios tipos de receptores, los cuales han sido
clasificados en base a sus caracteristicas estructurales en diferentes categorias,
incluyendo los receptores tipo quinasa (RLK) y receptores tipo proteina (RLP). Todos
los RLKs vegetales relacionados con la percepcion de elicitores son serina/treonina
quinasas y pueden ser clasificados en diferentes categorias de acuerdo a las



caracteristicas estructurales de los dominios extracelulares. Estas categorias son: (1) los
que contienen dominios ricos en leucina o LRRs, por ejemplo Xa21 de arroz, (2) los que
contienen motivos tipo lectina, por ejemplo AthLecRK1 de Arabidopsis, (3) aquellos
que exhiben similitud a proteinas PR tipo thaumatina, como PR5K de Arabidopsis, (4)
los que exhiben similitud a proteinas PR tipo quitinasa, por ejemplo CHRK1 de tabaco,
(5) los que contienen repetidos tipo EGF (epidermal growth factor), por ejemplo WAK1
de Arabidopsis, (6) aquellos que no poseen homologia con motivos conocidos, como
LRK10 de trigo y (7) los que presentan un nuevo motivo bimodular de cisteinas, como
StPRKs de papa (Montesano et al., 2003). Otros receptores de PAMPs para ciertas
proteinas fungicas y fragmentos de quitina, han sido identificados como receptores de
superficie celular sin dominio quinasa, estos son los denominados RLPs, compuestos
solo por un dominio extracelular anclado a membrana (Ron & Avni, 2004).

La activacion de los receptores por PAMPs converge en un limitado niamero de
vias de sefalizacion que conducen a respuestas de defensa tales como la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y 6xido nitrico (NO), cambios en los niveles de
Ca*’, induccién de genes relacionados a defensa, produccion de fitoalexina, deposicion
de calosa en la pared celular y eventualmente una rapida muerte celular programada
localizada conocida como respuesta hipersensible (HR). La principal via de sefializacion
y la més conservada evolutivamente es la cascada de proteinas quinasas activadas por
mitogenos (MAPKSs) la cual traduce estimulos extracelulares en respuesta intracelulares
(Sheen et al.2007) (Figura 1).

La coevolucion entre plantas y patogenos ha llevado a que estos desarrollen
algunos mecanismos para suprimir la PTI. Bacterias fitopatdgenas, como Pseudomonas,
Ralstonia y Erwinia, han evolucionado el sistema de secrecion tipo III (T3SS) para
amortiguar la defensa vegetal y ser exitosas en la infeccion. Este sistema es
ampliamente conservado y permite la secrecion y translocacion de efectores a través de
las membranas celulares de la bacteria y el hospedero (Mudgett et al., 2009). Los
efectores son proteinas producidas por el patdgeno que alteran a la célula vegetal o su
ambiente, causando enfermedad o disparando la defensa. Los efectores de tipo III entran
directamente al citoplasma de la célula hospedera y tienen como blanco diferentes
procesos celulares. Las proteinas codificadas por los genes R pueden ser activados
directamente por los efectores de tipo III o pueden ser activados indirectamente por el
reconocimiento de proteinas del hospedero que son blancos o han sido modificadas por
dichos efectores. Esto ultimo es consistente con la hipotesis guarda que predice que una
proteina R activa la resistencia cuando interactua con otra proteina de la planta (proteina
guarda) que ha sido modificada por el patdégeno en su intento de crear un ambiente
favorable para la colonizacion (Van der Biezen & Jones, 1998). Muchas proteinas Avr
son efectores de tipo III; AvrPto y AvrPtoB de P. syringae pv. tomato han sido
identificados como potentes supresores de PTI inhibiendo pasos tempranos en la célula
vegetal previos a la cascada de MAPK (Sheen et al.2007). Otra estrategia que han
desarrollado las bacterias fitopatdgenas es la produccion de moléculas efectoras
pequefias que imitan hormonas vegetales. Por ejemplo, retomando a P. syringae,
algunas cepas de esta bacteria producen coronatina, un compuesto quimico relacionado
estructuralmente al acido jasmoénico y que dispara los mismos procesos celulares
suprimiendo la defensa mediada por acido salicilico frente a patdégenos bidtrofos y
estimulando la apertura de estomas para permitir que las bacterias ganen acceso al
apoplasto (Agrios, 2005).

Para sobrevivir, las plantas han desarrollado un segundo frente de defensa, la
denominada inmunidad inducida por efector (ETI), que permite percibir los efectores
que inhiben la PTT a través de receptores adicionales (He & Boller, 2009) (Figura 1). La



ETI es una defensa mas rapida y fuerte que la PTI, que a menudo culmina en una rapida
muerte celular programada conocida como respuesta hipersensible (HR). La respuesta
hipersensible se piensa que retarda el crecimiento del patégeno y evita su expansion,
esta respuesta es localizada restringiéndose al punto de infeccion (Cullis, 2004).
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Figura 1. Interaccion planta patogeno. La planta reconoce los PAMPs a través de
receptores de superficie celular y es activada la primera linea de respuesta de defensa.
La sefalizacion inmune disparada es convergente e incluye la activacion de la
cascada de MAPKs y la transcripcion temprana de genes de defensa. Otros eventos de
seflalizacion tempranos son los cambios en los niveles de calcio y la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de oxido nitrico (NO). Las plantas codifican
proteinas intracelulares de resistencia para contrarrestar los factores especificos de
virulencia del patdgeno, y ponen en funcionamiento la segunda linea de defensa
denominada inmunidad inducida por efector, ETI (adaptado de Sheen et al., 2007)

En resumen, el sistema inmune de la planta puede ser representado por el modelo
“zigzag” propuesto por Jones & Dangl (2006) (Figura 2). Este modelo esta dividido en
cuatro fases. En la fase 1, los PAMPs son reconocidos por PRRs, resultando en la
inmunidad inducida por PAMPs (PTI), la cual puede evitar futuras infecciones. En fase
2, patogenos exitosos confieren efectores que contribuyen con su virulencia y pueden
interferir con la PTI. Esto resulta en una susceptibilidad inducida por efector (ETS). En
la fase 3, un efector especifico es reconocido por una proteina NB-LRR resultando en la
inmunidad inducida por receptor. La ETI resulta en la resistencia a la enfermedad y
frecuentemente en una respuesta hipersensible (HR) en el sitio de infeccion. Por ultimo,
en fase 4, la seleccion natural lleva al patdégeno a desarrollar nuevas estrategias para



evitar la ETI, ya sea excluyendo o diversificando el gen del efector reconocido o
adquiriendo nuevos efectores que suprimen ETI.

T ETS ETI ETS ETI

&
v
090 " panps

Figura 2. Modelo “zigzag”, el cual ilustra el rendimiento
cuantitativo del sistema inmune de la planta, en donde la
amplitud de la resistencia o de la susceptibilidad es proporcional
a PTI-ETS+ETI (Jones & Dangl, 2006)

La radiacion evolutiva de las especies de plantas angiospermas ha sido
acompafiada probablemente por eventos aislados de coevolucion de patéogenos,
particularmente de aquellos biotrofos obligados adaptados al hospedero. La mayoria de
las plantas exhiben resistencia a enfermedad contra un gran numero de organismos
potencialmente patogenos. Esta resistencia se denomina non-host y provee una
resistencia efectiva, de amplio espectro y durable contra los patdégenos en todos los
miembros de una especie de planta (Kang et al., 2003). La resistencia non-host puede
ser mediada por al menos dos mecanismos. En el primer mecanismo, un efector puede
ser inefectivo sobre un potencialmente nuevo, pero evolutivamente divergente,
hospedero fallando por tanto en la supresion de PTI y en el crecimiento del mismo. Por
otro lado, uno o mas de los efectores del posible patégeno puede ser reconocido por un
repertorio de proteinas R de la planta distinto al de sus hospederos coadaptados,
resultando en ETI (Jones & Dangl, 2006).

La resistencia non host es clasificada en dos tipos, denominados tipo I y tipo II.
La resistencia non host de tipo I no produce sintomas visibles, mientras que la del tipo II
estd siempre asociada con la respuesta hipersensible (HR). El tipo de respuesta activada
es especie dependiente, tanto de la planta como del patdogeno, es decir que una especie
de planta presenta resistencia del tipo I frente a determinados patdgenos y del tipo II
frente a otros, del mismo modo una especie de patdogeno puede disparar ambos tipos de
resistencia en especies de plantas distintas.

Algunos componentes implicados inicialmente en las reacciones de defensa de las
plantas, y que recientemente han sido implicados en la resistencia non host, son las
proteinas quinasas inducidas por herida (WIPK) y las inducidas por acido salicilico
(SIPK). Esto fue demostrado en Nicotania benthamina en la cual el silenciamiento de
WIPK y SIPK compromete la resistencia non host frente a Pseudomonas cichorii
(Mysore & Ryu, 2004). Del mismo modo, algunos genes han sido identificados e
involucrados en la resistencia non host. Un ejemplo es el gen NHO1 de Arabidopsis el



cual codifica una quinasa necesaria en la resistencia contra ciertos patégenos, como
Botrytis cinerea y Pseudomonas syringae (Kang et al, 2003).

Rol de las proteinas quinasas en la defensa vegetal.

En plantas han sido reportadas dos clases de proteinas quinasas activadas por
estrés, las proteinas quinasas activadas por mitdogenos (MAPKSs) y las proteinas quinasas
calcio-dependientes (CDPKs) (Ludwig et al. 2005).

Como se menciond anteriormente, entre las vias de sefializacion relacionadas a la
defensa la mas conservada son las cascadas MAPKs. La activacion de ésta es una
respuesta convergente e inmediatamente temprana en la inmunidad inducida por
PAMPs. Dicha cascada generalmente comprende tres proteinas quinasas que actuan
secuencialmente: una MAP quinasa de quinasa de quinasa (MAP-KKK), una MAPK
quinasa de quinasa (MAPKK) y una MAPK, las cuales traducen sefiales extracelulares a
través de receptores en un amplio rango de respuestas intracelulares, induciendo asi
cambios masivos en la transcripcion y confiriendo resistencia a multiples patogenos.
Esto sugiere la importancia de la sefializacion de las cascadas MAPK en la inmunidad
innata de la planta. (Sheen et al., 2007)

Dentro de las quinasas vegetales mejores caracterizadas se encuentran las
proteinas SIPK (protein-quinasa inducida por acido salicilico) y WIPK (proteina
quinasa inducida por heridas) de tabaco. SIPK es activada frente a una variedad de
estreses biodticos y abioticos, incluyendo estrés osmotico, salino, herida, y tratamiento
con elicitores tanto bacterianos como fingicos no especificos de especie. La activacion
de SIPK en respuesta al estrés abidtico es transiente, mientras que se genera una
activacion prolongada como resultado de elicitores bioticos capaces de inducir HR.
SIPK es quizés un punto convergente para varios estimulos diferentes y la duracion de
su activacion juega un rol importante en el tipo de proceso que es mediado. WIPK,
también participa en la sefalizacion de defensa. Si bien WIPK es activada por mucho de
los mismos estimulos que SIPK, esta se diferencia en que su activacién es tipicamente
menor. Al contrario de SIPK, la activacion de WIPK por si sola no es suficiente para
inducir muerte celular, lo que probablemente indica que si bien estas dos MAPKSs son
activadas al mismo tiempo, influyen en distintos procesos cuesta abajo (Ren et al.,
2006). La activacion dual de estas quinasa no es sorprendente en vista que se ha
descubierto que ambas son activadas por la misma MAPKK, denominada NtMEK?2. La
expresion de una forma constitutivamente activa de NtMEK?2 induce muerte celular, la
cual es precedida por la activacion de SIPK y WIPK, y la induccion de genes asociados
con la respuesta de defensa (Yang et al., 2001).

