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Resumen.

El tomate (Solanum lycopersicum) es una de las hortalizas mds consumidas del mundo v, al
igual que muchas otras plantas importantes a nivel comercial, es afectada por enfermedades
causadas por un gran numero de especies patdgenas. El genoma de tomate fue completamente
secuenciado en el afno 2012; El tamafio de su genoma es de alrededor de 900 mega bases las
cuales se distribuyen en 12 cromosomas. Tomate posee un 92% de identidad genémica con papay
se han encontrado algunos genes de tomate que codifican para receptores de la familia CRK
(cystein rich receptor like kinase) con un alto indice de homologia a receptores quinasa de papa,
llamados PRKs (Potato receptor like kinase). Los receptores CRKs se han hallado en muchas
especies vegetales y se han vinculado a diferentes funciones, especialmente en la defensa de la
planta frente a estrés bidtico. Por su parte, los 4 genes que codifican para los PRK en papa (PRK1,
PRK2, PRK3 y PRK4) se inducen por el patégeno bacteriano Pectobacterium carotovorum subs
carotovorum (Pcc). Segun investigaciones previas el tratamiento de plantas de papa con filtrado de
cultivo de Pcc cepa SCC3193 en hojas y tubérculos induce una rapida acumulacién de transcriptos
de PRKs una hora luego del tratamiento y se mantienen elevados hasta las 24 horas luego del
tratamiento. Dados los patrones de expresion génica de los PRK los investigadores plantearon la
hipotesis de que estos juegan un importante rol en los mecanismos de defensa de S. tuberosum
frente a infeccion con Pcc. Mediante ingenieria genética se generaron lineas de plantas de papa
capaces de sobreexpresar el receptor PRK2. Las mismas fueron expuestas frente a algunas especies
de patdégenos de naturaleza fungica en ensayos de infeccién y encontraron indicios de que las
plantas que sobreexpresan PRK2 poseen una incrementada resistencia frente a importantes
patégenos fungicos como Botrytis cinerea y Alternaria sp comparado con papa cultivar Bintje. El
presente trabajo posee el objetivo de aportar conocimiento original sobre los receptores CRKs en
tomate, enfatizando en sus posibles funciones defensivas frente a fitopatdégenos. Primeramente se
generaron semillas de tomate las cuales constituirian nuestra base de obtencién de material
biolégico en el trabajo. Se realizé una una construccion genética la cual consistié en el ADNc de
PRK2 en el vector de transformacion PROK2, incluyendo en ella los epitopes 6xhis y cMyc y se
transformaron plantas de tomate con dicha construccion utilizando a A. tumefasciens como
mediador. Se confirmé la presencia del cassette modulador 355-PRK2-6xhis-cMyc en una planta
transformada, se analizé su patréon de expresidn proteica comparando con plantas sin transformar
y se llevd a cabo un ensayo de Western blot detectando una banda proteica que se corresponde en
peso molecular con el receptor PRK2. Con esta planta tomate que expresa PRK2 se estdn
realizando hasta ahora ensayos de infecciones con el objetivo de analizar sus mecanismos de
defensa frente a patégenos fungicos. Por otra parte, se han efectuado busquedas y andlisis de
nuevos integrantes de la familia CRK en tomate no descritos hasta el momento utilizando a PRK2
como referencia. Se encontraron 16 genes que codifican para receptores y se hallé informacion
detallada a nivel de proteinas, ADN y promotores, lo que permitié asociarlos con vias hormonales y
funciones bioldgicas. Por ultimo se disefiaron primers para cada uno de los genes de CRKs hallados
en tomate y con ellos se realizaron ensayos de PCR cuantitativa para analizar su expresion en
condiciones de infeccidn con Botrytis cinerea y comparando con controles negativos. Solo los
primers para 4 genes mostraron una eficiencia aceptable y se observd que dos genes son inducidos
por la infeccidn con el patégeno. Los resultados sugieren que estos receptores podrian asociarse a
funciones de defensa frente a estrés bidtico y abidtico, y quizas también en funciones dentro del
ciclo de vida de la planta. Este trabajo puede contribuir como punto de partida para el analisis de
la familia proteica de los CRKs en tomate .



Introduccion.

Las plantas son organismos capaces de convertir la energia solar en energia quimica que
puede ser almacenada en forma de carbohidratos, proteinas, aceites, y por tanto ser utilizada por
los organismos heterétrofos. Durante el proceso consumen didxido de carbono y generan oxigeno,
esencial para los animales y otros organismos. En consecuencia, los animales siempre dependen
en forma directa o indirecta de las plantas como fuente de energia y de oxigeno para la
subsistencia (Agrios 2005). Las plantas ocupan la mayoria de los ecosistemas naturales, desde
bosques hasta praderas o ecosistemas acudticos y gran superficie del territorio fértil es utilizado
para la agricultura de manera de producir alimentos para la humanidad.

La practica de la agricultura tiene sus origenes en la prehistoria, cuando los hombres
comenzaron a cultivar plantas como una manera de procurarse alimento de forma mas sencilla y
productiva. Para los arquedlogos, la agricultura fue un componente central en los cambios
culturales que se asocian a los comienzos del Neolitico. En este sentido, la capacidad de
adaptacion de las plantas a ser cultivadas fue vital para cambiar el estilo de vida del hombre y
pasar de ser un nédmada cazador-recolector para construir una sociedad agricultora. La transicién a
la agricultura fue un proceso con episodios multiples que comenzd con la recoleccidén de especies
salvajes y concluyd con el cultivo de plantas que sufrieron una serie de cambios genéticos y
fenotipicos que caracterizan los cultivos domesticados. Desde ese entonces, el hombre ha
domesticado diversas especies de plantas y ha seleccionado en ellas, a lo largo de los siglos e
incluso milenios, caracteristicas deseadas como la produccidon de frutos mdas grandes, mayor
produccion de los mismos y menores tiempos de desarrollo, entre otros. En la actualidad se
cultivan especies que fueron domesticadas desde hace mas de 10000 anos en diversos lugares
como América Central, Nueva Guinea y la Mesopotamia (Agrios 2005; Brown et al. 2009; Tang et
al. 2010). Durante los procesos de domesticacién se ha utilizado la seleccidén genética enfocada a la
produccién y se ha perdido gran parte de la diversidad que estas especies poseian en su forma
salvaje. Esta pérdida de diversidad tiene como consecuencia algunas caracteristicas no deseadas
para la agricultura como por ejemplo la mayor susceptibilidad de los cultivos a enfermedades y a
cambios ambientales repentinos.

Interacciones planta-Patogeno.

Las plantas son organismos sésiles, incapaces de desplazarse, que conviven en su ambiente
con una gran variedad de organismos, los cuales pueden ser benéficos, neutrales o patégenos.
Cuando las plantas perciben alguna amenaza, se inician inmediatamente mecanismos de
sefializaciéon que derivan generalmente en respuestas defensivas. Una vez que se establece la
interaccidn entre una planta y un patdgeno, el resultado de la misma puede ser la resistencia por
parte de la planta o al desarrollo de la enfermedad (Flor 1971).

Las enfermedades que afectan a las plantas dan lugar a grandes pérdidas econdmicas, que
obligan en algunos casos a la utilizacidon de pesticidas y productos quimicos toxicos, generando
graves riesgos para los ecosistemas circundantes y la salud humana. Se han descrito
aproximadamente unas 11.000 enfermedades en plantas, las cuales son causadas por cerca de 120
géneros de hongos, 30 tipos de virus y 8 géneros de bacterias y algunas decenas de géneros de



nematodos (Baker et al., 1997; Montesinos et al., 2002) (figura 1). Las pérdidas en la produccién
mundial de cultivos alimenticios causadas por patégenos, resultan muy dificiles de calcular (Agrios,
2005).

Arabidopsis

Nematode

Figura 1. llustracion de las diferentes clases de patdégenos que enferman a las plantas de arroz (Oryza sativa) y Arabidopsis
thaliana y de algunos de los sintomas que los mismos causan. Tomado de Baker et al. (1997).

Respecto a los patdgenos, éstos pueden clasificarse en necrétrofos, bidtrofos y
hemibidtrofos, dependiendo de su ciclo de vida. Dentro de los patdégenos necrotrofos se
encuentran aquellos en que la célula de la planta muere a causa de la infeccidn, y los mismos se
alimentan de los restos de tejidos muertos o necrosados. Generalmente liberan enzimas que
degradan la pared celular vegetal y maceran los tejidos (Veronese et al., 2006). Contrariamente, los
patdégenos bidtrofos son aquellos los cuales permiten que la célula de la planta permanezca viva
durante la infeccién y generalmente no producen dafio extensivo en ellas. Finalmente, los
patégenos hemibidtrofos, son aquellos que en estadios tempranos de la infeccion se comportan
como biotrofos y en estadios tardios como necrétrofos (Ballaré 2011; Ponce de Ledn y Montesano
2013).

Las respuestas de defensa vegetal pueden ser controladas directa o indirectamente por
genes de la planta hospedera y por la interaccidn con el patégeno. Por tanto, la resistencia frente a
los mismos puede ser clasificada segin el numero de genes involucrados en resistencia
monogénica o de gen R (gen de resistencia), que involucra uno o pocos genes; y resistencia
poligénica que generalmente es controlada por muchos mas genes, varios de ellos relevantes
fisiolégicamente para la planta (Agrios 2005).

Para explicar la interaccion entre plantas y patégenos Harold Flor propuso el modelo gen-a-
gen, el cual comprende el reconocimiento de una proteina codificada por un gen de avirulencia
dominante (gen Avr) del patdégeno, por una proteina complementaria codificada por un gen
dominante de resistencia vegetal (R) (Flor 1971). Cuando uno de los genes Avr o el
complementario gen R no se expresan, el reconocimiento por parte de la planta no ocurre, la
interaccién planta patégeno es compatible y la enfermedad suele ser el resultado. Cuando ambos



actores estan presentes, Avr y proteina complementaria R, el reconocimiento ocurre resultando en
una interaccidon incompatible y la resistencia por parte de la planta es el resultado. (Flor 1971; Heil
and Bostock 2002). Luego del mencionado reconocimiento, se desencadena una cascada de
transduccion de sefiales que conduce al establecimiento de respuestas defensivas por parte de la
planta (Staskawicz et al., 1995; Ballaré 2011; Ponce de Ledn y Montesano 2013).

Las proteinas codificadas por los genes R podrian actuar como receptores directos o
indirectos de las proteinas Avr (Staskawicz et al. 1995, Belkhadir 2004). Los genes R y homdlogos
generalmente se clasifican en cinco clases, segun motivos estructurales comunes (Martin et al,
2003): i) genes que codifican para proteinas con sitios de union a nucledtidos (NBS), ii) proteinas
serina/treonina quinasa, iii) proteinas con dominio de interaccién proteica con repetidos ricos en
leucina (LRR) el cual podria participar en el reconocimiento y sefializacién del ataque del patdogeno,
iv) genes con homologia amino-terminal a genes tipo Toll y receptores de interleuquina 1 (TIR:
Toll/IL-1R-like) y v) proteinas con domino cremallera de leucina (LZ).