El genoma de Arabidopsis thaliana codifica al menos 20 MAPKs, 10 MAPKKSs y
mas de 60 MAPKKKs. MPK6 y MPK3, ortdlogas de SIPK y WIPK, son rapidamente
activadas por multiples MAMPs, incluyendo elicitores bacterianos, flg22, HrpZ, Ef-Tu,
elicitores de oomicetes, Pep13, NPP1 y B glucano, y elicitores fungicos, quitina y
ergosterol (Sheen et al., 2007). La cascada MAPK que integran comprende las quinasas
MEKK1 y MKK4/5, que proveen funciones redundantes cuesta abajo del receptor de
flagelina FLS2 y cuesta arriba de WRKY y otros factores de transcripcion. La
activacion de esta cascada confiere resistencia tanto a patégenos bacterianos como a
fungicos (Pedley et al., 2004).



En tomate la quinasa Pto media la resistencia a la enfermedad de la mancha
bacteriana (bacterial speck) activando la resistencia del hospedero luego del
reconocimiento de cepas de Pseudomonas syringae pv. tomato que expresen las
proteinas AvrPto o AvrPtoB. Dos MAPKSs, LeMPK?2 y LeMPK3, son activadas en las
hojas de una forma Pto-especifica. Ambas quinasas estan reguladas por LeMAPKKKa.,
una proteina que se ha demostrado esta implicada en la inmunidad mediada por Pto,
induciendo muerte celular en hojas. Posterior a esta se han identificado dos cascadas
MAPKs. Una de estas vias comprende las quinasas LeMKK?2 y LeMPK1/LeMPK2
(Pedley et al., 2004).

El cultivo de papa y su importancia

La papa (Solanum tuberosum) es una planta
dicotiledonea de la familia Solanéceas (Figura 3) que
en la actualidad tiene una gran importancia como
cultivo alimenticio, con una produccién anual cercana
a 300 millones de toneladas, ocupando el cuarto lugar
en volumen en la produccion de cultivos a nivel
mundial. Se destaca cualitativamente por su alto
contenido en proteinas, vitaminas, minerales y por su Figura 3: S. tuberosum. Planta
aporte de oligoelementos esenciales. de papa.

En Uruguay, la produccién de papa es relativamente reciente, con datos que
indican su comienzo en 1914. Actualmente se siembran entorno a las 9000 hectareas de
papa anualmente. Comparado a los estandares regionales el promedio de produccion en
nuestro pais es bajo, mostrando diferencias significativas entre los tipos de productores.
Los pequefios productores (aquellos que cultivan menos de 10 hectareas) producen mas
del 40% de la produccion total, con un rendimiento de 4 toneladas por hectareas. Los
grandes productores (con mas de 50 hectareas) producen aproximadamente el 25% del
total, con rendimientos mas altos de 15 toneladas por hectareas. El 35% restante son
producidas por aquello productores que no clasifican en estas categorias (Atlas Mundial
de la Papa, http://research.cip.cgiar.org).

Las plantas de papa se encuentran bajo el ataque de una amplia variedad de
organismos que causan enfermedades, entre estos se encuentran bacterias, virus, hongos
y nematodos. Las pérdidas anuales en la produccion de papa por enfermedades
promedian el 21.8%, lo que ha llevado en los paises en desarrollo al uso de cantidades
considerables de pesticidas. En vista de ello, se han desarrollado, y se busca un mayor
desarrollo, de otras estrategias para enfrentar los factores bidticos de estrés, que
consisten en: programas de mejoramiento genético convencional de los cultivares,
generacion de cultivos transgénicos resistentes a patdgenos y el desarrollo de controles
bioldgicos de las enfermedades (CIP, 2009).

Resultados previos.

En trabajos previos, realizados en el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal
(Instituto de Quimica Biologica, Fac. de Ciencias), se estudiaron las bases moleculares
de la interaccion entre el potyvirus PVY y la planta Solanum tuberosum. El abordaje
seguido fue la busqueda de diferencias a nivel transcritptdmico entre plantas con
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resistencia y plantas con susceptibilidad a PVY frente a la inoculacion con dicho virus.
Se caracterizd una biblioteca de ADNc previamente generada por la técnica de
hibridacion sustractiva por supresion (SSH). Por medio de analisis de Northern inverso
esta biblioteca mostré estar formada mayoritariamente por genes de media a baja
expresion, siendo este nivel de expresion en el cual se esperan encontrar genes
reguladores de la resistencia. En base al nivel de hibridaciéon mostrado, fueron
seleccionados clones para su secuenciacion. Esto permitio identificar secuencias
pertenecientes a genes homodlogos en otras plantas, a partir de lo cual se pudieron inferir
posibles funciones de estos en el contexto de la interaccion planta-patdogeno. Uno de
dichos genes, el cual hemos denominados Drk362, present6 similitud de secuencia con
quinasas de otras plantas, tales como quinasas de la planta de tabaco activadas por estrés
y heridas. Este analisis requiere de un estudio mas detallado ya que si bien se habia
realizado un estudio preliminar de la secuencia del gen, dicha secuencia conservaba una
region de conflicto sin secuenciar.

El andlisis preliminar de la expresion de este gen sugirid que el mismo es
inducido por heridas y muestra una expresion diferencial en plantas caracterizadas por
desarrollar una respuesta de hipersensibilidad a PVY. Plantas de papa tratadas con
factores de virulencia secretados por E.c. carotovora (principalmente enzimas que
degradan la pared celular vegetal, EDPCV) inducen la expresion del gen Drk362 a las 6
horas post tratamiento (Unico tiempo analizado preliminarmente). El tratamiento de
plantas con acido salicilico también induce la expresion temprana de Drk362 a las 6
horas de realizado el tratamiento (Bentancor M.; 2006). Estos resultados preliminares
sugieren que Drk362 seria un componente que participa en las respuestas de defensa de
papa inducidas por estrés bidtico.

La generacion de herramientas para la realizacion de estudios de genomica
funcional, como la construccion de lineas transgénicas de papa tanto para obtener la
sobreexpresion como el silenciamiento del gen de esta quinasa, permitira
posteriormente analizar sus respuestas frente a condiciones de estrés, como la
exposicion a patdgenos, a fin de evaluar el aporte del gen Drk362 por si mismo en la
potencial resistencia vegetal.

Objetivos

Objetivo general.

El objetivo general a largo plazo es el de caracterizar funcionalmente al gen
Drk362, con especial énfasis en su posible rol en la respuesta de defensa de las plantas
de papa, frente a la infeccion con patdogenos.

Objetivos especificos.

e Secuenciacion completa del ADNc del gen Drk362 y analisis bioinformatico.

e Generacion de una construccion génica para la sobreexpresion del gen Drk362
en papa.

e Generacion de una construccion génica para el silenciamiento del gen Drk362 en
papa.
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Ademas de los objetivos presentados se llevo a cabo la transformacion de plantas
de papa (S. tuberosum), mediada por Agrobacterium tumefaciens, con la construccion
para la sobreexpresion del gen Drk362. En el marco de la tesis, se incluyen tales
resultados.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Las cepas de Escherichia coli utilizada fueron TOP10 (Invitrogen Co., USA) y
XL1-Blue (Stratagene Co, USA), cuyos genotipos comprenden:

XL1-Blue: endA1 gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac glnV44 F'[ ::Tn10 proAB"
lacI® A(lacZ)M15] hsdR17(rg” mg ).

TOP10: F- merA A(mrr-hsdRMS-merBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str™) endA1 A" .

Las bacterias se cultivaron toda la noche en agitador a 37°C en medio LB (Luria-
Bertani) liquido (10g/1 Triptona, 5g/l Extracto de Levadura, 10g/l Cloruro de Sodio) o
fueron estriadas en medio LB so6lido (LB liquido, 15g/1 Agar) dejandose en estufa bajo
las mismas condiciones. En cada caso los medios fueron suplementados con los
antibioticos correspondientes a las distintas construcciones. Las cepas conteniendo las
construcciones deseadas se almacenaron en glicerol 40% (Ausubel et al., 2002) a
—80°C.

Amplificacion de los insertos mediante PCR

Para la construccion génica de sobreexpresion se diseharon cebadores para la
amplificacion del ADNc completo del gen Drk362. Dichos cebadores, que contienen
sitios de restriccion para el posterior clonado del producto de PCR, son detallados a
continuacion:

pS362fw (sentido): 5’AATTCCCGGGATAGAATGGAGGAAAAATAT 3’
Smal

pS362rev (antisentido): 5’ AATTGAGCTCCATCCTCAGACATAAACAGC 3’
Sacl

En la amplificacion se obtiene un fragmento de aproximadamente 1035pb que
contiene la secuencia codificante de Drk362, dicho fragmento fue denominado S362
(Sense Drk362).

Para la construccion génica de silenciamiento, fue seleccionado un fragmento de
250pb correspondientes a Drk362, ya que estudios previos han demostrado que para
lograr una alta eficiencia en el silenciamiento de un transgen, es recomendable
introducir en un vector de silenciamiento una secuencia de 98 a 853 pb del gen (Wesley
et al., 2001). Se corrobord que el fragmento seleccionado no presentase homologia a
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otras quinasas vegetales conocidas (de las especies Solanum lycopersicum, Oryzia
japonica, Arabidopsis thaliana y Physcomitrella patens), mediante Blast2sequence
(BLAST, Basic Local Alignment Search Tool), para evitar el silenciamiento de genes
inespecificos.

Se disenaron cebadores para la amplificacion del fragmento seleccionado, los
cuales contienen sitios de restriccion para su clonado:

pAS362fw (sentido):
5’CGTAGAATTCCGTCGCATTTGGCAATTGTTATGAC 3’
EcoRI

pAS362rev (antisentido):
5’AGTAGAATTCTGCAGCAACCAAGACTTGGAATAAC 3’
EcoRI

En esta amplificacion se obtiene un fragmento de 270pb, correspondiente al
fragmento seleccionado (250pb) mas los sitios de restriccion generados por los
cebadores, este fragmento ha sido denominado AS362 (AntiSenseDrk362).

Se realizaron ambas reacciones de amplificacion bajo las mismas condiciones. En
cada reaccion fue incluido un control negativo. Las condiciones de las reacciones de
PCR se observan en la Tabla 2.

Amplificacion S362 Amplificacion As362
ADN (dil.1/20 plasmido pT- 3ul 3ul
Adv-DRK362, ~ 15 ng/ ul) K K
Buffer High fidelity
(Fermentas Internacional Inc.) > ul > ul
DNTPs (10mM) 1l 1 pl
Cebador sentido (10mM) 1 pl (pS362fw) 1 ul (pAS362fw)
Cebador antisentido
(10mM) 1 pl (pS362rev) 1 pl (pAS362rev)
enz. Taq 0,5 pl 0,5 pl
enz. High fidelity
(Fermentas Internacional Inc.) 0,5 pl 0,5 pl
H20 38 ul 38 ul
Volumen total de la reaccion | 50 pl 50 ul

Tabla 2: Detalle de las condiciones de amplificacion de S362 y As362. Para el control negativo
el ADN fue suplantado por igual volumen de agua.

Las reacciones se realizaron en termociclador Multi Gene II (Labnet Internacional
Inc., USA), utilizando el siguiente programa “touch-down”: 3 minutos a 94°C; 1 ciclo
de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 55°C, 1 minuto a 72°C; 4 ciclos iguales al
anterior pero en los cuales la temperatura de alineamiento desciende 1 grado en cada
uno; 30 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 50°C, 1 minuto a 72°C; 7 minutos
a 72°C; 10 minutos a 16°C (Ausubel et al., 2002).

Analisis de los productos de PCR y cuantificacion del ADN
mediante electroforesis en gel de agarosa.
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Se realizaron electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TAE 1X (0.04M Tris-
acetato, 0.001M EDTA), tefiido con Bromuro de Etidio (0.5ug/ml) segin protocolo
estandar (Ausubel et al., 2002). Para el analisis y la cuantificacion de los productos de
PCR, en todos los casos, se cargaron 5Sul del producto de PCR mezclados con 1pl de
buffer de carga 5X (20%(m/v) Ficoll, 50mM EDTA pH 8, 0.05%(m/v) Bromofenol
blue, 0.1%(m/v) Xylenecyanol blue). Se cargaron también 7.5ul de marcador de peso
molecular con 2.5ul de buffer de carga. El marcador de peso molecular consiste en
ADN gendmico del fago Lambda digerido con la endonucleasa Pstl. El volumen del
mismo cargado comprende 1ul de ADN y la concentracion de ADN de cada una de las
bandas se puede calcular mediante la ecuacion myanga= (Miotal/N°Pbrotar) *N°Pbpanda, de esta
manera se puede cuantificar de manera aproximada la muestra comparando la
intensidad luminica y tomando en cuenta el nimero de pares de bases con las bandas del
marcador de peso molecular.

Purificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR fueron purificados mediante columna de purificacion
GenCatch™ PCR Purification Kit (EpochBiolabs, Inc., USA), siguiendo las
instrucciones del manufacturador. Brevemente, la reaccion de PCR se solubilizdé en
500ul de buffer PX. La mezcla se colocd sobre membrana de silica en la columna donde
el ADN se adhiere, se centrifugd por 30 segundos a 12000rpm, descartandose el
sobrenadante. Posteriormente se realizaron dos lavados, el primero con 500ul de buffer
WF y el segundo con 700ul de buffer WS. Por ultimo se coloc6 la columna en un tubo
eppendorf 1.5ml, y se eluyd el ADN con 50ul de H,O. Todos los buffer utilizados son
suministrados en el kit comercial.

Digestiones.

Para realizar la construccion de sobreexpresion fueron digeridos el producto de
PCR S362 y el vector de expresion en plantas pROK-2 (Baulcombe et al., 1986) con las
enzimas de restriccion Smal y Sacl (New Englands BioLabs Inc., USA), generandose
de esta manera los extremos necesarios para la posterior ligacion y que confieren
direccionalidad al inserto. El volumen final de cada reaccion de digestion fue de 20ul,
conteniendo aproximadamente 1pug de ADN, 2ul de buffer Neb4 (10X), 1ul de Smal
(10u/pl), 1ul de Sacl (10u/pl) y H,O MQ estéril hasta alcanzar el volumen final.
Debido a que Smal posee actividad enzimatica a 27°C, las reacciones de digestion se
realizaron en forma secuencial incubandose por 2 horas con dicha enzima a 27°C y
adicionandose posteriormente la enzima Sacl e incubandose por 2 horas mas a 37°C.

Para realizar la construccién de silenciamiento se digirieron el producto de PCR
AS362 y el vector de entrada pENTR-2B (Invitrogen Co., USA) con la enzima de
restriccion EcoRI (Fermentas Internacional Inc., CAN), generandose los extremos
cohesivos para la posterior ligacion. Cada reaccion de ligaciéon consistio de
aproximadamente 1pg de ADN, 2ul de buffer EcoRI (10X), 1ul de EcoRI (10u/ul) y
H,O MQ estéril hasta alcanzar un volumen final de 20ul. Las reacciones fueron
incubadas a 37°C durante 2 horas. En este caso el vector fue desfoforilado, de manera
de evitar su re-ligado, adicionandose a la mezcla de digestion 1pul de la fosfatasa
alcalina FastAP (Invitrogen Co., USA) e incubandose a 37°C por 10 minutos. La
reaccion de desfoforilacion fue inactivada por shock térmico a 65°C durante 15 minutos.
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Se realiz6 electroforesis en gel de agarosa 1% a 50mV de cada digestion para
separar los fragmentos.

Extraccion de los fragmentos de ADN a partir del gel de agarosa.

Una vez realizadas las electroforesis se escindieron las bandas correspondientes a
vectores e insertos. El ADN fue aislado mediante columna de purificacion GenCatch™
Gel Etraction (EpochBiolabs Inc., USA), segun manufacturador. La banda de gel
conteniendo el fragmento de ADN de interés fue colocada en un tubo eppendorf de 1,5
ml y se le adicion6 3 volimenes de Buffer GEX por cada volumen de gel. Se incubd a
55°C por aproximadamente 10 minutos hasta que el gel estuvo completamente disuelto.
La mezcla se cargd en una columna Gel Extraction y se centrifugd durante 30 segundos
a 5000rpm. Se descartd el sobrenadante. Posteriormente se realizaron dos lavados con
los Buffers WX y WS en volimenes de 500ul y 700ul, respectivamente. Finalmente se
eluyo el ADN en 30ul de H,O MQ estéril.

Ligaciones.

Las ligaciones fueron realizadas en relaciones inserto/vector de 3:1, en un
volumen final de 20 pl. Para la construccion pROK-2-S362 la reaccion de ligacion
consistio de Sul (~25ng) del vector pROK-2/Smal-Sacl, 12ul (~42,5ng) del inserto
S362/ Smal-Sacl, 2ul de buffer ligasa 10X y 1ul de T4 DNA ligasa (5u/pl) (Fermentas
Internacional Inc., CAN). La reaccion de ligacion para la construccion pENTR-2B-
AS362 consistio de 3ul (~60ng) del vector pPENTR-2B/EcoRI, 5pul (~18,5ng) del inserto
AS362/EcoRI, 2ul de buffer ligasa 10X y 1ul de T4 DNA ligasa (5u/ul) (Fermentas
Internacional Inc., CAN).

Las reacciones de ligacion fueron incubadas a 4°C durante 16 horas (O.N.).

Clonado de la construccién de silenciamiento.

Para la obtencion de la construccion de silenciamiento se utilizo el sistema de
clonado Gateway” (Invitrogen Co., USA). Este sistema se basa en las propiedades de
recombinacion sitio-especifica del bacteriofago Lambda, proporcionando un método
rapido y altamente eficiente para mover secuencias de ADN entre multiples sistemas de
vectores. La tecnologia Gateway® se puede representar de la siguiente manera:

attL1-ADN de interés-attL2 x attR1-ccdB-attR2
vector de entrada vector destino

Los sitios att son secuencias homologas en ambos vectores, de entrada y destino,
entre las que ocurre la recombinacion. La reaccion de recombinacion attL x attR es
catalizada por la clonasa LR (Invitrogen Co., USA). Tanto los vectores de destino como
los de entrada contienen el gen ccdB, el cual es letal en la mayoria de las cepas de E.
coli. Estos vectores vacios son por lo tanto seleccionados luego de su transformacion en
las células E. coli. Esta seleccion negativa combinada con la seleccion positiva debido a
la resistencia de un antibidtico, asegura que las colonias resultantes contengan el
plasmido que hayan incorporado exitosamente el gen en estudio.
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Una vez clonado el ADN de interés, AS362, en el vector de entrada pENTR-2B
dicho ADN quedd flanqueado por regiones attl. (sitios de recombinacion).
Posteriormente, mediante recombinacion, el fragmento de ADN fue introducido en el
vector de silenciamiento destino pJawohll17-RNAI, el cual contiene regiones attR para
dicha recombinacion en dos orientaciones (sentido y antisentido). Esto permite la
insercion del inserto en ambos sentidos de manera de favorecer la formacion de la
estructura en horquilla para el silenciamiento. Se utiliz6 la clonasa LR (Invitrogen Co.,
USA) para catalizar el paso de recombinacion entre los dos vectores; la reaccion
consistio de: 1pul (~150ng) del clon de entrada pENTR-2B-AS362, 2ul (~300ng) del
vector destino pJawohl17-RNA1, 2pl de buffer clonasa LR 5X, 2ul de clonasa LR y 1p
de buffer TE (Tris-EDTA; pH 8.0). La reaccion de recombinacion fue incubada a 25°C
O.N.; para detener la reaccion se adicion6 1ul de solucion de proteinasa K (Invitrogen
Co., USA) y se incub6 a 37°C durante 10 minutos.

La construccion obtenida es la correspondiente al silenciamiento génico de
Drk362 y fue denominada pJawohl17-AS362.

Transformacién de cepas de E. coli con las distintas
construcciones.

Se transformaron células quimiocompetentes E. coli XL1-Blue con las reacciones
de ligacion pROK-2-S362 y pENTR-2B-AS362. Para cada transformacion se
descongelaron manteniéndose en hielo 100ul de células competentes. Se adicionaron
10ul de cada reaccion de ligacion a distintas alicuotas de células XL1-Blue. Se
incubaron por 30 minutos en hielo y posteriormente se realiz6 shock térmico a 42°C por
45 segundos. Inmediatamente se incubaron por otros 5 minutos en hielo. Luego se
agregaron 200ul de medio LB, se incubd a 37°C durante 2 horas con agitacion. Cada
transformacion se plaqued en placas de Petri conteniendo LB soélido adicionado con
kanamicina (Km; 30pg/ml). Se dej6 toda la noche en estufa a 37°C (Ausubel et al.,
2002).