La respuesta inmune de la planta puede desencadenarse mediante el reconocimiento de
ciertos patrones moleculares: i) propios del patégeno como los PAMPs (Pathogen Asociated
Molecular Patterns) por ejemplo la flagelina, y factores de elongacion bacteriano Ef-Tu, ii) patrones
propios del microorganismo (patégeno) como los MAMPs (Microbe Asociated Molecular Patterns)
por ejemplo lipopolisacaridos bacterianos y quitina fungica, y iii) patrones producto del dafio
tisular que la planta libera por la accidn directa del patégeno como los DAMPs (Danger Asociated
Molecular Patterns) por ejemplo algunos galacturdnidos y la sistemina del tomate (van Loon et al.,
2006; Holton et al., 2007, Tor et al., 2009; Ferrari et al., 2013). 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” (Montesano et al., 2003; He et al., 2007).

Los mecanismos de defensa desarrollados por las plantas frente a patégenos combinan
variadas estrategias, las cuales pueden clasificarse en los siguientes grandes grupos: defensas
constitutivas y defensas inducibles.

Las defensas constitutivas involucran barreras estructurales y quimicas preexistentes en la
planta siendo la primer linea defensiva con la que se encuentra el patégeno antes de invadir la
misma (Agrios 2005). En general, las plantas cuentan con barreras fisicoquimicas para impedir
dichas invasiones. La pared celular a la cual el patégeno debe adherirse y penetrar para causar la
infeccién es uno de los primeros obstaculos. Sobre la misma se encuentran otras estructuras
defensivas para evitar la infeccion. Estas estructuras comprenden la cantidad y calidad de la cera y
de la cuticula que recubren las células epidérmicas vegetales. Las mismas forman una capa
hidrofébica, constituyendo a su vez una barrera fisica contra el organismo invasor (Agrios, 2005).

Por otra parte, 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 antifiingica. Por otro lado, en los
tejidos jovenes de frutas, hojas y semillas, se encuentran a altas concentraciones, compuestos
fendlicos, taninos y algunos compuestos grasos 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 pueden ser divididas en las siguientes ramas: inmunidad inducida por
PAMPs o MAMPs (PAMP Triggered Inmunity, PTl) e inmunidad inducida por efector, o ETI (Effector
Triggered Inmunity, ETI) (Dangl y Jones, 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 PAMPs o MAMPs y DAMPs (van Loon et al., 2006). Los
PAMPs son reconocidos, a través de epitopes conservados especificos presentes en los mismos,
por receptores de reconocimiento de patrones (Pattern Recognition Receptors, PRRs) en la
superficie celular vegetal. Dichos dominios altamente conservados de los PAMPs son
funcionalmente importantes para el patégeno (Boller y He, 2009).

El genoma vegetal codifica varios tipos de receptores de PAMPs, MAMPs y DAMPs, 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 percepcidn 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) Xa21 de arroz y SR160 de tomate, contienen dominios ricos
en leucina o LRRs y el ultimo es un importante receptor de DAMPs, (2) AthLecRK1 de Arabidopsis,
contiene motivos tipo lectina, (3) PRK5 de Arabidopsis, exhibe similitud a proteinas tipo
thauamatina, (4) CHRK1 de tabaco, exhibe similitud a proteinas tipo quitinasa, (5) WAK1 de
Arabidopsis, contiene repetidos tipo EGF (epidermal growth factor), (6) LRK10 de trigo, no posee
homologia con motivos conocidos y (7) StPRKs de papa, presentan un motivo bimodular de
cisteinas (Montesano et al., 2003; Tor et al., 2009; Monaghan y Zipfel 2012). 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 plasmatica. Existen varios ejemplos de esta
clase de receptores, entre ellos uno denominado LeEix de la planta de tomate que reconoce al
PAMP fungico glucidico xilanasa (Ron & Avni, 2004).

La activacion de los receptores por PAMPs converge en un limitado nimero de vias de
sefializacidn que estan asociadas a respuestas de defensa tales como la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), 6xido nitrico (NO) y cambios en los niveles de Ca2+ que, en su
conjunto, promueven la expresién de genes relacionados con la defensa, produccién de
fitoalexinas, deposicion de calosa en la pared celular y eventualmente una rdpida muerte celular
programada localizada conocida como respuesta hipersensible (HR) (Chisholm et al., 2006; He et
al.2007).

La principal via de sefializacion y la mds conservada evolutivamente es la cascada de
proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) la cual es capaz de traducir estimulos
provenientes de sefiales extracelulares en respuestas intracelulares (He et al.2007). Un esquema
simplificado de cdmo se relaciona esta via con los PAMPs se presenta en la figura 2.
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Figura 2. Esquema general de interacciones planta-patégeno. La planta reconoce los PAMPs a través de receptores presentes en la
superficie celular y es activada la primera linea de respuesta de defensa (PTI). La sefializacion de la respuesta defensiva disparada es
convergente e incluye la activacion de la cascada de MAPKs y la transcripcion temprana de genes de defensa. Otros eventos de
sefializacion tempranos son los cambios en los niveles de calcio y la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de oxido
nitrico (NO). En caso de no eliminar al patégeno con la PTI, se expresan proteinas intracelulares de resistencia para poder detectar
los factores especificos de virulencia del patégeno, y se pone en funcionamiento la segunda linea de defensa denominada
inmunidad inducida por efector, ETl. Tomado de He et al., (2007).

Evasion de la respuesta de defensa por parte del patégeno.

Muchos patégenos han desarrollado mecanismos mediante los cuales son capaces de evadir
o suprimir activamente las respuesta de defensa primaria generadas por el reconocimiento de los
PAMPs (Chisholm et al., 2006). Las bacterias fitopatdgenas contienen 4 sistemas de secrecion,
siendo el sistema de secrecion tipo Il (T3SS) el mas estudiado. A través del T3SS la bacteria inyecta
multiples proteinas efectoras (hasta 30 efectores al mismo tiempo) dentro del citoplasma de la
célula vegetal (Dangl y Jones, 2006). Los efectores son proteinas producidas por el patégeno que
alteran a la célula vegetal o su ambiente, causando enfermedad o disparando la defensa (He y
Boller, 2009). Estos entran directamente al citoplasma de la célula hospedera y tienen como blanco
diferentes procesos celulares. Muchas proteinas avirulencia (Avr) son efectores de tipo lll; 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 (He et al.2007) (fig.
2). Otra estrategia que han desarrollado las bacterias fitopatdgenas es la produccién de moléculas
efectoras pequeiias que imitan hormonas vegetales. Por ejemplo, en P. syringae, algunas cepas de
esta bacteria producen coronatina, un compuesto quimico relacionado estructuralmente al acido
jasmodnico y que dispara los mismos procesos celulares suprimiendo la defensa mediada por acido
salicilico frente a patdgenos bidtrofos y estimulando la apertura de estomas para permitir que las
bacterias ganen acceso al apoplasto (Agrios, 2005; Pieterse et al., 2012). Otros efectores han sido
identificados posteriormente por su capacidad de ser transportados por el T3SS; los mismos se
denominan Hop (Hrp outer protein) en Pseudomonas, Xop (Xanthomonas outer protein) en
Xanthomonas o Pop (Pseudomonas outer protein, basado en la designacion anterior de género) en
Ralstonia (Alfano and Collmer 2004).
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Modelo de las interacciones entre planta y patégeno.

Una vez liberados los efectores dentro de la célula, los mismos son reconocidos por proteinas
R activando la segunda linea de defensa conocida como ETI (inmunidad inducida por efector). La
respuesta de la ETI es similar a la generada en inmunidad inducida por PAMPs (PTI) pero con mayor
intensidad y en algunos casos se observa una respuesta de muerte celular programada (HR) en el
sitio de infeccion (He y Boller, 2009). La respuesta hipersensible es localizada y se piensa que
restringe el crecimiento y diseminacion del patégeno (Cullis, 2004). La ETlI como segundo frente de
defensa, es capaz de percibir los efectores que inhiben la PTI a través de receptores adicionales
(Boller y He, 2009).

La respuesta inmune de la planta puede ser representado por el modelo “zigzag” propuesto
por Dangl y Jones (2006) (Figura 3). Este modelo esta dividido en cuatro fases. En la fase 1, los
PAMPs son reconocidos por PRRs resultando en PTI, la cual puede evitar futuras infecciones. En
fase 2, patégenos 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 ETI. La ETI resulta en la
resistencia a la enfermedad y frecuentemente en una HR en el sitio de infeccién. Por ultimo, en
fase 4, la seleccion natural lleva al patégeno a desarrollar nuevas estrategias para evitar la ETI, ya
sea excluyendo o diversificando el gen efector reconocido o adquiriendo nuevos efectores que
suprimen ETI.

PTI ETS ETI ETS ETI

@50 pamps
Figura 3. llustracion de modelo “zigzag”. Se muestra el rendimiento cuantitativo de la respuesta inmune de la planta, en
donde la amplitud de la resistencia o de la susceptibilidad es proporcional a (PTI-ETS+ETI). Tomado de Dangl y Jones (2006).

Principales mecanismos de defensa vegetal.

Luego del reconocimiento del patégeno por parte de la planta, se activan diferentes
respuestas vegetales para contener al patégeno, algunas de ellas involucran importantes cambios
fisioldgicos. Una de las respuestas mds tempranas frente a dicho reconocimiento es un cambio en
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la permeabilidad de la membrana lo que lleva a cambios en los flujos idnicos como ser en el
intercambio K+/H+, eflujo de ClI- y un importante influjo de Ca2+, siendo este Ultimo un segundo
mensajero clave para numerosos cambios fisioldgicos y procesos celulares (White and Broadley,
2003; Jeworutzi et al., 2010). El flujo de iones lleva muchas veces a la alcalinizacién del medio
extracelular (Agrios 2005).