Para la construccion pJawohl17-AS362 el procedimiento de transformacion fue el
mismo con las siguientes variantes: se transformaron células quimiocompetentes E. coli
TOP-10 (mostraron mayor eficiencia de transformacion para el sistema Gateway” en
trabajos previos en el laboratorio); la transformacion fue plaqueada en medio LB so6lido
con ampicilina (Amp; 50pg/ml).

Para analizar las colonias transformantes se estriaron 8 colonias de cada
transformacion en medio LB-Km so6lido o LB-Amp soélido, segun construccion. Se
incubaron las estrias toda la noche en estufa a 37°C. De colonias aisladas se realizaron
cultivos liquidos en 5ml de LB adicionado con el antibidtico correspondiente, los cuales
fueron incubados en agitador a 37°C O.N. Se purificaron los plasmidos de cada cultivo
para analizarlos mediante restriccion y secuenciacion a fin de verificar la obtencion de
las construcciones deseadas.

Purificacion de los plasmidos
El protocolo utilizado es una modificacion del protocolo del kit comercial de

extraccion QIAprep Spin Miniprep (Qiagen). Se centrifugaron los 5 ml de los cultivos
bacterianos crecidos durante toda la noche en LB-Km o LB-Amp. Se resuspendieron los
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pellet bacterianos en 0,3ml de Buffer 1 (50mM Tris-HCI, ph 8; 10mM EDTA;
100pg/ml RNasa). Se agregaron 0,3ml de Buffer 2 (200mM NaOH, 1% SDS), se
mezclo invirtiendo los tubos 4 0 5 veces y se incubaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se agregaron 0,3ml de buffer 3 (3,0M Acetato de Potasio, pH 5,5). Se mezclo
invirtiendo los tubos 4 0 5 veces y se incubaron 5 minutos en hielo. Posteriormente, se
centrifugaron a 12000rpm durante 10 minutos y se recuperaron los sobrenadantes.

Se precipitdé el ADN con 0,7 volimenes de isopropanol centrifugdndose a
12000rpm durante 20 minutos. Se descartaron los sobrenadantes y los pellet fueron
lavados con 1ml de etanol 70% (centrifugado a 12000rpm durante 5 minutos).

El etanol 70% fue descartado y los pellets se secaron a 42°C. Se resuspendieron
los pellet en volumenes de 30-50ul H,O MQ estéril y se solubilizaron a 65°C durante 10
minutos.

Seleccion de clones positivos.

Para la construccion pROK-2-S362 se digirieron los plasmido purificados con las
enzimas EcoRI y HindIll (Fermentas Internacional Inc., CAN); ambas enzimas cortan
una vez en el vector en las posiciones 6773 y 7918, respectivamente. La reaccion de
digestion consistio de Sul de la muestra, 0,5ul de EcoRI (10u/pl), 0,5ul de Smal
(10u/ul), 2ul de buffer R (10X) y H,O MQ estéril hasta alcanzar un volumen final de
reaccion de 20pl.

La verificacion de la construccion de silenciamiento se realizd mediante
restriccion, asi como por PCR. En primera instancia, la construccion pENTR-2B-AS362
fue digerida con la enzima EcoRI, dicha reaccion se realizo en iguales condiciones a la
reaccion de digestion descripta anteriormente para el vector y el inserto (vease el
apartado “Digestiones”). La construccion pJawohl17-AS362 fue digerida con la enzima
Ncol (Fermentas Internacional Inc., CAN) que corta una vez en el inserto, como no se
conoce el mapa de restriccion del vector pJawohl17-RNAi ya que se trata de un vector
modificado, el mismo sin inserto también fue digerido para comparar los distintos
patrones de restriccion. Las reacciones consistieron de Sul de la muestra, 1ul de Ncol
(10u/ul), 2ul de buffer Tango (10X) y H,O MQ estéril hasta alcanzar un volumen final
de reaccidn de 20ul. Las digestiones fueron incubadas a 37°C durante 2 horas y luego se
corrieron en gel de agarosa 1% para separar los fragmentos. También se realiz6 PCR
utilizando como molde una dilucion 1/50 del plasmido, en idénticas condiciones a las
reaccion de PCR realizada para la amplificacion del inserto AS362 (Tabla 2, apartado
“Amplificacion de los insertos mediante PCR™).

Se selecciond un clon positivo para cada construccion y se almacenaron en
gliceroles 40% (Ausubel et al., 2002) a —80°C.

Secuenciacion y analisis bioinformatico.

Se determino la secuencia completa del ADNc Drk362 mediante secuenciacion,
para lo cual fue disefiado un cebador interno a la misma:

pDRK362 seq2: S>CATTGTCAGGTTTAAAGAGGTCTT 3°
Se enviaron a secuenciar también las construcciones PROK-2-S362 y pJawohl17-

AS362. Para la primera se secuencioé con los cebadores p35S, el cual hibrida con el
promotor 35S presente en el vector, pAS362rev, utilizado para la construccion de
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silenciamiento pero que permite una mayor resolucion de la secuencia, pDRK362 seq2
y pS362rev, los cuales hibridan con el inserto (Drk362). Para la secuenciacion de la
construccion pJawohl17-AS362 se utiliz6 el cebador p35S.

Para las mencionadas secuenciaciones se utilizo el servicio de la Unidad de
Biologia Molecular, Institut Pasteur de Montevideo, el cual cuenta con un secuenciador
automatico de 4 capilares, ABI3130 (Applied Biosystems, Invitrogen Co., USA). Se
enviaron aproximadamente 500ng de ADN de cada muestra y 10uM de cada cebador.
Las secuencias obtenidas se analizaron en los programas BioEdit version 5.0.6 y vector
NTI11.0.0

Para el andlisis bioinformatico las secuencias obtenidas fueron alineadas mediante
el programa SeqMan 2, en el cual se determind una secuencia consenso y la secuencia
codificante del gen Drk362. Se realizd blsqueda de secuencias homologas a la
secuencia codificante Drk362 mediante Blast frente a los bancos de datos del NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) y del PlantGDB (www.plantgdb.org/).

La secuencia aminoacidica codificada por el gen fue deducida mediante Psort
(http://www.psort.org/). En el mismo sitio se analizaron también posibles dominios de
localizacion subcelular. Por otro lado, se estudiaron posibles motivos de la proteina
predicha DRK362 en la base de datos y plataforma de busqueda especifica para
quinasas de plantas disponible en el sitio PlantsP (http://plantsp.genomics.purdue.edu).

Se realizdé busqueda de secuencias proteicas homologas a la secuencia proteica
predicha mediante BlastP frente al banco de datos del NCBI.

De los Blast realizados, tanto para el gen como para la proteina, se seleccionaron
las secuencias mas representativas. Las mismas fueron alineadas mediante ClustalW
v1.4 empleado con el programa Bioedit v7.0.1. El analisis estadistico de la similitud e
identidad entre secuencias fue realizado mediante el programa GeneDoc.

Transformacién de plantas de papa mediada por A. tumefaciens.

Con la construccion pROK-2-S362 se realizo transformacion in planta mediada
por la bacteria A. tumefaciens. En primera instancia, se transformaron células
quimiocompetentes de A. tumefaciens C58C1 conteniendo el plasmido Ti pGV3850
(Deblaere et al, 1985). Se agregaron 5ul (~80ng) de mini prep pROK-2-S362 sobre
100pl de células congeladas. Se incub6 a 37°C durante 5 minutos. Se adicion6 Iml de
medio YEP liquido (10g/l Bacto-triptona, 10g/l1 Extracto de Levadura, 5g/1 Cloruro de
Sodio) y se incubd en agitador (50 rpm) a 28°C durante 4 horas. Se centrifugaron las
bacterias a 12000rpm durante 2 minutos. El pellet bacteriano fue resuspendido en 100ul
de medio YEP liquido. De esta resuspension se plaquearon 50ul en medio YEP soélido
conteniendo los antibidticos Carbenicilina (Cb, 100pg/ml) y Rifampicina (Rf,
100ug/ml), para la seleccion de la cepa bacteriana y Kanamicina (Km, 50ug/ml) para
seleccion de la construccion.Se incubd toda la noche a 28°C.

De las colonias crecidas en placa se realizaron estrias en medio YEP Rf-Cb-Km
solido. Se incubd nuevamente a 28°C O.N. De colonias aisladas a partir de las estrias se
realizaron cultivos liquidos en 10 ml de medio YEP-Cb-Km, se incubaron a 28°C
durante toda la noche con agitacion (50 rpm). Se purificaron plasmidos segun el
protocolo descrito mas arriba (vease “Purificacion de plasmidos”, Materiales y
métodos). Se selecciond un clon positivo para la transformacion mediante PCR
realizada a partir de una dilucion 1/50 del plasmido y utilizando los cebadores pS362fw
y pS362rev (las condiciones de PCR han sido descritas previamente en el apartado
“Amplificacion de los insertos mediante PCR”, Materiales y métodos).
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Para la transformacion in planta se utilizaron plantas del cultivar S. tuberosum de
crecidas aproximadamente 6 semanas en medio Murashige-Skoog-3 (Murashige y
Skoog, 1962), con un fotoperiodo de 16 horas luz, un flujo luminico de 150-200uE.s
' m™y a una temperatura de 20 °C. Se generaron explantes de internodos de 4 a 6mm y
se realizd un corte longitudinal en cada uno de ellos. También se cortaron hojas
escindiéndose los bordes. Se precultivaron los explantes en medio CIMI1 (medio
inductor de callos, MS sales 4,71g/l, Sacarosa 30g/l, MES 0,5g/l, Zeatine riboside
0,8mg/ml, 2,4-D (auxina) 2mg/ml, Agar 8,5g/1) por 24 horas en condiciones de 16 horas
de fotoperiodo (100pE m?s™) a 22°C. Al mismo tiempo, se comenzd un cultivo de
Agrobacterium transformante en 5ml de medio YEP-Cb-Km el cual se incubd en
agitacion a 28°C durante 16 horas. Se realizdo una dilucion 1/10 de este cultivo con
medio MS 3 % liquido (MS sales 4,71g/1, Sacarosa 30g/l, MES 0,5g/1) y se coloco en
placa de Petri. Se incubaron los explantes en la solucion bacteriana durante 30 minutos
sin luz directa. Luego, los explantes fueron secados en papel de filtro estéril y se
colocaron nuevamente en medio CIM1. Se cocultivaron los explantes por 3 dias en
condiciones de poca luz.

Se lavaron los explantes dos veces en medio MS 3% con Claforan (Cf, 500mg/1)
por 40 minutos cada vez. Se secaron en papel de filtro estéril y se transfirieron a medio
CIM2 (medio selectivo inductor de callos, MS sales 4,71g/l, Sacarosa 30g/l, MES
0,5g/1, Zeatine riboside 0,8mg/ml, 2,4-D (auxina) 2mg/ml, Agar 8,5g/l, Claforan
500mg/l, Kanamicina 50mg/l). Se incub6 en condiciones de 16 horas de fotoperiodo
(100pE m™s™) a 22°C, hasta el buen desarrollo de cayos.
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Secuenciacion completa del ADNc Drk362 vy analisis
bioinformético.

Se obtuvo el ADNc completo de Drk362 con una longitud total de 1088 pb. Su
marco abierto de lectura de 1017 pb codifica una proteina de 339 aminoacidos con una
masa molecular calculada de 45.26 kDa. Se estableci6 que la proteina predicha DRK362
posee una sefal de localizacion nuclear (Figura 4).

El anélisis de motivos de DRK362 determind que la misma posee caracteristicas
representativas de proteinas quinasas, principalmente un dominio serina/treonina
quinasa, un sitio de union a ATP y residuos TxY habitualmente fosforilados por
MAPKSs. Esta proteina posee ademas aminoacidos invariantes entre diferentes quinasas
(Montesano et al., 2001). También fueron localizados en la secuencia 6 residuos de
cisteina conservados en las distinta quinasas, lo que implicaria un rol importante en el
plegamiento y funcionalidad de dichas proteinas (Figura 5).

En la busqueda de secuencias homologas a Drk362 se llegd a una secuencia de
Solanum tuberosum en la base de datos PlantGDB, denominada 1-PUT-157°
(Solanum_tuberosum-56516) que corresponde a un ensamblaje de distintas secuencias
de ARNm disponibles en GenBank (PUT: PlantGDB-assembled unique transcripts).
Este ensamblaje “codificaria” para una proteina hipotética similar a la quinasa SAPKS
de Oryza sativa la cual es inducida frente a estrés osmotico (Kobayashi et al., 2004) y
ha sido denominada como SAPKS-like serin/treonin kinase (de aqui en mas la
llamaremos St-SAPKS-like por comodidad). St-SAPKS8-like no presenta referencias ni
datos especificos que acrediten que sea una proteina real o que exista un gen que la
codifique. De cualquier modo, esta hipotética proteina ha sido utilizada para andlisis
comparativos con DRK362 (Figura 5), donde se observa una similitud del 73% entre las
mismas (Tabla 3). Dada la baja similitud y que no estamos en condiciones de afirmar
que St-SAPKS8-like sea una proteina real, esta no puede ser tomada en mayor
consideracion.

Por otro lado, la comparacion de DRK362 con otras proteinas quinasas conocidas
de plantas (Figura 5) mostr6 similitudes significativas a tres diferentes proteinas
quinasas de Nicotiana tabacum, PRK11-C1, WAPK (Lee et al., 1998) y PRK11-C5, con
porcentajes de similitud de 95% para las dos primeras y de 94% para la tercera (Tabla
3). PRK11-Cl, es una proteina quinasa cuya expresion es inducida por ABA (una
hormona vegetal responsable de varias respuestas frente al estrés hidrico y heridas),
mientras que WAPK es una serina/treonina quinasa del subtipo SNRK2 (Sucrose
nonfermentingl-related protein kinase 2), inducida por heridas, acido abscisico y
metiljasmonato (Lee et al., 1998). También se observa similitud de DRK362 a una
hipotética serina/treonina quinasa predicha  de Vitis vinifera, a SAPK3 una
serina/treonina quinasa del Ricinus communis y a la proteina SAPK3 de Oryza sativa
cv. Japonica (Tabla 3). La quinasa SAPK3 de arroz es activada por estrés hiperosmotico
y por ABA (Kobayashi et al., 2004).

20



ATG GAG GAA AAA
M E E K

TAT GAG CTT TTG AAG GAA CTT GGT GCT GGG AAT TTT GGA GTA GCA
Yy E L L K E L G A G N F G V A

AGG TTA GTT AAG GAT AAG AAG ACA AAG GAG CTT TTA GCT GTC AAA
R L v K D K K T K E L L A V K

TAT ATA GAA AGA GGG AAA AAG ATT GAT GAG AAT GTG CAG AGA GAA
Y | E R G K K I b E N V Q R E

ATT ATA AAT CAT AGA TCG TTG AGA CAT CCG AAC ATT GTC AGG TTT
1 1 N H R S L R H P N I vV R F

AAA GAG GTC CTG GTT ACT CCG TCG CAT TTG GCA ATT GTT ATG GAG
K E Vv L VvV T P S H L A 1 vV M E

TAT GCA GCA GGT GGA GAA CTT TTT GGT AGA ATA TGC AGT GCT GGC
Yy A A G G E L F G R 1 c S A G

AGA TTT AGT GAA GAT GAG GCT CGT TTC TTC TTC CAA CAG CTT ATA
R F §S$ E D E A R F F F Q Q L 1

TCC GGT GTC AGC TAC TGT CAT ACC ATG GAA ATT TGT CAC AGG GAC
s G VvV s Y C H T M E 1 C H R D

TTG AAA CTG GAA AAC ACT CTT ATT GAT GGA AGT CCT TCG CCA CGT
L K L E N T L 1 b 6 §S P S P R

CTA AAA ATA TGT GAT TTT GGT TAT TCC AAG TCT GGT TTG CTG CAT
K 1 c b F G Y S K S G L L H

TCA CAA CCA AAG TCG ACT GTG GGA ACT CCT GCT TAC ATT GCG CCG
P K § T VvV G T P A Y 1 A P

Q
GTC CTG TCA CGA AAG GAA TAT GAT GGG AAG ATC GCA GAC GTG TGG
L S R K E Y D G K I A D V W

TCA TGT GGA GTG ACA CTA TAT GTA ATG TTA GTA GGA GCA TAC CCT
s ¢ 6 v T L Y V M L VvV G A Y P

TTT GAG GAT CCT GAA GAT CCG AAG AAC TTC AGG AAA ACC ATT GGG
F E D P E D P K N F R K T I G

AGA ATA ATG AGT GCC CAA CAC TCC ATA CCC GAT TAT GTA CGA ATC
R 1 M S A Q H S 1 P D Y V R 1

ACA CCA GAT TGC AAG AAC CTC CTT TCG CGA ATC TTT GTT GCA AAT
T P D K N L L R 1 F VvV A

CCC TCT AAG AGG ATC ACT ATT CCT GAG ATA AAG AAA CAT CCT TGG
P K R 1 T 1 P E | K H P W

TTC TTA AAG AAT CTA CCA AAA GAA CTG ATG GAT GTT GAG CAC GCG

F L K N L P K E L M D V E H A

AAA TTC GAA GAA TCT TCA GAG CAA CTA CAA CAA AGT GTT GAA GAA
K F E E S S E Q L Q Q S V E E

ATC ATG AAG ATG ATA CAA GAA GCT AAA ATA CCT GGA GTA GTG TCA
1 Mo K M 1 Q E A K 1 P G VvV V S

AAA TCT GAT GGG AAA GAC CCT GCA GGG ACA ACA GAA CAA GAT GAT
K s D G K D P A G T T E Q D D

TTA GAG GAA GAC CTC GAA TCG GAA ATT GAC AGC AGC AAT GAC TTT
L E E D L E S E 1 b S S N D F

GCT GTT TAT GTC TGA
AV Y V *

Figura 4: Secuencia completa del ADNc de Drk362 y secuencia aminoacidica deducida. En la
secuencia nucleotidica se representa en letras negras la region codificante y en naranja las regiones
no transcriptas UTRs (Untraslated Regions). En la proteina se representa en letras rojas e italicas la
sefial de localizacion nuclear.
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Figura 5: Alineamiento de la secuencia proteica predicha de DRK362 y proteinas similares obtenidas de
bases de datos. La secuencia aminoacidica deducida DRK362 fue alineada con St-SAPKS-like serin/treonin
kinase, una secuencia ensamblada a partir de ADNc de distintos ARNm provenientes de Solanum
tuberosum (bases de datos PlantDGB); Nt-PK11-C1, Nt-WAPK y Nt-PK11-C5 proteinas quinasas de
Nicotiana tabacum inducidas por diferentes estreses; Vv-Kinase una hipotética serina/treonina quinasa de
Vitis vinifera; Re-SAPK3 una serina/treonina quinasa SAPK3 del Ricinus communis y Os-SAPK3 SAPK3
de Oryza sativa cv. Japonica. Los nimeros de accesion correspondientes se representan en la figura.
Aminoéacidos idénticos se encuentran sombreados en gris oscuro y aminoacidos similares en gris claro. Las
lineas en las secuencias representan espacios introducidos para mejorar el alineamiento. Regiones
funcionalmente importantes han sidos indicadas de la siguiente manera: *, aminodcidos invariantes dentro
de las proteinas quinasas (Montesano et al., 2001); |, residuos de cisteina; ~,

treonina (T) y tirosina (Y) dos

residuos normalmente fosforilados por la activacion de MAPKs; ——, sitio de union a ATP; O, sitio activo

de serina/treonina quinasa; —, sefial de localizacion nuclear (paquete de programas de Prosite). El
alineamiento fue realizado mediante Clustal W v.1.4.
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DRK 362
Aminoécidos idénticos Aminoéacidos similares Gap NUmero de accesién
St-SAPK8-like 59% 73% 19% DQ191635.1
N-PK11-C1 91% 95% 0% AAD00239.1
Ne-WAPK 91% 95% 0% AACE9450.1
Nt-PK11-C5 90% 91% 0% AAD00240
Vv-Kinase 81% 89% 0% XP_002262726
Re-SAPK3 80% 89% 1% XP_002517501
Os-SAPK3 73% 87% 2% BAD17999

Tabla 3: Porcentajes de identidad y similitud calculados a partir de la comparacion de la secuencia
de DRK362 con varias secuencias aminoacidicas correspondientes a diferentes proteinas quinasas.
Gan corresponde al porcentaie de espacios introducidos para meiora el alineamiento.

Generacion de la construccion génica para la sobreexpresion de
Drk362 en papa (S. tuberosum).