También de manera temprana, los perfiles de expresidn génica cambian, se acumulan
compuestos antimicrobianos como las fitoalexinas y se producen ROS y NO. Estos contribuyen a la
defensa por poseer accidon antimicrobiana, contribuir en el reforzamiento de la pared celular asi
como también participar en vias de sefialamiento para el caso de ROS y por ser mensajero
secundario en el caso del NO (Wojtaszek 1997; Torres et al., 2006; Bolwell y Daudi 2009, Pieterse
et al., 2012). En etapas tempranas de la respuesta de defensa se producen cambios en los patrones
de fosforilacién de las proteinas asi como la activacién de cascadas MAPK (He et al., 2007).
Tardiamente se expresan las proteinas relacionadas con la patogenicidad (PRs) las cuales poseen
bajo peso molecular con probado efecto deletéreo sobre los patdgenos, algunas con actividad
glucanasa o quitinasa (capaces de hidrolizar paredes de bacterias y hongos respectivamente). Han
sido clasificadas en 17 familias diferentes, aunque no se conoce en profundidad las funciones de
algunas. Se pueden encontrar tanto en el apoplasto como en las vacuolas. Aparecen en respuestas
locales y sistémicas y su produccion aumenta mucho con la respuesta hipersensible (HR) (Cohn et
al., 2001; Heil y Bostock, 2002; Edreva 2005; van Loon et al., 2006). Las respuestas locales son
aquellas que ocurren o se encuentran restringidas al sitio de infeccion. Por su parte las respuestas
sistémicas ocurren en toda la planta y dependen de sefiales que parten desde el sitio de infeccion y
llegan a todas las regiones de la planta. Dichas sefiales inducen la activacién de la respuesta
sistémica.

Las plantas producen un gran numero de hormonas las cuales participan en diversos
procesos celulares como el desarrollo y crecimiento, asi como en la respuesta de defensa frente a
la infeccién con microorganismos patdégenos. En particular, el acido salicilico (SA), el acido
jasmonico (JA), el etileno (ET) asi como el acido abscisico (ABA) son hormonas que desempefian
roles de vital importancia en la defensa de la planta contra especies diferentes de patdgenos
(Mauch-Mani y Mauch 2005; Pieterse et al., 2012).

El SA es acumulado en el sitio de infeccidn, y participa en procesos de seifalamiento que
desencadenan respuestas de defensa locales asi como también sistémicas, observandose un
aumento de la expresion en un gran numero de proteinas PR entre ellas PR1, PR2 y PR5 (Thomma
1998). El SA es de gran importancia en el establecimiento de SAR (Resistencia Sistémica Adquirida)
y su aumento en los tejidos vegetales responde generalmente al ataque por patdégenos bidtrofos y
hemibiodtrofos (van Hulten al., 2006; Bolwell y Daudi,2009; Pieterse et al., 2012).

El aumento de JA y ET responde al ataque por patdgenos necrétrofos e insectos herbivoros;
frecuentemente cuando se produce acumulacion de JA también se observa acumulacién de ET, por
lo que en ocasiones se dice que el tipo de respuesta generada es JA/ET dependiente. Una
consecuencia de la acumulacion de las hormonas JA/ET es la induccién en la expresion de
proteinas PR antimicrobianas como PR3, PR4 y defensina PDF 1.2 (Thomma 1998). Las vias de
sefialamiento del JA son generalmente antagodnicas a la via del SA aunque en algunos casos, por
ejemplo ante el ataque de P.syringae a A.thaliana, ambas vias actuan simultdneamente y se cree
gue mejoran la resistencia frente a dicho patégeno (Pieterse et al., 2012).

La hormona ABA también participa en la resistencia frente a enfermedades, y su funcién
depende directamente de la modalidad de interaccidn establecida entre planta-patégeno. Altos
niveles de ABA aumentan la susceptibilidad de plantas de Arabidopsis frente a la infeccién por
patégenos bidtrofos y hemibidtrofos, mientras que niveles inferiores a los encontrados en plantas
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wt (tipo salvaje) aumentan la resistencia a la infeccién por parte de patégenos necrétrofos
(Mauch-Mani y Mach 2005). Esta hormona ademas puede tener un efecto inhibitorio sobre la via
del SA y lo que llegaria a favorecer el establecimiento de la via del JA en contra de un ataque de
herbivoria (Pieterse et al., 2012).

Inmunidad inducida por efectores (ETI).

Cuando las moléculas efectoras son reconocidas por las proteinas R se activa la inmunidad

inducida por efectores o ETI, los mecanismos moleculares que se llevan a cabo una vez activada la
ETI son muy similares a los observados en la PTI pero con mayor intensidad y en algunos casos se
observa la respuesta hipersensible (HR) en el sitio de infeccién (Dangl y Jones, 2006).
Esta potente segunda linea de Inmunidad de la planta se activa por la interacciéon directa o
indirecta de efectores y proteinas R especificos y corresponde al modelo gen a gen planteado por
flor en 1971 y ya mencionado anteriormente. La ETIl es probablemente el mecanismo de defensa
mas potente e intenso que posee la planta (Abramovitch et al. 2006; Chisholm et al. 2006).

Efectores.

La secuenciacion de los genomas completos de patdgenos en conjunto con busquedas
genéticas han llevado a la identificacion de numerosos efectores (Grant et al. 2006).

Los efectores T3SS son efectores de bacterias patdgenas que se secretan a través del sistema
de secrecion de tipo 3 o estdn involucrados en el proceso de secrecion (Véase seccidén “Evasion de
la respuesta de defensa por parte del patégeno”).

A diferencia de las bacterias, los hongos y oomycetes patégenos no poseen sistemas de
secrecion de tipo 3. En general, estos efectores son secretados al apoplasto (Chisholm et al. 2006).
La mayoria de los efectores de hongos y oomycetes poseen una sefial de secrecidn de tipo2 en su
extremo N-terminal, lo que sugiere que los mismos son secretados por la via secretora de tipo 2 de
eucariotas que involucra la exocitosis de vesiculas provenientes del aparato de Golgi (Panstruga y
Dodds 2009). Sin embargo, aunque algunos de estos efectores funcionan en el apoplasto, otros
ingresan al citoplasma de la célula vegetal ya que son reconocidos por proteinas R citosdlicas y se
han detectado en el interior de la célula infectada (Kemen et al. 2005; Panstruga and Dodds 2009).

Numerosos efectores de hongos y bacterias poseen actividad enzimadtica, algunos de los
cuales son los responsables de modificar las proteinas vegetales para promover la virulencia del
patogeno y evitar la deteccion por parte de la planta (Chisholm et al. 2006). Sin embargo, una cepa
de un patdgeno codifica en su genoma en general un repertorio de 20 o 30 efectores que estan
altamente regulados y suelen ser funcionalmente redundantes (Dodds and Rathjen 2010). A
continuacién se mencionan dos ejemplos que describen diferentes formas de redundancia de
efectores: El primer ejemplo es la redundancia de los efectores AvrPto y AvrPtoB de la bacteria
Pseudomonas syringae. Ambos efectores tienen como blanco al complejo FLS2-BAK1; se cree que
AvrPtoB posee una doble estrategia para suprimir las quinasas: su extremo amino terminal
suprime la respuesta a flagelina mediante su interaccidon con BAK1 (Shan et al. 2008) y su dominio
carboxilo terminal tiene actividad E3 ubiquitina ligasa y puede ubiquitinizar proteinas de la célula
vegetal como la quinasa Fen y otras quinasas marcandolas para la degradacién por la via del
proteosma (Rosebrock et al. 2007). Por otro lado, AvrPto presenta también como blanco quinasas,
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entre las que podemos encontrar a FLS2 y EFR. Probablemente estos efectores supriman la PTI
mediante la inhibicién de varios receptores quinasa del tipo PRR en una forma no especifica
(Dodds and Rathjen 2010). Otro ejemplo de redundancia de efectores se da con el gran nimero de
efectores de P. syringae que tienen como blanco a la proteina RIN4 (RPM1-interacting protein 4).
AvrB, AvrRPM1, AvrRpt2 y HopF2Pto tienen como blanco a esta proteina y utilizan diferentes
estrategias moleculares para inhibirla (Axtell and Staskawicz 2003; de Wit 2007; Mackey et al.
2002; Wilton et al. 2010).

Asimismo, también podemos encontrar efectores que no son redundantes y que no poseen
como blanco proteinas involucradas en la PTI como en el caso de los efectores de la familia AvrBs3
con actividad TAL (transcription activator-like) de Xanthomonas spp. y Ralstonia solanacearum. Los
efectores con actividad TAL son factores de transcripcion que inducen en la planta la transcripcion
de genes especificos que estimulan el desarrollo de sintomas (Kay and Bonas 2009).

Los efectores eucariotas han sido considerablemente menos estudiados que los efectores
bacterianos. En oomycetes, los efectores generalmente poseen una regién conservada
denominada RXLR (Arg-X-Leu-Arg, siendo X cualquier aminodcido). A raiz de la secuenciacion del
genoma del oomycete Phytophthora infestans se han identificado 563 genes que pertenecen a la
familia de efectores RXLR y 196 efectores que pertenecen a la familia CRN (proteinas Crinkler).
Estos genes se encuentran en regiones dinamicas del genoma lo que permite cambios evolutivos
rapidos proporcionando una ventaja en la “carrera armamentista” con la especie hospedera. Estas
regiones aportarian gran plasticidad evolutiva a los genes de efectores generando de esta manera
la alta variacion génica requerida para evadir el sistema inmune de la planta (Haas et al. 2009,
Anderson et al., 2015). Se cuenta con evidencia de la accién de algunos efectores de P. infestans en
la inhibicién de la PTI; por ejemplo Avr3a suprime la muerte celular programada inducida por
elicitores mediante la interacciéon con la proteina CMPG1 E3 ligasa de la planta (Bos et al. 2010).
Por otra parte, se han realizado estudios protedmicos de la saliva en el nematodo Meloidogyne
incognita que llevaron a la identificacién de alrededor de 500 proteinas entre las cuales se
encuentran muchos potenciales efectores que se solapan con los de nematodos patégenos de
mamiferos (Bellafiore et al. 2008).

Los efectores virales son en realidad proteinas supresoras del silenciamiento que interfieren
con los mecanismos de silenciamiento de ARN de la planta y tienen como blanco enzimas
involucradas en dicho proceso como DCL4 (dicer-like 4) o uniéndose a pequefnas moléculas de ARN
doble cadena evitando el ensamblaje del complejo enzimatico RISC (Speth et al. 2007; Voinnet
2001).

Reconocimiento de Efectores: proteinas R.

El reconocimiento de los efectores por parte de la planta es un evento clave en los
mecanismos de defensa, es el segundo mecanismo de percepcion del patdégeno y lleva a la
activacion de la inmunidad inducida por efectores (ETI). Las moléculas responsables de este
reconocimiento son las proteinas que confieren resistencia a enfermedades (proteinas R). En lineas
generales, podemos clasificar las proteinas R en dos grandes clases (figura 4), la primera incluye las
proteinas R que comparten una arquitectura conservada: presentan un dominio de unién a
nucledtido (NB) seguido de un numero variable de repetidos ricos en leucina (LRR) y se denominan
proteinas de unidn a nucleétido NB-LRR (Takken y Goeverse 2012). Esta clase de proteinas se
puede dividir en dos subclases de acuerdo a sus dominios N-terminales: “coiled-coil” CC-NB-LRR y
“ Toll-Interleukin-1 receptor” TIR-NB-LRR. La segunda clase comprende proteinas que presentan
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dominios LRR extracelulares (eLRR) y se pueden separar tres subclases de acuerdo a los dominios
estructurales presentes en las mismas: la subclase RLP (receptor-like proteins) presentan un
dominio extracelular LRR y un dominio transmembrana; las RLK (receptor-like kinases) tienen un
dominio extracelular LRR, un dominio transmembrana y un dominio quinasa intracelular; la tercer
subclase se denomina PGIP (polygalacturonase-inhibiting protein), solo consta de un dominio LRR y
esta asociada a la pared celular (Chisholm et al. 2006).

RLP ALK PGIP
LRR LRR %1 RR
PLASMA
MEMERANE
cc Kinase CcC
NB .
B TR RAS1-R
NB LER \ TIR
NB
Xa27
LRA
LRR
] NLS
’ WRKY
NUCLEUS

Figura 4. llustracion que muestra a las diferentes clases de proteinas R. La clase de NB-LRR incluye las subclases TIRy CCy
a RRS1-R que es una proteina R con actividad TAL en su dominio WRKY; la clase eLRR incluye las RLPs, RLKs y PGIPs. Xa27es una
nueva proteina R que no tiene dominios homdlogos o otras proteinas conocidas. Tomado de Chisholm et al. 2006.

Reconocimiento intracelular de efectores: NB-LRRs.

Las proteinas de la clase NB-LRR pueden reconocer los efectores de forma directa o indirecta.
El reconocimiento directo involucra la interaccion fisica de ambas proteinas y el indirecto se lleva a
cabo a través de alguna proteina accesoria. Se han demostrado varios casos de interaccion directa
entre efectores y NB-LRRs mediante ensayos de doble hibrido en levaduras y ensayos de
interacciéon in vitro. El reconocimiento directo del efector AvrPi-ta del patégeno Magnaporthe
grisea a través de la proteina Pi-ta del tipo CC-NB-LRR se ha demostrado a través de ensayos de
doble hibrido y ensayos in vitro (Jia et al. 2000). También se ha probado mediante procedimientos
de doble hibrido la interaccidn directa entre las proteinas L y M TIR-NB-LRR de lino y los efectores
AvrL567 y AvrM respectivamente (Catanzariti et al. 2010; Dodds et al. 2006). Se ha descrito el
reconocimiento indirecto de efectores en varios casos y se han propuesto varios modelos para
estos tipos de interaccion tales como el modelo “guard”, el modelo “decoy” y el modelo “bait &
switch” que se ilustran en la figura 5.

El modelo “guardidan” o “guard hypothesis” por su parte fue originalmente propuesto por Van
der Biezen y Jones en 1998 para explicar el reconocimiento de la proteina efectora avrPto por la
proteina Pto y la activacion de las respuestas de defensa inducidas por la proteina NB-LRR Prf. De
acuerdo a este modelo, Pto es un componente general en el mecanismo de defensa del hospedero
gue tal vez reconoce elicitores generales que funcionan como PAMPs. Pto seria el blanco de AvrPto
de P. syringae para suprimir la PTI. Prf seria una proteina del tipo NB-LRR que monitorea a Pto y
cuando detecta el bloqueo de Pto por AvrPto activa la defensa inducida por efectores (Van der
Biezen and Jones 1998). A modo general cuando un efector de tipo 3 ingresa al citoplasma de una
célula de un hospedero resistente e interactia con su blanco modificando su estructura o
formando un complejo que es reconocido por la proteina R que activa la ETI. En ausencia de esta
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proteina R (en plantas susceptibles) el efector cumple con su funciéon bloqueando la PTl y la
enfermedad se desarrolla (Dangl and Jones 2001).

El modelo “sefiuelo” o “decoy” propone que una proteina “sefiuelo”, que imita a la proteina
blanco del efector “engana” al patdgeno para que el mismo sea reconocido en lugar de bloquear la
respuesta de defensa. Este modelo propone que la proteina blanco que es vigilada por la proteina
R es en realidad un sefiuelo que imita a la proteina blanco funcional pero que solo funciona para
reconocer al patégeno. Este modelo se basa en las siguientes premisas: los genes R son
polimdrficos en las poblaciones naturales; los blancos de los efectores se encuentran bajo presién
selectiva para bajar la afinidad de union al efector en genotipos susceptibles y, en genotipos
resistentes en presencia de la proteina R, el blanco del efector tiene una presién selectiva para
aumentar la unidn a este efector y asi mejorar el reconocimiento del mismo por la proteina R (van
der Hoorn and Kamoun 2008).

El modelo “bait and switch” o “carnada e interruptor” es una modificacion del modelo
decoy que plantea 2 pasos para el reconocimiento: la proteina R (NB-LRR) estd asociada a la
proteina accesoria “carnada”, el efector interacciona con esta “carnada” y la proteina R usa esta
interaccién para reconocer directamente al efector y desencadenar la ETI (Dodds and Rathjen
2010).

a Direct b Guard/decoy ¢ Bait

Figura 5. Modelos directos e indirectos de reconocimiento de efectores. a. Modelo de interaccion directa entre el efector y
la proteina R. b. Modelos guardian y sefiuelo donde la proteina R detecta cambios en la proteina accesoria. c. Modelo carnada e
interruptor donde la proteina R utiliza la proteina accesoria para interactuar con el efector. Tomado de Dodds and Rathjen 2010.

Respuestas sistémicas.

Luego de que la planta reconoce al patégeno y se desencadenan respuestas inducibles, la
planta es capaz de enviar una sefial al resto de los 6rganos que no han sido invadidos y
desencadenarse una respuesta a lo largo de toda la planta, de amplio espectro y duracidn. Existen
dos tipos definidos: la resistencia sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducible (ISR)
(figura 6).

El fendmeno de HR en el sito de infeccion promueve la posterior aparicién de la SAR en
toda la planta, la cual se caracteriza por ser de larga duraciéon (desde dias hasta meses
dependiendo del patégeno) e inespecifica ya que proporciona resistencia a un amplio rango de
patogenos (Kuc 1982; Kuc 1995; Kuc 2001; Ryals et al. 1996; Torres et al., 2006). Una caracteristica
importante de la SAR es la acumulacién del acido salicilico en las células, el cual actua como
molécula seiial, asi como también la activacién de genes especificos a esta respuesta (genes SAR)
(van Hulten al., 2006). Estos genes SAR incluyen proteinas PR (Edreva 2005; van Houlten et al.,
2006, Pieterse et al., 2012).
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Investigaciones recientes han demostrado que puede existir una base epigenética
heredable generacidn tras generacidn para el establecimiento de la SAR. Luna y colaboradores,
compararon la progenie de una planta de Arabidopsis que habia sido sometida al patdgeno
Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 con la progenie de un individuo control. Hallaron que la
progenie de la primera estaba mayor capacitada para resistir infecciones de patdgenos biotrofos y
hemibiotrofos, dado que tendian a activar genes inducibles por SA. Analisis a nivel genético
mostraron que ciertos promotores inducibles por SA como WRKY6 y WRKY53 se acetilaron y la
cromatina a nivel general se encontraba hipometilada, estado relacionado con transcripcion activa.
Dicho estado no fue observado en la progenie del individuo control a pesar de que se realizaron los
mismos procedimientos y analisis genéticos, lo que sugiere que algunos aspectos de la regulacion
de la expresion de la SAR se podrian transmitir a las generaciones siguientes (Luna et al., 2012).

En el sitio de infeccidn se produce una sefial para el establecimiento de la SAR. Si bien por
mucho tiempo se debatid sobre la naturaleza de dicha sefial, hoy se sabe que son muy numerosas,
y existen muchos genes involucrados, lo que demuestra la gran complejidad molecular de este
proceso. Entre las principales sefiales se encuentran los siguientes metabolitos de naturaleza
lipidica en general: 4cido dicarboxilico azelaico, diterpenoide abietano dehidroabietinal, metil ester
de acido salicilico, factor dependiente de glicerol 3 fosfato, acido pipecdlico, entre otros. Para la
transferencia de senal a larga distancia mediante cualquiera de los metabolitos nhombrados, se
requiere de la proteina de transferencia lipidica DIR1 (deficient in resistancel) (Shah y Zeier, 2013).

Por su parte, la ISR (Induced Systemic Resistance) es otro tipo de resistencia a nivel
sistémico. Al igual que la SAR, provee resistencia en toda la planta de manera inespecifica y muy
duradera (varias semanas en algunos casos). Una diferencia importante reside en las hormonas
participantes; en el caso de la ISR, el metil jasmonato (JA) y el etileno (ET). De todas maneras, para
el establecimiento de la ISR en algunas especies, el SA puede ser importante (Weller et al., 2012).
Otra diferencia relevante es que normalmente la misma es inducida por microorganismos que
viven en la rizdsfera, los cuales no necesariamente son patdgenos de plantas, por ejemplo algunas
especies del género Pseudomonas. Existen diferentes compuestos quimicos y moléculas presentes
o excretadas por las bacterias que son capaces de inducir ISR en la planta, entre ellos algunos

Systemic acquired Induced systemic
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Figura 6. Esquema donde se presentan los dos tlpo de resistencia sistémica vegetales que se conocen, SAR en la izquierda
e ISR en la derecha. Tomado de Pieterse et al., 2012.

componentes de la pared bacteriana como los lipopolisacaridos, flagelos, siderdforos,
lipopolipéptidos, antibidticos, SA, entre otros (Weller et al., 2012). Una caracteristica de la ISR es la
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gran concentracion de proteinas PR y fitoalexinas presentes, comparado a una planta que no se
encuentre en dicho estado (Heil and Bostock, 2002).

Existe un tipo de ISR que se activa en caso de ataque de herbivoros y en algunos casos se la
denomina IRH (Induced Resistance against Herbivores). La ISR puede proveer resistencia a
patogenos necrotrofos, biotrofos o hemibidtrofos (Heil and Bostock, 2002; Weller 2012).

CRKs.