Para la generacion de la construccion de sobreexpresion se amplificod la secuencia
codificante completa del gen Drk362 mediante PCR con los cebadores pS362fw y
pS362rv. Se obtuvo el fragmento S362 en el cual fueron introducidos los sitios de
restriccion Smal y Sacl que facilitan el clonado y le dan direccionalidad al inserto en el
vector pROK-2. La amplificacion fue especifica y el fragmento amplificado fue del
tamafio esperado, ~ 1035pb (Figura 6A). El fragmento S362 y el vector pROK-2 fueron
digeridos con las endonucleasas Smal y Sacl y se separaron en gel de agarosa 1%
(Figura 6B). Se escindieron las bandas correspondientes al fragmento y al vector
linearizado (11501pb). Las mismas fueron purificadas. Posteriormente, se realizo la
ligacion pROK-2- S362, generandose asi la construccion deseada (Figura 7).

A APst B A/Pst A/Pst
Carriles 1 2 3 4 1 2 3 1 2 3

~11500pb —
~ 5000pb - - ——————-11501pb
~2500pb
~ 1700pb = ——»~1030pb

~ 1100pb

Figura 6: Analisis del producto de PCR y ensayos de restriccion en gel de agarosa 1%. A)
Productos de PCR: Carril 1, marcador de peso molecular A/Pstl. Carriles 2 y 3, producto de
PCR S362. Carril 4, control — (sin ADN molde). B) Digestion del vector y el inserto con
Smal y Sacl. A la izquierda: Carril 1, marcador de peso molecular A/Pstl. Carriles 2 y 3,
pROK-2 digerido. A la derecha: Carril 1, marcador de peso molecular A/Pstl. Carriles 2 y 3

S362 digerido.
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Figura 7: Detalle de la construccion pROK-2- S362.

La construccion de sobreexpresion fue utilizada para transformar la cepa de E.
coli XL1-Blue. Se obtuvieron colonias resistentes a kanamicina (resistencia expresada
por el gen Nptll del vector); se estriaron 8 colonias en placas de Petri con LB-Km
solido para el analisis posterior. Se extrajo ADN plasmidico a partir de las colonias
estriadas para verificar la presencia del inserto mediante ensayo de restriccion. Las
digestiones se realizaron con dos de los clones estriados con las enzimas EcoRI y
HindlIII, las cuales cortan en la construccion pROK-2-S362 en las posiciones 6773 y
8953 (posicion inicial 7918+1035pb del inserto), respectivamente. En la Figura 8 se
observa el ensayo de restriccion apreciandose en los Carriles 2 y 3 el fragmento
esperado de aproximadamente 2180 pb y una banda mayor de aproximadamente 11726
pb. Podemos deducir que se habria obtenido la construccion deseada pero para una
mayor confirmacion la misma fue enviada a secuenciar con los cebadores detallados
previamente (ver Materiales y Métodos).

APstl
Carriles 1 2 3

~11700 pb € |
~ 5000pbet—

~2100 pbe— "

Figura 8: Ensayo de restriccion para seleccion
~ 1100pb<— de clones transformantes pROK-2-S362. Carril
~500pb <+— 1: marcador de peso molecular A/Pstl. Carriles

2y 3: ADN plasmidico pPROK-2-S362 digerido
~300pb <+— con EcoR1 y HindIII.
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DRK362 @
PROK2-362 (54) TCTATATAAGGAAGTTCATTTCATTTGGAGAAAACACGGGGGACTCTAGA

DRK362 @ ---—-————-—- ATGGAGGAAAAATATGAGCTTTTGAAGGAACT TG
pROK2-362 (104) GGATCCCCGGGATAGALNIEE A Ee NI pRnic e e enie

DRK362 [€1) WGTGCTGGGAATTTTGGAGTAGCAAGGT TAGT TAAGGATAAGAAGACAAAG]

pPROK2-362 (L) WCTGCTGGGAATTTTGGAGTAGCAAGGTTAGT TAAGGATAAGAAGACAAAG]
DRK362 (G WMGAGCTTTTAGCTGTCAAATATATAGAAAGAGGGAAAAAGATTG A TGAGAA
pPROK2-362 (€Y WCAGCTTTTAGCTGTCAAATATATAGAAAGAGGGAAAAAGAT TGETGAGAA
DR ¢ K1) W TG TGCAGAGAGAAATTATAAATCATAGATCGTTGAGACATCCGAACATTG
pROK2-362 (@75 WTGTGCAGAGAGAAATTATAAATCATAGATCGTTGAGACATCCGAACATT(]

D3R Gk 1) W TCAGGTTTAAAGAGGTCCTGGTTACTCCGTCGCATTTGGCAATTGTTATG

pPROK2-362 (€Y WTCAGGTTTAAAGAGGTCCTGGTTACTCCGTCGCATTTGGCAATTGTTAT(]
D06 X 5) GAGTATGCAGCAGGTGGAGAACTTTTTGGTAGAATATGCAGTGCTGGCAG
PROK2-362 [€3sZ) WCAGTATGCAGCAGGTGGAGAACTTTTTGGTAGAATATGCAGTGCTGGCAG
D YR @42 5) AT T TAGTGAAGATGAGGCICGTTTCTTCTTCCAACAGCTTATATCCGGTG
PROK2-362 [CIZYWATTTAGTGAAGATGAGGCECGTTTCTTCTTCCAACAGCTTATATCCGGTG
DA YR X 15) W TCAGCTACTGTCATACCATGGAAATTTGTCACAGGGACTTGAAACTGGAA
pROK2-362 [CELY)WMTCAGCTACTGTCATACCATGGAAATTTGTCACAGGGACTTGAAACTGGAA
D06 A €1 ) WMAACACTCTTATTGATGGAAGTCCTTCGCCACGTCTAAAAATATGTGATT
pPROK2-362 (GO Z)WAACACTCTTATTGATGGAAGTCCTTCGCCACGTCTAAAAATATGTGATT
[ VAN G Y MTCGTTATTCCAAGTCTGGTTTGCTGCATTCACAACCAAAGTCGACTGTGG
PROK2-362 [GZ) W TGGTTATTCCAAGTCTGGTTTGCTGCATTCACAACCAAAGTCGACTGTGG
DAY R €12 15) MCAACTCCTGCTTACATTGCGCCTGAGGTCCTGTCACGAAAGGAATATGA
pROK2-362 [ ) WCAACTCCTGCTTACATTGCGCCTGAGGTCCTGTCACGAAAGGAATATGA
006N XY WGGGAAGATCGCAGACGTGTGGTCATGTGGAGTGACACTATATGTAATGT
pROK2-362 [(CEE) MCGGAAGATCGCAGACGTGTGGTCATGTGGAGTGACACTATATGTAATGT
D0 15 5) MAGTAGGAGCATACCCT TTTGAGGATCCTGAAGATCCGAAGAACTTCAGGA
PROK2-362 (@ L) WAGTAGGAGCATACCCTTTTGAGGATCCTGAAGATCCGAAGAACTTCAGGA
YR (S 15) WAAACCATTGGGAGAATAATGAGTGCCCAACACTCCATACCCGATTATGTA
pROK2-362 (€L MAAACCATTGGGAGAATAATGAGTGCCCAACACTCCATACCCGATTATGTA

03/ (1:15) ICGAAT CACACCAGATTGCAAGAACCTCCTTTCGCGAATCTTTGTTGCAAA
pPROK2-362 (€079 MCGAATCACACCAGATTGCAAGAACCTCCTTTCGCGAATCTTTGTTGCAAA

D0 SR @) W TCCCTCTAAGAGGATCACTATTCCTGAGATAAAGAAACATCCTTGGTTC
pROK2-362 [CisZ) W TCCCTCTAAGAGGATCACTATTCCTGAGATAAAGAAACATCCTTGGTTC
DA YR @4:15) W TAAAGAATCTACCAAAAGAACTGATGGATGTTGAGCACGCGAAAT TCGAA
PROK2-362 (€0 WTAAAGAATCTACCAAAAGAACTGATGGATGTTGAGCACGCGAAAT TCGAA
D3I YR €% 15) MCAATCTTCAGAGCAACTACAACAAAGTGTTGAAGAAATCATGAAGATGA
PROK2-362 [CEL) MCAATCTTCAGAGCAACTACAACAAAGTGTTGAAGAAATCATGAAGATGA

D0 S €215 5) WACA  GAAGCTAAAATACCTGGAGTAGTGTCAAAATCTGATGGGAAAGACC
[s13(0] v 2ucT R G X010y WA CAIIGAAGCTAAAATACCTGGAGTAGTGTCAAAATCTGATGGGAAAGACC]

D0 €1 15) CTGCAGGGACAACAGAACAAGATGATT]
o0/ 2Euc SN G017y MCTGCAGGCACAACAGAACAAGATCAT

DRK362  (985) ATTGACAGCAGCAATGACTTTGCTGTTTATGTCTGA

pROK2-362  (1081)

Figura 9: Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de pROK-2-S362 y Drk362. Los
nucledtidos idénticos se resaltan en gris, los nucledtidos que varian se resaltan en celeste en la
secuencia de Drk362 y en blanco en la secuencia de pROK-2-S362. En la misma también se
observa subrayada la secuencia de la construccion correspondiente al vector pROK-2 y resaltado
en celeste al final la secuencia de Drk362 que no fue deducida en la secuenciacion de la
construccion.




En el alineamiento se observa un alto indice de identidad de la secuencia
nucleotidica correspondiente al inserto de pPROK-2-S362 con Drk362. Sin embargo se
observa que la secuencia de pPROK-2- S362 no abarca la totalidad del inserto por lo que
se deberia disefiar un cebador que hibride con el vector dentro de la secuencia
terminadora TNOS en orientacion antisentido que permita obtener la secuencia del
extremo 3’ faltante del inserto. Ademas, se observa variacion en 3 nucledtidos en las
posiciones 128, 303 y 888 relativas a Drk362. Se analiz6 la implicancia de estos 3
cambios de nucleotidos. En primer lugar, se analizaron las zonas que contienen los 3
nucleotidos variantes para conocer si existia algun sitio de restriccion que pudiera ser
utilizado para complementar la determinacién de la secuencia. No se observo sitio de
restriccion para enzimas que reconocen secuencias de 6-8 bases. Por otro lado, se
realizo6 la traduccion de la secuencia del inserto y la secuencia aminoacidica deducida
fue alineada con DRK362 (datos no mostrados). En este caso se observa el cambio de
dos aminodcidos: 4cido aspartico (D; aminodcido 4cido) por glicina (G; aminoécido
polar) y glutamina (Q; aminoacido basico) por histidina (H; aminoacido polar) en las
posiciones 43 y 246 de las proteinas, respectivamente. Estos cambios son debidos a los
cambios en los nucleotidos de las posiciones 128 y 888 respectivamente. Los mismos
no afectan la sefal de localizacion nuclear ni los aminoacidos invariantes para quinasas.
Para el caso del nucledtido en la posicion 303 no se produce una variacion de
aminoacidos ya que este cae en la tercera posicion del codén produciendo un cambio
sinonimo entre los codones GTT y GCC, ambos codifican para el aminoacido alanina
(A) en la posicion 101 de la proteina.