Los receptores tipo quinasa ricos en cisteina (CRKs), se definen por la presencia de un
dominio extracelular con regiones ricas en cisteinas que contienen uno o mas modulos DUF26 (por
sus sigla en inglés, dominio de funcién desconocida 26; PF01657; dominio de estrés antifungico),
constituyen una gran subfamilia de la familia de RLKs de plantas (Chen 2001; Gao y Xue 2012,
Delgado-Cerrone et al., 2018). El dominio DUF26 alberga un motivo de cisteinas conservado (C-8X-
C-2X-C) que podrian constituir un objetivo potencial de regulacién redox que propuso a los CRK
como posibles candidatos para la percepcién de ROS (Wrzaczek et al., 2010). Los dominios o
modulos DUF26 estan presentes en otros tipos de proteinas vegetales, como las proteinas
secretadas tipo receptores con repetidos ricos en cisteinas (CRRSPs) y las proteinas localizadas en
los plasmodesmos (PDLPs), sugiriendo la existencia de multiples e importantes funciones
vinculadas a éstos modulos (Wrsaczek et al., 2013). Segun reportes existen mas de 40 CRKs en el
genoma de Arabidopsis, y la mayoria de ellos exhiben ectodominios con una organizacién bi-
modular, cada mddulo conteniendo un dominio DUF26 (Wrzaczek et al.,, 2010). Las evidencias
sugieren un papel relacionado con la inmunidad y defensa frente a diferentes especies de
patégenos para la mayoria de los CRKs de Arabidopsis. Los CRK participan ademas en respuestas
frente a condiciones ambientales desfavorables y el control del desarrollo en Arabidopsis y en
arroz. Los patrones de expresion de AtCRK se han analizado en respuesta a ROS, PAMP y otros
tratamientos, y se ha propuesto un modelo para la regulacidon transcripcional de CRKs por
hormonas vegetales y especies reactivas del oxigeno (Bourdais et al., 2015). Sumado a lo anterior,
la sobreexpresion de CRKs podria conducir a una incrementada resistencia frente al estrés bidtico y
abidtico. Un ejemplo de ello, la sobreexpresidn de AtCRK13 en Arabidopsis resulté en resistencia
mejorada frente a la bacteria Pseudomonas syringae, mientras que la sobreexpresién de AtCRK5
aumenté la sensibilidad al acido abscisico (ABA) y la tolerancia a la sequia (Acharya et al., 2007;
Burdiak et al., 2015; Lu et al.,, 2016). Algunos CRKs también integran complejos de receptores
relacionados con el sistema inmune: AtCRK28 fue capaz de inducir la muerte celular en presencia
de BAK1, y se detectd en el complejo FLS2-BAK1. Si bien las evidencias sugieren una gran variedad
de importantes funciones relacionadas con estas proteinas, las funciones bioquimicas precisas de
los receptores vegetales que contienen DUF26 siguen sin estar claras (Delgado-Cerrone et al.,
2018; Wrsaczek et al., 2018).
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Solanum lycopersicum.

El tomate es una planta de la familia de las Solanaceas, originaria de América del Sur. En la

naturaleza es perenne, aunque el tomate cultivado se mantiene generalmente un solo afio en el
campo. Su cultivo estd extendido por todo el mundo, aunque produce las mayores cosechas en los
climas calidos. El verano debe ser largo, con temperaturas diurnas entre 23 y 249C y nocturnas de
14°C. El tomate prefiere suelos algo acidos (Peralta y Spooner 2000; Peralta et al., 2006).
Se trata de una de las hortalizas mas importantes, con una produccion anual mundial de alrededor
de 170 millones de toneladas y 4,5 millones de hectdreas destinadas para su siembra. Se cultiva en
todo el mundo, siendo los principales paises productores China, USA, India, Turquia, Egipto, Italia,
Iran, Espafia, Brazil y Mexico (FAOSTAT 2015). Respecto al cultivo de tomate en Uruguay, el mismo
ocupa el nimero 12 en orden de produccién con 35229 toneladas anuales y 470 hectareas totales
cosechadas (Anuario de la DIEA). Existen numerosas variedades de tomate comerciales, y su
numero crece continuamente, obteniéndose plantas mads resistentes a enfermedades, mas
productivas y con frutos de mejor calidad.

Es uno de los productos horticolas que mads diversidad de usos presenta. Aparte de
consumirse crudo, puede servirse cocido, estofado, frito, encurtido, como salsa o combinado con
otros alimentos. También puede procesarse industrialmente entero, como pasta, jugo, polvo, etc.
En la actualidad se industrializa entre el 25 y el 30% de la produccién mundial anual. Existen
multitud de variedades, cultivadas durante todo el afio, con frutos de distintos tamafios, formas y
colores. Como alimento, es rico en fibra, bajo en calorias aportando vitaminas y minerales.
Actualmente los tomates desempefian un papel fundamental en la dieta diaria, a causa de las
razones indicadas de disponibilidad y versatilidad, y por su alto valor nutritivo (Esquinas-Alcazar y
Vifias 1995; Gebrandt y Thomas 2002; Knapp y Peralta 2016 ).

El tomate es una planta que presenta un tallo ramificado y muy poco rigido, por lo que a
menudo necesita de un tutor o algun tipo de soporte para mantenerse erguido. La disposicién de
las hojas en los tallos es alterna. Las hojas son compuestas, formadas por entre 7 y 11 hojas
simples. La planta de tomate presenta por toda su superficie pelos que segregan una sustancia de
olor acre. La raiz es grande, pudiendo alcanzar los 60cm de profundidad. Las flores se agrupan en
racimos, siendo de color amarillento, y florecen escalonadamente en distintas estaciones durante
el afio (Conesa et al., 2017). El fruto del tomate es una baya, gruesa y carnosa con dos o mas
segmentos, de diferentes formas y colores segun la variedad. Su peso varia entre unos pocos
gramos y 600 gramos. Generalmente es de color rojo, aunque también existen amarillos y
morados.

El tomate es un organismo diploide cuyo genoma fue completamente secuenciado en el afio
2012 (Tomato genome Consortium 2012). Su genoma posee un tamaio de aproximadamente 900
mega bases las cuales se distribuyen en 12 cromosomas. Tomate posee un 92% de identidad
gendémica con papa y se han encontrado algunos genes de tomate que codifican para receptores
de la familia CRK (cystein rich receptor like kinase) con un alto indice de homologia a los PRKs de
papa (www.potatoegenome.net). El presente proyecto se enmarca en la busqueda y analisis de
nuevos integrantes de la familia CRK en tomate, procurando aportar conocimiento original sobre
éstos receptores.
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Solanum tuberosum.

La planta de papa (Solanum tuberosum) es originaria de América del Sur. En el pasado, los
cultivos indigenas antiguos de papa se distribuian en los Andes desde el oeste de Venezuela hasta
el norte de Argentina, encontrandose incluso en los archipiélagos de Chiloé y Chonos (Spooner et
al., 2005). Fue introducida en Europa en los 1500 y de alli llevada al resto del mundo.

La papa pertenece a la familia de las solanaceas, al igual que el tomate, el morrén, y otros
cultivos de interés. Es sensible a heladas y crece bien en climas templados, con temperaturas entre
152 y 27°C. Requiere una estacion de crecimiento con un largo minimo de 3 a 4 meses, en la cual
las temperaturas no sean demasiado altas (>302C) ni demasiado bajas (<52C). El 6rgano que se
consume es el tubérculo. Este es un érgano subterraneo de almacenamiento de reservas vy
resistencia. La planta lo desarrolla cuando percibe del ambiente sefiales de que se aproxima el
invierno o la estacion desfavorable para el crecimiento (Aldabadle y Dogliotti, 2002). Debido a las
temperaturas extremas tanto en invierno como en verano, en nuestro pais existen dos periodos
para el cultivo de plantas de papa: primavera-verano y verano-otofio (Vilard, 1990).

La papa es cultivada en mas de cien paises y consumida por mas de 2 billones de personas
diariamente. Es el tercer cultivo alimenticio, luego del trigo y el arroz, en importancia mundial y se
consume fresco o procesado. Se han desarrollado una gran cantidad de variedades para abastecer
la demanda, entre las que encontramos variedades con resistencia a enfermedades pre o post
cosecha, variedades que se ajustan a los procesos de industrializacién o que tienen mejores
valores nutricionales. Ademas de aportar la energia del almiddén, la papa es rica en vitamina C,
aporta altos niveles de potasio y es buena fuente de fibra (Mullins et al. 2006),
(http://www.cipotato.org). La produccién global de la papa ha permanecido relativamente
constante desde los afios 60 siendo de aproximadamente 300 millones de toneladas anuales. Sin
embargo ha cambiado la distribucion de los paises que lo cultivan: se observa un crecimiento en la
produccién de paises en vias de desarrollo como India, China y varios paises de Africa, un
crecimiento moderado en Norteamérica y, al mismo tiempo, una importante disminucion de la
produccidn en los paises de la Unidn Europea (FAOSTAT 2015).

Los mapas genéticos basados en marcadores moleculares han posibilitado la identificacién
de varios loci genéticos responsables de caracteres de importancia agrondmica. Entre los mismos
se encuentran QTLs (Quantitative trait locus) y genes de resistencia a enfermedades, caracteres de
desarrollo y morfologia y de calidad (Mullins et al. 2006). Ademas se han establecido varios
proyectos gendmicos para la papa entre los que podemos nombrar al National Science Foundation
(NSF) Potato Genome 22 project (http://www.potatogenome.org), Canadian Potato Genome
Project (CPGP, http://www.cpgp.ca) y Potato Genome Sequencing Consortium
(http://www.potatogenome.net/index.php/Main_Page). Estas entidades han secuenciado
diferentes librerias de ESTs (Expresed Sequence Tags), proveen datos de microarreglos y de
secuenciacién y anotacién genémica de papa y gran parte del genoma de este organismo.

El cultivo de papa es sensible a diversos factores bidticos y abidticos, incluyendo patdgenos y
estrés proveniente del ambiente. Entre los patdgenos mas importantes que afectan al cultivo de
papa encontramos patdgenos bacterianos como Ralstonia solanacearum, que causa la marchitez
bacteriana o “murchera” y Pectobacterium carotovorum (= Erwinia carotovora) que causa la
podredumbre blanda; oomycetes patdgenos como Phytophthora infestans que causa el tizdn
tardio; hongos patégenos como Alternaria solani que causa el tizon temprano y virus como el virus
PVY que causa la enfermedad del mosaico (Hooker 1980).
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Antecedentes.

Los genes PRK (potato receptor-like kinase) fueron aislados a partir de una biblioteca de
expresion diferencial frente al tratamiento con Pectobacterium carotovorum subs carotovorum
SCC3193. Se aislaron 4 ADNcs de aproximadamente 2220 pares de bases que se inducen por este
patégeno y los mismos fueron designados como PRK1,2,3 y 4 (Solanum tuberosum receptor like
kinase). Mediante analisis bioinformaticos de sus secuencias se determiné que el marco abierto de
lectura codifica para proteinas de 676 aminoacidos en el caso de PRK1,2 y 4 y de 651 aminodcidos
en el caso de PRK3. Las secuencias aminoacidicas de los PRK mostraron un indice de homologia
alto entre si, de 91 a 99%. El anadlisis de estas secuencias indica que poseen dos regiones
hidrofébicas: una N-terminal que corresponde al péptido sefial y otra que corresponde a la regidn
transmembrana de proteinas integrales de membrana. Las regiones carboxilo terminal contienen
subdominios conservados en quinasas de plantas, especificamente del tipo serina treonina quinasa
de acuerdo a los motivos encontrados en los dominios cataliticos. La regién comprendida entre el
péptido sefal y el dominio transmembrana es la mas variable entre los PRK y corresponderia a la
region extracelular; si se compara la regidn extracelular de PRK-1 con la de PRK2, 3 y 4 la similitud
de las mismas disminuye a 86-87% mientras que la similitud entre las regiones extracelulares de
PRK2, 3 y 4 permanece en 98-99%. Ademads la secuencia de PRK3 muestra un gap de 25
aminodacidos que podria ser el resultado de “splicing” alternativo ya que se encontraron secuencias
conservadas de este mecanismo en las ADNcs de los StPRK y se ha realizado un Southern blot que
apoya esta hipdtesis (Montesano et al. 2001). Esta arquitectura en sus dominios los ubica dentro
de la familia de Receptores Tipo Quinasa (RLKs) de plantas (Afzal et al. 2008). Cuando se comparé
la secuencia aminoacidica de los PRK con secuencias conocidas de receptores se encontrd una
similitud significativa con PvPR20-1 (PvRK20-1) de Phaseolus vulgaris y con 3 RLKs de Araidopsis
(Montesano et al. 2001). Al analizar la regién N-terminal comprendida entre el péptido sefial y la
region transmembrana se observa la presencia de dos repetidos del dominio conservado DUF26
(PFAM id. n°: PFO1657) que presenta el motivo C-X8-C-X2-C y cuya funcion es desconocida pero
gue podria estar involucrado en la estructura tridimensional mediante la formacion de puentes
disulfuro. La presencia de estos repetidos en su dominio extracelular ubica a los StPRK en la
superfamilia de proteinas con repetidos ricos en cisteina (CRR: cysteine-rich repeats). En el genoma
de Arabidopsis hay al menos 100 genes que contienen los dos repetidos de DUF26 y al menos 42
de ellos son RLKs llamados CRKs (CRR RLKs) constituyendo una de las clases de RLKs mas grandes
de Arabidopsis (Chen 2001). Se ha reportado que algunos CRKs de Arabidopsis se inducen frente a
patégenos y en respuesta a SA y que los mismos desempeian un rol importante en la regulacién
de los mecanismos de defensa y de la muerte celular programada (Chen et al. 2003; Chen et al.
2004), también se ha reportado que los CRKs presentan patrones de transcripcion diferenciales
frente a ozono y SA activando vias de sefializacién antagdnicas (Wrzaczek et al. 2010).

Mediante la utilizacion de programas bioinformaticos como WoLF PSORT Y Deep-Loc1.0 se
predijo la localizacién subcelular de las proteinas PRK en la membrana plasmatica. Esta
informacion en conjunto con el dominio transmembrana sugiere que los PRK se localizarian en Ia
membrana plasmatica de la célula vegetal, reafirmando su posible funcién de receptores tipo
quinasa (Montesano et al., 2001; Delgado-Cerrone et al., 2018).

El tratamiento de plantas de papa con filtrado de cultivo (CF) de PccSCC3193 en hojas y
tubérculos muestra un patron de expresién similar en ambos tejidos: se observa una rdpida
acumulacién de transcriptos de PRKs una hora luego del tratamiento y una disminucion de los
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mismos a las 2 horas pero se mantienen elevados hasta las 24 horas luego del tratamiento (figura
7A y B). En hojas sistémicas que no fueron tratadas se observé una acumulacién de trasncriptos de
PRKs mucho menor que en tejidos locales y bastante retrasada en el tiempo (figura 7A). Ademas se
observé que estos genes también se inducen cuando las plantas son tratadas con
oligogalacturénidos pero con una cinética diferente que con la inducciéon por CF (figura 8). Se
observé igualmente que en el tratamiento control realizado con agua los PRKs tienen una leve
induccion que se debe a la pequeiia herida realizada en el tratamiento que seguramente libera
fragmentos de pared celular (Montesano et al. 2001).

A. Local Systemic B.
Hours 0 1 2 4 81224 12 4 81224 Hours 0 1 2 4 8 24

- EEETITRECTT] ~ [EPPTT

Figura 7. Patrones de expresién de ARNm de PRK con tratamiento de CF de Pcc en diferentes tejidos de papa. A. niveles de
expresion de PRKs en hojas tratadas con CF y hojas sistémicas a diferentes tiempos de tratamiento. B. Niveles de expresion de PRKs
en tubérculos tratados con CF a diferentes tiempos. Tomado de Montesano et al.,(2001).
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Figura 8. Patrones de expresién de ARNm de PRKs con tratamiento de CF de Pcc, dimeros y trimeros de Acido poligalacuronico.
Tomado de Montesano et al., (2001).

Segun los resultados obtenidos, se concluyd que los pequefios oligogalacturénidos son
inductores de la expresion de los PRKs al igual que el tratamiento con CF. Estos resultados sugieren
que los PRK tendrian un papel importante en las estadios tempranos del desarrollo de la
enfermedad y que los mismos posiblemente juegan un rol en la percepcidon de Pcc o del dafio
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celular ocasionado por los factores de virulencia de la misma y también en la transduccién de estas
sefiales en mecanismos de respuesta de la planta.

Mediante ingenieria genética se generaron lineas de plantas de papa capaces de
sobreexpresar el receptor PRK2. Las mismas fueron expuestas frente a algunas especies de
patégenos de naturaleza fungica en ensayos de infeccion in vitro. En dichos ensayos también se
realizaron infecciones de plantas de papa Bintje (sin transformar). Se analizé la apariciéon de
sintomas de enfermedad, se correlaciond lo observado entre todas las lineas infectadas y se
realizaron inferencias estadisticas con los resultados obtenidos. En lineas generales, plantas que
sobreexpresan PRK2 mostraron una incrementada resistencia frente a importantes patdgenos
fungicos como Botrytis cinerea y Alternaria alternata y Alternaria solani (resultados no mostrados).
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Hipotesis.

Hasta donde llega nuestro conocimiento el estudio de los receptores CRK de tomate no se ha
abordado en profundidad. Sabemos que tomate cuenta con varios receptores de la familia CRK los
cuales podrian desempenar funciones relevantes en la defensa de la planta frente a organismos
fitopatégenos. El presente es un trabajo de cardcter exploratorio que busca aportar informacién
original sobre estos receptores en tomate, enfocado principalmente en sus posibles funciones
defensivas.

Objetivo general.

Contribuir con la generacién de conocimiento de los receptores CRK de tomate, en particular
respecto a sus posibles funciones defensivas frente a fitopatégenos.

Objetivos especificos.
1) Generacion de la construccién genética StPrk2-Cmyc-His6-PROK?2.

2) Obtencidén de plantas de tomate genéticamente modificadas que contengan el gen de
papa StPrk2.

3) Caracterizacidn primaria fenotipica y genotipica de las plantas de tomate genéticamente
modificadas.

4) Andlisis de CRKs de tomate no descritos hasta el momento.
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Resultados vy discusion.

A continuacion se presenta el esquema de tareas y actividades realizados en el presente
trabajo (figura 9).

CRKs

StP F{KZ}~
CRKs de tomate

[Construccién StPRK2-PROK

Blsqueda de nuevos - _
CRKs de tomate en ‘Infecuones con hongos‘ Transformacion de tomate
bases de datos con la construccion
| = —
Trabajo in silico. ‘Extracciones de ARN ‘ ‘AnﬂhSlS fe HOTIDICO‘
Informacion a _ | i
diferentes niveles Andlisis genotipico
| gPCR para primario
[ADN, ARN, proteinas, comparacion (_ie la |
promo.to res, fu nc.ic’m, expresion genica Analisis ARN
expresion, evolucion,
etc. gPCR o northern
| |
Disefio de primers para Andlisis de proteinas

cada uno de los CRK.

SDS-PAGE y Western

Figura 9. Esquema de actividades.

Generacion de semillas de tomate.

Para los experimentos y ensayos llevados a cabo en este trabajo, se utilizd el tomate
(Solanum lycopersicum) cultivar comercial MoneyMaker el cual posee un gran rendimiento en la
produccién de frutos (Espafia et al.,, 2014). Se evaluaron los tiempos y caracteristicas del
crecimiento de las plantas y su produccién de frutos con el objetivo de generar las condiciones
necesarias para la reproduccion del ciclo de vida de tomate. Con los frutos obtenidos, se extrajeron
semillas que constituyeron nuestra base de material biolégico para actividades experimentales.

Se cultivaron semillas en diferentes medios: tierra en macetas colocadas en invernadero,
turba en contenedores pequenos y medio de cultivo in vitro en frascos de vidrio. De los 3 medios,
el que mostré mayor velocidad y efectividad en la germinacidn de semillas de tomate fue el cultivo
in vitro: los érganos primordiales emergen generalmente a partir del quinto dia y para los 10 se
desarrolla una plantula de 8cm aproximadamente. Por otro lado, 7-8 de cada 10 semillas generan
plantas en estas condiciones. Para los aspectos nombrados, las diferencias en el desempefio de las
semillas entre medio de cultivo in vitro con medio de tierra y medio de turba fueron muy notorias:
tanto en tierra como turba la velocidad de crecimiento fue muy variable, con tiempos de entre 10 y
30 dias y una efectividad estimada del 40% (4 de cada 10 semillas generarian plantas). Tanto en
tierra como en turba las semillas fueron sembradas a 1 centimetro de profundidad. Respecto a las
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semillas cultivadas en tierra, se ensayé el procedimiento en verano, otofio, invierno y primavera.
Se observé que las semillas plantadas en verano y primavera generaban plantas capaces de
alcanzar mayores tamanos en menor tiempo y con floracion mas temprana, lo que repercutié en la
produccién de frutos. Esta observacidon concuerda con el trabajo de McCormick y colaboradores
(1986). Se observé igualmente el crecimiento de las plantas en presencia y ausencia de varilla
tutor. Pudo apreciarse que las plantas que se desarrollaron con tutor o apoyo crecieron
considerablemente mas en altura, pero su tallo era mas fino y fragil. La produccion de tomates en
ambas condiciones fue similar; no se observaron diferencias notables.

En base a los resultados obtenidos se desarrollé una estrategia para maximizar la produccion
de semillas, la cual se resume a continuacion. Se esterilizaron semillas (véase materiales y
métodos) y se plantaron in vitro en frascos con MS al 2%. Luego de 2 semanas, cuando las plantas
habian alcanzado un minimo de 10cm, se transfirieron directamente a macetas de al menos 20cm
de diametro con tierra y se colocaron en el invernadero del instituto. Durante al menos 4 dias las
plantas transferidas permanecieron protegidas contra la deshidratacién ocasionada por cambio de
medio con bolsas transparentes de nylon, y regadas todos los dia con agua y al menos una vez por
semana con solucién de Farheus (Oono et al., 2011). Se realizaron siembras durante todo el afo
aunque se concentraron esfuerzos en las estaciones primavera-verano. En la figura 10 se pueden
visualizar plantas de tomate cultivadas en nuestras instalaciones en diferentes estadios del
desarrollo.
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Figura 10. Fotos de las plantas de tomate generadas en nuestras instalaciones. Se aprecian las flores y frutos.

Construccion genética PRK2-Cmyc-His6-PROK?2.