En conclusion, la construccion de sobreexpresion pROK-2- S362 aparentemente
se habria obtenido de manera adecuada, conteniendo la secuencia codificante del gen
Drk362 bajo el control del promotor 35S para su correcta expresion in planta. No
obstante es necesario secuenciar nuevamente la region sin deducir para asegurar que no
existan modificaciones en la misma que pudieran afectar la expresion del gen.
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Transformacion de plantas de papa mediada por A. tumefaciens.

Una vez obtenida la construccion pROK-2-S362 la misma fue utilizada para la
trasformacion de plantas de papa mediada por la bacteria A. tumefaciens. En primera
instancia, se transformaron células quimiocompetentes de A. tumefaciens C58C1-Ti
pGV3850 (Deblaere et al, 1985). Dicha transformacion fue seleccionada en medio YEP
Rf-Cb-Km solido. Se obtuvieron dos colonias resistentes, las cuales fueron estriadas
nuevamente en medio YEP Rf-Cb-Km sodlido. A partir de las estrias se realizaron
cultivos liquidos en medio YEP-Cb-Km y se purificaron plasmidos para su analisis.

El andlisis de clones positivos para la transformacion fue realizado mediante PCR
(Materiales y Métodos). Los productos de PCR fueron corridos en gel de agarosa 1%
(Figura 10). Para ambos clones analizados se obtuvo el fragmento de 1035pb
correspondiente a la secuencia codificante Drk362, sugiriendo que ambos clones
contienen el inserto para sobreexpresion deseado. De estas colonias se realizaron
gliceroles para su stock.

AMPstl
Carriles 1 2 3

~11500p ¢— ===

:gggggg :: — Figura 10: Analisis mediante PCR para la

~1700pb <+— seleccion de colonias transformantes de

~1100pb €— G e A.tumefaciens. Carril 1: marcador de peso

~800pb <*— molecular A/Pstl. Carriles 2 y 3: productos
de PCR realizada a partir de ADN
plasmidico.

Para trasformar papa (S. tuberosum) se utilizaron explantes de internodos que
fueron precultivados en medio inductor callos CIM1 (Figura 11 A). Estos fueron
inoculados con un cultivo de Agrobacterium transformadas con la construccion pROK-
2-S362. Se cocultivaron los explantes y las bacterias en medio inductor m de callos
(CIM1) durante tres dias en condiciones de poca luz a fin de disminuir las defensas
vegetales de los explantes y por tanto facilitar la infeccion por la bacteria. Una vez
transcurrido este tiempo, fue eliminado el exceso de Agrobacterium de los explantes
mediante lavados con medio MS 3% y Claforan y fueron transferidos a medio selectivo
inductor de cayos (CIM2). Este medio contiene Claforan para restringir el desarrollo de
la bacteria y Kanamicina para la seleccion de los explantes transformantes. En el
medio CIM 2, los explantes deben ser cultivados hasta el buen desarrollo de cayos
(aproximadamente un mes). En el marco de esta tesis se ha llegado hasta la observacion
de cayos dos semana después de la transferencia a dicho medio (Figura 11 B). Se espera
que los cayos se sigan desarrollando de manera adecuada para posteriormente se
transferidos a medio inductor de brotes (SIM) y finalmente a medio inductor de raices
(RIM), para el desarrollo de plantulas transgénicas que sobreexpresen el gen Drk362.
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A Dial B Dia 15
Etapa previa a la infeccion. Etapa de regeneracion.

Figura 11: Transformacion de papa con la construccion de sobreexpresion pROK-2-S362, mediada
por Agrobacterium tumefaciens. A) Cultivos de los explantes en medio CIM1, previo a la inoculacion
con las bacterias transformantes. B) Cultivo de los explantes en medio CIM2, dos semanas después
de la infeccion con las bacterias transformantes. Ya se observa el desarrollo de cayos.
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Generacion de la construccidén genica para el silenciamiento de
Drk362 en papa (S. tuberosum).

Con el objetivo de generar la construccion para el silenciamiento del gen Drk362
en planta, se selecciond un fragmento del mismo de 250 pb considerandose este un
tamafio adecuado en base a la bibliografia (Wesley et al., 2001). Se excluy¢ la secuencia
de localizacién nuclear y se corrobord que el fragmento seleccionado no presentase
homologia con otras quinasas vegetales, especificamente de Solanum lycopersicum,
Oryzia japonica, Physcomitrella patens, y Arabidopsis thaliana (Blast2sequence), a
modo de evitar el silenciamiento de genes inespecificos.

El fragmento, denominado AS362, fue amplificado mediante PCR. La
amplificacion fue especifica y se obtuvo el fragmento de 250 pb como era esperado
(Figura 12 A). En dicho fragmento fueron introducidos sitios de restriccion para EcoRI
en ambos extremos, 5’ y 3’. Tanto el fragmento AS362 como el vector pENTR-2B,
fueron digeridos con la endonucleasa EcoRI y los fragmentos fueron separados en gel
de agarosa 1% (Figura 12 B). Se escindieron las bandas correspondientes al fragmento y
al vector, que en este caso libera un fragmento de 300 pb correspondiente al gen letal
ccdB. Con los fragmentos purificados se realizé la ligacion pENTR-2B-AS362, para la
obtencion de la construccion de “entrada” (Figura 13).

A APst B APst
Carriles 1 2 3 4 1 2 3 4 5

S —~ 11500 pb

~ 11500 pli)) s —»~5000 pt{)
~5000 p . —»2800p
~2800p —»~ 2443 pb
~2443p —~ 1100 pb
~1100p 250pb
A —»~ 334 pb

Figura 12: Analisis del producto de PCR y ensayos de restriccion en gel de agarosa
1%. A) Productos de PCR: Carril 1, marcador de peso molecular A/Pstl. Carril 2 control
— (sin ADN molde). Carriles 3 y 4, productos de PCR AS362. B) Digestion del vector y
el inserto con EcoRI: Carriles 1 y 2, AS362 digerido. Carriles 3y 4, pPENTR-2B
digerido, se observa banda correspondiente al gen letal ccd B. Carril 5, marcador de
peso molecular A/Pstl.
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rrnB T1 transcription terminator
— rrnB T2 transcription terminator
pUC origin Meel (345)
P~ Apal (357)
:\i ftLl
sall (477)

pENTR-2B-AS 362

BarrH (484)
Kpnl (494)
EcoRI (496)

2551 pb

Apal 1858
/\

Meel (1823)

Meel (1627)
PwI(1428)

Meel (14;)\'\'

Kan(R)

'shol (D)

EcoRV (774)
Xoal (776)
attL2
PwiIl (839)
Pstl (893)
Meel (1039)

Figura 13: Detalle de la construccion pENTR-2B-AS362. En verde se observan las
regiones de recombinacion attL necesarias para el posterior clonado del fragmento AS362
en el vector de silenciamiento en planta.

La construccion pENTR-2B-AS362 fue utilizada para transformar la cepa de E.
coli XL1-Blue. La transformacién fue seleccionada en medio LB-Km sélido. Se
obtuvieron colonias resistentes a kanamicina (resistencia aportada por el vector). De
estas fueron estriadas 8 colonias en placas de Petri con LB-Km so6lido para ser
analizadas posteriormente. Se obtuvo ADN plasmidico de 6 de las colonias estriadas.
Para verificar la presencia del inserto se realizé ensayo de restriccion con la enzima
EcoRI, esperandose liberar el fragmento clonado. En la Figura 14 se observa dicho
ensayo en donde se puede ver en los Carriles 2 y 6 la presencia del inserto AS362
(banda tenue de 250pb) y una banda mayor correspondiente a el vector (banda de
aproximadamente 2300pb). En los carriles 3, 4 5, y 7 se observa el vector vacio,
presentandose en la forma lineal (digerida), circular y super enrollado. Por la tanto, la
construccion pENTR-2B-AS362 fue obtenida en las colonias transformantes
correspondientes a los Carriles 2 y 6. De las mismas se realizaron gliceroles para su
stock.
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Carriles 1 2 3 4 5 6 7

~11500p < - -
< . =
~2500p -~ o
~1700pb <+ == = - . -
~11000b +—

~700pbe—
~500pb‘— ~

~250pb*—

Figura 14: Analisis por restriccion para la seleccion de clones
positivos para la construccion pENTR-2B-AS362: Carril 1,
marcador de peso molecular A/Pstl. Carriles 2 al 7, ADN
plasmidico, obtenido a partir de distintas colonias transformante,
digerido con EcoRI. Se observa presencia de inserto en los Carriles
2veé.

Una vez clonado el fragmento AS362 en el vector de entrada pENTR-2B dicho
ADN quedo6 flanqueado por los sitios de recombinacion attL. Posteriormente, mediante
recombinacion, el fragmento de ADN fue introducido dos veces en el vector destino de
silenciamiento en planta pJawohl17-RNAI, el cual contiene regiones attR para dicha
recombinacion. Este vector permite clonar el fragmento del gen a silenciar en 2
orientaciones, sentido y antisentido, separados entre si por una secuencia de 287 pb
correspondiente a un intrén del gen AtWRKY (Arabidopsis thaliana) (Figura 15 A). De
tal forma se genera un transcripto que contiene secuencias auto-complementarias
favoreciendo la formacion de una estructura en horquilla. Este disefio se basa en varios
estudios que indican que para lograr una alta eficiencia en el silenciamiento de un
transgen, es recomendable la formacion de esta estructura conteniendo una secuencia de
98 a 853 pb del gen a silenciar (Wesley et al., 2001). Se utilizé la clonasa LR
(Invitrogen Co., USA) para catalizar el paso de recombinacion entre la construccion de
entrada pENTR-2B-AS362 y el vector destino pJawohll7-RNAi, obteniéndose la
construccion de silenciamiento pJawohl17-AS362 (Figura 15 B).

Con esta construccion se transformaron células de la cepa TOP 10 de E. coli, las
mismas fueron plaqueadas en medio LB-Amp sélido. Se obtuvieron colonias resistentes
y se estriaron 4 de estas colonias en LB-Amp. Se obtuvo ADN plasmidico a partir de las
colonias estriadas para su analisis. Debido a que el vector pJawohl17-RNAi es un vector
modificado, del cual no tenemos acceso a su secuencia completa, fue realizado un
esquema posible del mismo basado en la secuencias conocidas del vector pJawolh-18-
RNAIi y de los elementos que lo componen, a fin de poder idear un ensayo de restriccion
para la verificacion de la presencia del inserto (Figura 15). Se analizaron las colonias
transformantes mediante restriccion con la enzima Ncol que corta una vez en el inserto,
digiriéndose ADN plasmidico de dos de los clones estriados y ADN correspondiente a
pJawolh-17-RNAI sin inserto, a fin de comparar los distintos patrones de restriccion.
También fueron analizados los 4 clones mediante PCR a partir del ADN plasmidico
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bajo las mismas condiciones que se han descrito en el apartado “Amplificacion de los
insertos mediante PCR” (Materiales y Métodos) (Figura 16).