Para la realizacion de la construccion genética Prk2-Cmyc-His6-PROK2 se hizo uso de otra
construcciéon la cual se componia por el cDNA completo de Prk2 en el vector de expresion de
levaduras pPICZAalfa (ver materiales y métodos). Dicha construcciéon contenia en el extremo c-
terminal las secuencias de los epitopes cMyc y 6xhis, las cuales son de gran utilidad para
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procedimientos de deteccion proteica como el western blot y ensayos de purificaciéon de proteinas,
entre otros. Las secuencias de los epitopes cMyc y 6xhis se pueden apreciar en la figura 11. Se
llevé a cabo una extraccién por miniprep de ADN plasmidico proveniente de E.coli XL1-Blue
conteniendo Prk2-Cmyc-His6-pPICZAalfa a partir de cultivos de 5ml de LB conteniendo 25ug/ml del
antibidtico zeocina (materiales y métodos). Luego de la extraccion, se midid la concentracién del
ADN plasmidico obtenido por medio de nanodrop y la misma resulté de 180 ng/ul.

A Bxhis tag: 5'-CATCATCATCATCATCAT -3'. S.N.
N-HHHHHH-C.S.A

B cMyc tag: 5°-GAA CAG AAA CTG ATC TCT GAA GAA GAC CTG-3". SN
N-EQKLISEEDL-C.SA

Figura 11: Secuencias de los epitopes (tags) de histidina y Cmyc. Para ambos casos, SN: secuencia nucleotidica, SA: secuencia
aminoacidica.

Contando con PRK2-Cmyc-His6-pPICZAalfa aislado, se realizé una amplificacion de Prk2
mediante reacciones de PCR con los cebadores PRK2-GF1 (forward) y PRK3-PYES (reverse). Se
llevaron a cabo 3 reacciones utilizando PRK2-Cmyc-His6-pPICZAalfa como molde, de manera de
asegurar una cantidad apreciable de producto amplificado que seria imprescindible para ensayos
posteriores dentro del proceso de construccion genética. El cebador PRK2-GF1 se complementa
con la parte 5" de PRK2 incluyendo el coddn de inicio (AUG), mientras que el cebador PRK3-PYES se
complementa con el codén de terminacidn y una regiéon del sitio de clonado multiple de
pPICZAalfa, corriente abajo respecto al inserto. La reaccién de amplificacién debe dar como
resultado un fragmanto de 2290 nucledtidos, de los cuales 2273 pertenecen a PRK2-his-myc. El
producto de PCR fue analizado por electroforesis en gel de agarosa al 1% utilizando el agente
intercalante Good View (SBS Genetech) y visualizado mediante transiluminador UV (UVStar,
Biometra, USA). Se observd un fragmento que coincidié con el tamafio teérico de PRK2 lo que
indicaba que la amplificacion fue exitosa. El producto de PCR fue posteriromente purificado segun
se detalla en Materiales y Métodos. Luego se procedid con la clonacién del producto de PCR ya
analizado en el vector pROK2 el cual posee al promotor de expresion constitutiva CAMV35s
(promotor de virus del mosaico del coliflor). Para ello se llevd a cabo una extraccion de ADN
plasmidico a partir de un precultivo en medio LB con 100ug/ml de kanamicina de una colonia de
E.coli XL1-Blue que contenia el vector de expresion vegetal PROK2 (vacio, sin inserto) y se estimo
su concentracion en 100ng/ul. Se digirié tanto el producto de amplificacion de PRK2 como el
vector PROK2 vacio previamente aislado con las enzimas Sacl y Xhol. Esta reaccidn de restriccidon
daria lugar a cortes con extremos cohesivos diferentes tanto en PRK2 como en el vector PROK2,
permitiendo que la posterior ligacion se concrete en una direccién especifica. Se realizé una
corrida electroforética en gel de agarosa al 1% para visualizar y verificar la integridad del producto
de digestidn y proseguir con la construccién PRK2-Cmyc-His6-PROK2. La reaccion de restriccidon fue
correcta, se observaron bandas Unicas de ADN lineal que se correspondieron con PRK2-Cmyc-His6
y PROK2 vacio, con 2273 y 12850 pares de bases respectivamente. Se estimd la concentracion de
ADN en las bandas de PRk2 y PROK2 vacio con ayuda del marcador de peso molecular para ajustar
las cantidades a emplear en el ensayo de ligacién. Se procedié con la escisién de las bandas,
purificacién de los fragmentos de restriccion y la ligacion de PRK2-Cmyc-His6 con PROK2.

Se transformaron células de E.coli XL1 Blue con el producto de ligacién (Sambrook y Russell
2001) y las mismas fueron plagueadas en medio LB agar con kanamicina (km) empleada como
antibidtico de seleccidon a una concentracion de 100ug/ml. Se aislaron 20 colonias transformantes
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de las cuales 9 fueron seleccionadas para analisis mediante colony PCR. En la misma, se utiliz6 una
construccion de PRK2-PROK2 sin epitopes como control positivo. Se usaron los cebadores 3551
(forward) y PRK2-PW1 (reverse), cuyas secuencias son presentadas en la seccién Materiales y
Métodos. Con dichos primers, se esperaba una banda de 260pb, la cual migraria con las bandas de
menor peso molecular del marcador. El producto de amplificacién fue analizado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (figura 12). Se observé que las bandas correspondientes a
PRk2-Cmyc-His6-PROK2 (producto de ligacion) son iguales en altura al control positivo, lo cual era
esperable.

Colonias transformantes de E.coli XL1 Blue. Control + Marcador

Figura 12: Visualizacion del producto de Colony PCR para confirmacion de transformantes de XL1 Blue con PRK2-PROK.
Se pueden observar las colonias transformantes y el control positivo (C+). Marcador Lambda Pstl con los pesos
moleculares (PM, en pares de bases) indicados al costado.

Para confirmar que PRK2 se haya insertado en la direccién correcta, respetando el marco de
lectura abierto y confirmar que no existan mutaciones ni cambios genéticos de ninguna indole, se
secuencié la construccidon utilizando los primers 3551 y PRK3-PYES por los flancos 5" y 3’
respectivamente. El primer 3551 se hibrida con el promotor 35S de CAMV y permite visualizar el
codon de inicio de la traduccion. El primer PRK3-PYES se hibrida con el codén de terminacién e
incluye los epitopes his6 y Cmyc. Ambos primers permiten analizar la secuencia de PRK2 en su
totalidad. Dos colonias transformantes fueron seleccionadas para la secuenciacién. Se pudo
advertir en ambos casos que la secuencia quedd correctamente ligada y respetando el marco de
lectura.

El resultado de la secuenciacion y la PCR de tiempo final, terminaron de confirmar que la
construccion PRK2-Cmyc-His6-PROK2 y la posterior transformacién bacteriana fueron exitosas.

Se realizaron gliceroles (materiales y métodos) de las 9 colonias transformantes analizadas por
PCR.
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Transformacion de Agrobacterium tumefasciens con la
construccion genética.

Previo a la transformaciones de tomate, se debid transformar Agrobacterium tumefasciens,
la cual mediaria el proceso anteriormente nombrado. Para ello, se hizo uso de dos cepas de
A.tumefasciens: C58C1 y LBA4404 (ver materiales y métodos). Se aplicaron diferentes protocolos
de transformacion los cuales, segln se ha reportado, poseen alta efectividad con las dos cepas que
utilizamos. Se aplicé protocolo de transformacion mediante CaCl2 para C58C1 y electroporacién
para LBA 4404. Se emplearon minipreps de la construccién PRK2-Cmyc-His6-PROK2 para los
eventos de transformacidn independientes. En ambas transfomaciones, las colonias individuales
comenzaron a aparecer después de 5 dias pasado el plaqueo en medio selectivo. Las colonias
poseian la apariencia y color indicado. Se procedio a aislar 20 de las colonias obtenidas en cada
transformaciéon en medio LB con los antibiéticos correspondientes. Se seleccionaron 10 colonias
para analisis y conformacién de transformantes mediante colony PCR, con el uso de los primers
3551 y PRK3-PYES, anteriormente utilizados para confirmar transformantes de la construccién en
XL1-Blue. Los productos de PCR se analizaron en electroforesis en gel de agarosa tal como se
muestra en la figura 12 (se observan los resultados de PCR de la transformacién de la cepa C58C1).
En 3 de los pocillos hubo muestras que confirmaron presencia de inserto, con tamafios que se
correspondieron con lo esperado. Dichas colonias fueron nombradas como CT2, CT5 y CT7. La
ultima generd la banda de mayor brillo y fue seleccionada para secuenciacién, por lo cudl a la
misma se le realizé una extraccion plasmidica. Los resultados demostraron que la secuencia se ligd
correctamente respetando el marco de lectura.

El resultado de la secuenciacién y la PCR de tiempo final, confirmaron la presencia de PRK2-
Cmyc-His6-PROK2 en transformantes de A. tumefasciens. Se realizaron gliceroles de la colonia
transformante secuenciada.

Colonias transformantesde Atumefasciens C58C1s = Marcador 3

Figura 13. Visualizacidon del producto de Colony PCR para confirmacién de transformantes C58C1 con PRK2-PROK. Se
pueden observar las colonias transformantes y el marcador Lambda Pst1 con los pesos moleculares (PM) indicados al
costado.
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Transformacion de tomate con la construccidn genética,
micropragacion y observacion fenotipica.

Se generaron plantas de tomate cultivar MoneyMaker genéticamente modificadas mediante
transformacion con Agrobacterium tumefaciens conteniendo el vector de transformacién PRK2-
Cmyc-His6-PROK2. Los procedimientos de transformacién implicaron la familiarizacién con las
técnicas requeridas para manipular y micropropagar tejidos de tomate in vitro. La transformacién
de explantos de S. lycopersicum se llevd a cabo segln los procedimientos descritos por Sharma y
colaboradores (2009) afadiendo aspectos descritos en trabajos de McCormick y colaboradores
(1986) y Ellul y colaboradores (2002). En nuestro laboratorio se han transformado exitosamente
plantas de papa y desde el principio no visualizamos obstdculos para realizar con éxito la
transformacién de tomate mediada por Agrobacterium con los procedimientos ya mencionados. El
cultivar de tomate utilizado en el estudio ha sido objeto de procedimientos de transformacién
genética en el pasado, obteniéndose resultados positivos segun lo publicado por Frary y Earl
(1996). En nuestro laboratorio se contaba con la experiencia de transformacion de papa pero no de
tomate. Como no conociamos equipo de investigacion que realizaran Transformacion de tomate
mediada por A. tumefaciens en uruguay, tomamos la decisién de consultar la literatura y realizar
los procedimientos nosotros. Los detalles del protocolo en cada etapa se describen en materiales y
métodos, pero en esta seccidon se presentan todos los resultados, observaciones y modificaciones
implementadas en cada paso de la transformacién genética de tomate.