Spel (2338)
attR1 |

AS362 (antisentido)
A) B) Ncol (2042) \
omR _ attRe | \
Ned (3964) WRKY intronl | \

ccdB | Hindl 11 (1492) :‘ ‘
attR2 Nool (14815‘ : \
WRKY intronl ‘

attR2 | 1l
Hind 111 (2692)

Ncol (1233)
Necd (1712) ‘ AS362 (sentido)
attR1 | attR1
Xhol (93 Ncd (2681,
2X 35S attR2 \

Xhol (9
atRL Nhel (1) 2X 35S
Nhel (lﬁ mR  ccdB Hs;ael (4739) W

Figura 15: A) Esquema del vector pJawohl-17-RNAi donde se observa los sitios de
recombinacion y el promotor de expresion en planta 35S. Los sitios de restriccion fueron
deducidos a partir de datos obtenidos del vector de tipo Gateway pJawohl-18-RNAi y la
secuencia de los elementos conocidos. B) Esquema de la construccion pJawohl-17-AS362, luego
de la recombinacion conteniendo el inserto en orientaciones sentido y antisentido.

AMPst A/Pst

Carriles 1

e e
~5000pbe—— s - i
== — —

~ 1700pbt——
~ 1100pbe¢——
~ 800pb +——
~500pb +——

~ pb <

Figura 16: Analisis de clones positivos para la transformacion con pJawohl17-
AS362. Carriles 1 y 5, marcador de peso molecular A/Pstl. Carril 2, vector pJawohl-
17-RNAi digerido con la endonucleasa Ncol. Carriles 3 y 4, ADN plasmidico de
distintos clones transformantes digerido con Ncol. Carriles 6 al 9, productos de
PCR a partir del ADN plasmidico obtenido de las cuatro colonias transformantes
estriadas. Carril 10, control negativo para la técnica de PCR (sin ADN molde).
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En la figura 16 se puede observar que el andlisis mediante PCR confirma la
presencia del inserto AS362 en la construccion, sin embargo este analisis no discrimina
si el inserto se encuentra clonado en ambas orientaciones (Carriles 6 al 10). En la misma
figura también se observa que los clones analizados por restriccion (Carriles 3 y 4)
presentan un patrén de fragmentos distintos al del vector vacio (Carril 2) digerido con la
misma enzima (Ncol). Segun el diagrama deducido para el vector pJawohl-17-RNAi
(Figura 15 A), una vez digerido el mismo con la endonucleasa Ncol se espera obtener
fragmentos de restriccion de aproximadamente 988 pb, 1272 pb y 7179 pb (tamafio total
del vector de 9439 pb). Los dos primeros fragmentos se observan en la figura mientras
que no se observa el fragmento de 7179pb, sin embargo se ven dos bandas de
aproximadamente 5000 pb y 2200 pb que sumadas dan el tamafio esperado, por lo que
deducimos que la enzima Ncol debe cortar una vez mas dentro de dicho fragmento. Si
observamos el esquema de la construccion pJawohl-17-AS362 (Figura 15 B), vemos
que luego de la recombinacion son extraidos 1450 pb entre cada region att que
comprenden al gen letal ccdB y sustituidos por 250 pb del inserto, y el tamafio total de
la construccion pasa a ser entonces de aproximadamente 7039 pb. Este cambio modifica
el patron de restriccion de Ncol ya que son extraidos dos sitios de restriccion contenidos
en el gen letal y son sustituidos por dos sitios contenidos en los fragmentos AS362
insertados. Por lo tanto para la construccion pJawohl-17-AS362 se espera obtener
fragmentos de restriccion con la endonucleasa Ncol de aproximadamente 250 pb, 600
pb, 4500 pb y 1600 pb, dicho patron es observado en la Figura 16 (Carriles 2 al 4).

Para confirmar que la obtencion de la construccion de silenciamiento es la
adecuada, se envid a secuenciar la misma con el cebador p35S el cual hibrida con el
promotor de expresion. La secuencia obtenida se observa en la Figura 17, donde se
puede ver la secuencia correspondiente al inserto subrayada. La secuencia subsiguiente
a la misma corresponde al vector, mas precisamente al intron AtWRKY (representada
en italicas). Debido a la baja resolucion del servicio de secuenciacion no se pudo llegar
a confirmar la presencia del segundo inserto (AS362 en orientacion antisentido).

En conclusion, teniendo en cuenta estos resultados y el sistema de clonacion
utilizado, aparentemente el inserto AS362 se habria clonado en orientaciones sentido y
antisentido. Asi mismo, para reconfirmar y asegurar que el inserto se encuentra de
manera precisa para el silenciamiento del gen se ha disefiado un cebador interno al
intron en orientacion sentido a modo de poder secuenciar el segundo inserto.

NNNNNNNNTTTCATTTGGNNNNNNNCNNNAAGANGATCCACCTGANGATCACAAGTTTGTACAAAAAAGC
AGGCTGGCGCCGGAACCAATTCAGTCGACTGGATCCGGTACCGAATTCCGTCGCATTTGGCAATTGTTAT
GGAGTATGCAGCAGGTGGAGAACTTTTTGGTAGAATATGCAGTGCTGGCAGATTTAGTGAAGATGAG
GCTCGTTTCTTCTTCCAACAGCTTATATCCGGTGTCAGCTACTGTCATACCNTGGAAATTTGTCACAG
GGACTTGAAACTGGAAAACACTCTTATTGATGGAAGTCCTTCGCCACGTCTAAAAATATGTGATTTTG
GTTATTCCAAGTCTGGTTTGCTGCAGAATTCGCGGCCGCACTCNAGATATCTAGACCCANCTTTCTTGTAC
AAAGTGGTGATAANCCAGTCCCGGGCGATGAATTCCTGTGGTTGGAGAAGCTANAACCTGCAAAACAATCCC
AAGAATTGTTCAGACTTCNAGAAAAAGAGACAAATAGCANNAACATANTTNAAGAAAAGAGTCGAGAGTTGA
CTCTAAANAGTCTTTTCTCTCTCNTTTGAAAANCGTTGACNCCNTAANCNTTTATNNACTTTCCCNATCNNNN
ANTNNTTTNTNNAANATGTTTANANNNNNNNGNATNCANT

Figura 17: Secuencia obtenida a partir de ADN plasmidico de colonias transformadas con la
construccion pJawohl17-AS362 en formato FASTA. En letras subrayadas se representa la
secuencia correspondiente al inserto AS362 y en letras italicas la secuencia correspondiente la
intron vegetal AtWRKY perteneciente al vector.
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Conclusiones y perspectivas futuras

Se pudo establecer la secuencia codificante completa del gen Drk362. Mediante
analisis bioinformatico se determind que el mismo codifica una posible serina/treonina
quinasa de 339 aminoacidos conteniendo un sitio de localizacion nuclear (DRK362).

En la busqueda de secuencias homologas a Drk362 fue hallada una secuencia
perteneciente a Solanum tuberosum denominada SAPKS8-like serin/treonin kinase.
Dicha secuencia corresponde a un ensamblaje bioinformatico de distintos ARNm
realizado en la base de datos PlantGDB de las que no se obtiene mayor detalle de su
obtencion. Por lo tanto no se puede asegurar que esta secuencia exista y que codifique
para una proteina real. Tomando en cuenta esto, la baja similitud de DRK362 con la
hipotética proteina codificada por SAPKS-like serin/treonin kinase en comparacion con
otras quinasa vegetales y que no existen datos bioquimicos ni funcionales de esta
ultima, no se puede obtener mayores conclusiones al respecto.

Los estudios de similitud de DRK 362 con otras quinasas vegetales y los analisis
bibliograficos sugieren que esta posible proteina quinasa estaria involucrada en vias de
respuestas de defensa vegetal, siendo necesario confirmar los patrones de expresion del
gen y un analisis funcional de la misma. Para el analisis funcional de DRK362 y su
deteccion en planta, se sugiere la generacion de anticuerpos policlonales mediante su
expresion en un sistema recombinante. Dichos anticuerpos serviran como herramienta
para la deteccion de la proteina, ya sea en ensayos de Western blot como de inmuno-
histoquimica en material vegetal. Que DRK362 posea una region de localizacion
nuclear puede significar que la misma esté implicada en vias de regulacion a nivel de
este compartimento. Para establecer si esto es asi o si estd dirigida a algin otro
compartimento, se deberia determinar su localizacion subcelular para lo cual se sugiere
la transformacion de protoplastos con una construccidon que exprese la proteina
fusionada a GFP (Green fluorescent protein).

La construccion de sobreexpresion pROK-2-S362 fue aparentemente obtenida
dado que los analisis de restriccion muestran bandas de tamafio esperados. La
secuenciacion de la misma, si bien debe ser mejorada, indica que el gen Drk362 fue
insertado bajo el control del promotor 35S para su correcta expresion in planta. El
analisis de las diferencias encontradas entre la secuencia del inserto y la secuencia de
Drk362 mostré que las mismas no afectan regiones importantes como la sefal de
localizacion nuclear y los aminoacidos invariantes de las proteinas quinasas.

La construccion para el silenciamiento del gen Drk362, pJaowhl-17-AS 362, fue
aparentemente obtenida de manera adecuada en base a los patrones de restriccion
analizados y a la secuenciacion de la misma. No obstante se necesita una mejor
secuenciacion de la construccion que abarque a el segundo inserto, para esto ya se ha
disefiado un cebador interno al intron AtWRKY.

Con la construccion de sobreexpresion fueron transformadas plantas de papa
(Solanum tuberosum). En el mencionado proceso de transformacion se llegod hasta la
induccion de callos, siendo los pasos a seguir la induccion de brotes y raices hasta la
obtencion de plantulas transformantes que sobreexpresen el gen Drk362.
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En el marco de este trabajo se han generado una serie de herramientas que
permitiran a futuro la generacion de lineas transgénicas de papa, tanto para la
sobreexpresion como para el silenciamiento del gen Drk362, lo cual es fundamental
para la realizacion de estudios de gendmica funcional. Estas lineas vegetales permitiran
analizar sus respuestas frente a condiciones de estrés, como por ejemplo tratamientos
con filtrado de cultivo (conteniendo distintos elicitores bacterianos), acido salicilico,
metiljasmonato y ABA. Estas repuestas podran ser analizadas a nivel histolégico como
molecular, ya sea mediante Western blot, inmuno- histoquimica y/o RT-PCR, y
permitiran dilucidar el posible rol de esta quinasa en las respuestas de defensa vegetal.
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