Se esterilizaron semillas y se las sembré en medio de germinacion. Se las dejo crecer durante
varios dias hasta el desarrollo de los érganos primordiales hipocétilos y cotiledones (figura 14 A).
Por lo general los cotiledones suelen ser los dérganos empleados como explantos para la
transformacion de tomate, aunque los hipocdtilos han sido utilizados con éxito en algunos ensayos
segln lo reportado por McCormick y colaboradores (1986). Tanto hipocdtilos como cotiledones
fueron extraidos y colocados en placas con medio de precultivo conteniendo BAP o transzeatina
(ambas hormonas del tipo de las citoquininas) dejandolos alli durante 2 dias previo a la infeccién
con Agrobacterium tumefasciens (figura 14 B). Los resultados con los explantos fueron similares
con ambas hormonas. Aquellos explantos que respondieron al precultivo con hinchazdn,
engrosamiento y aumento de su dureza y rigidéz (lo que pudo notarse durante la manipulacién con
pinzas) fueron infectadas sumergiendolas en suspensién de Agrobacterium con concentraciones de
1.10exp8 (OD=1) y 0,5exp8 (0OD=0,5), compardndose luego los resultados con ambas
concentraciones. Para la transformacién se utilizaron las dos cepas de Agrobacterium
genéticamente transformadas: C58C1 y LBA4404. Ambas cepas han sido seleccionadas para
transformar diferentes especies vegetales, entre ellas tomate (Dong et al., 2001; Wroblewski et al.,
2005), logrando resultados satisfactorios. En otros trabajos realizados en nuestro laboratorio, se
logré transformar plantas de papa con C58C1. El desempefio de las plantas transformadas por cada
cepa de Agrobacterium fue también observado. Posteriormente a las infecciones con esta bacteria,
las explantos fueron colocados nuevamente en medio de precultivo e incubados de 2-4 dias.
Superado el lapso, los cotiledones que se mostraron en buenas condiciones fueron transferidos a
medio selectivo con los antibiéticos kanamicina (km) y claforan (claf) (figura 14 C). El primero de
éstos posee la finalidad de seleccionar los explantos transformados genéticamente mientras que el
restante se utiliza para ayudar a curar los tejidos vegetales de Agrobaterium. Pasada una semana
desde la transferencia, varios explantos presentaron contaminacién bacteriana. Aqui se pudo
observar que la exposicién de los mismos a mayores concentraciones de Agrobacterium (1.10exp8)
y un mayor tiempo de infeccién en medio de precultivo (hasta 4 dias) contribuyeron a empeorar
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las condiciones de cultivo, potenciando la contaminacion. Algunos de los cotiledones e hipocétilos
sanos comenzaron a desarrollar callos a partir de las dos semanas (figura 14 D). Aquellos callos que
aumentaron de tamafio fueron transferidos a frascos con medio selectivo (figura 14 E), de manera
de no limitar su crecimiento. Algunos callos murieron mostraron un color marrén mientras que
otros dieron lugar a pequefios tallos o shoots (figura 14 F). Los callos vivos con shoots fueron
traspasados a nuevos frascos con medio selectivo cada dos semanas. Se observé que los
hipocdtilos mostraron una mayor capacidad para la formacion de callos que los cotiledones, lo que
se considerard en los préximos experimentos con tomate. Algunos callos fueron transferidos
paralelamente a medio de germinacion y se compard la capacidad de ambos medios en el
desarrollo y regeneracién de explantos transformados. Algunos callos siguieron generando shoots
los cuales aumentaron rapidamente su altura y comenzaron a desarrollar plantulas con drganos
foliares (figura 14 G, h e I). Cuando estos ultimos alcanzaron los 5-7cm de estatura, fueron
transferidos a medio de enraizado o medio de germinacidn. Se observé que Unicamente algunas
de las plantulas transferidas a medio de germinaciéon fueron capaces de aumentar su tamafio y
desarrollar raices, mientras que las transferidas a medio de enraizado murieron sin generar raiz ni
mostrar crecimiento alguno. Las plantulas dieron lugar a raices y un mes después completaron su
desarrollo llegando a la tapa del frasco. En primera instancia se seleccionaron aquellas plantas que
pasaron por el proceso de transformacion, resistentes a km y curadas de A. tumefaciens, y se
multiplicaron mediante micropropagacion in vitro de manera de asegurar rapidamente un mayor
numero (figura 15). Se obtuvieron dos plantas en principio transformantes, resistentes a km. Estas
plantas micropropagadas crecieron con un ritmo similar a MoneyMaker (sin transformar).

P = -l
A .

Figura 14. Fotografias que ilustran las diferentes etapas en la transformacidn de tomate. A: plantulas de 10 dias, con cotiledones e hipocétilo. B:
Cotiledones cortados y colocados en medio de precultivo. C: Cotiledones e hipocétilos hinchados, luego de la infeccion. D: Detalle de callos
jovenes formandose en hipocotilos. E: Callo en etapa mds avanzada del desarrollo. F: Callo generando tallo o shoot. G: Callos con plantulas en
formacién. H: Planta desarrollada a partir del callo, con multiples hojas, vista de arriba. I: Misma planta que la anterior, pero vista desde el
costado. J: Detalle del callo que dio lugar a la planta. Se observan raices.
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Figura 15: Fotografias que muestran a las dos plantas de tomate transformantes micropropagadas. A: Plantas fotografiadas minutos después de
la micropropagacion. B: Las mismas plantas, dos semanas luego de la micropropagacion.

Posteriormente, las dos plantas micropropagadas fueron sometidas a una caracterizaciéon
genotipica primaria mediante PCR de tiempo final para confirmar la presencia del cassette
modulador pROK2-PRK2-Cmyc-His6 bajo el promotor 35S en el genoma de tomate. En la figura 16
se muestra una imagen representativa de PROK2 (vector que contiene el cassette modulador) y las
diferentes regiones que lo conforman. Se realizaron extraciones de ADN gendmico de las dos
plantas de tomate segun se describe en Materiales y Métodos y se midié su concentraciéon con
nanodrop, alcanzando la misma 750ng/ul. Con las extracciones de ADN gendmico se realizd un
ensayo de PCR de tiempo final utilizando como control positivo una extraccién de ADN plasmidico
de PRK2-Cmyc-His6-PROK2 proveniente de XL1-Blue. Los productos de PCR se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa tal como se muestra en la figura 17. Se agregaron las
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Figura 16. llustracion del vector de transformacion pROK2 el cual contiene el cassette modulador que se inserté en el
genoma de tomate.
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preparaciones de ADN gendmico para visualizar su integridad (parte izquierda arriba de la figura).
Los productos de PCR de los supuestos transformantes obtenidos y analizados en la electroforesis
se nombraron como PCR T1 y PCR T2. De los dos tomates, solo una confirmd presencia de inserto
presentando un tamafio que se correspondid con lo esperado, idéntico al control positivo colocado
a su lado (PCR T2). Este resultado demostré que se obtuvo una planta transformada con el vector
PRK2-Cmyc-His6-PROK2. La planta restante que no pudo ser confirmada como transformante (PCR
T1) a pesar de sobrevivir en medios con antibidticos, fue considerada como control de
transformacion. Paralelamente, se observd el aspecto de la linea vegetal transformada,
comparando sus caracteristicas fenotipicas con plantas MoneyMaker sin transformar y con el
control de transformacion (figura 18). Las plantas se encuentran en el siguiente orden:

ADNgT1 ADNg T2 PCRT1 PCRT2 Control + Control- Marcador

Figura 17. Visualizacion del producto de PCR para confirmacion de la presencia del cassette modulador 355-PRK2-PROK en
tomate. ADNgT1: muestra de extraccion de ADN gendmico de tomate transformante 1. ADNgT2: muestra de extraccion de ADN
genodmico de tomate transformante 2. PCR T1: producto de PCR de tomate transformante 1. PCR T2: producto de PCR de tomate
transformante 2. Control +: control positivo de PCR. Control-: control negativo de PCR (agua). Marcador: marcador de peso
molecular Lambda Pst1. PM: peso molecular en pares de bases.

Figura 18. Plantas de tomate en frascos de medio in vitro. Izquierda, MonyMaker. Centro, transformante de tomate confirmado.

Derecha, control de transformacion.

MoneyMaker en la izquierda, transformada en el centro y control de transformacion en la derecha.
Se analizé el largo de los entrenudos ya que se ha descrito en investigaciones anteriores la
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existencia de entrenudo corto en plantas de papa que sobrexpresan PRK2. En apariencia no se
observaron diferencias notables y debe considerarse que el tiempo de crecimiento luego de los
procedimientos de micropropagaciéon fue muy similar para cada una de las plantas. El nimero de
hojas y su tamano no difierieron marcadamente segun las observaciones.

Algunos clones de la planta transformante confirmada fueron traspasados desde medio in
vitro a tierra para evaluar su crecimiento y desarrollo en dichas condiciones, asi como también su
produccidn de frutos y semillas. Hasta ahora se estd procediendo con dicho anilisis.

Analisis de los patrones de expresion proteica en tomate.

Se realizaron extracciones de proteinas hidrofilicas e hidrofdbicas de plantas de tomate con
el objetivo de analizar y comparar los patrones de expresién proteica y la posible deteccion de
PRK2-his-myc. Esta proteina es un receptor de membrana plasmatica segun investigaciones
anteriores y, por tanto lo mas probable es encontrarla en la fraccién insoluble (proteinas
hidrofébicas). Se procedid con la extraccién de proteinas del transformante confirmado PRK2-
Cmyc-His6-PROK2 y de MoneyMaker en paralelo segin se describe en Materiales y Métodos.
Posteriormente se realizaron ensayos de Bradford para determinacién de su concentracion. Tanto
para el transformante como para MoneyMaker las concentraciones alcanzaron valores similares,
de entre 250-300ng/ul para fraccion de proteinas hidrofilicas y 50-55ng/ul para fraccion de
proteinas hidrofébicas. Dada la baja concentracion que presentaron éstas ultimas (ambas
extracciones de tomate), fueron sometidas a ensayo de aumento de la concentracion por
metodologia de metanol-cloroformo (Materiales y Métodos). Luego de este ensayo se realizd
nuevamente el procedimiento de Bradford para estimar su concentracién, la cual mejord
considerablemente llegando a valores aproximados de 110ug/ul. Las proteinas extraidas fueron
analizadas mediante SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 10%. Se agregaron aproximadamente
20ul de muestra en cada pocillo. Las muestras fueron dispuestas de la siguiente manera, de
izquierda a derecha: Fracciones hidrofilicas de tomate transformante y MoneyMaker, marcador
molecular, fracciones hidrofdbicas de tomate transformante y MoneyMaker. Luego de la corrida
electroforética se procedid a teiiir el gel; primero con colorante de Coomasie y luego con nitrato de
plata (Materiales y Métodos). Se obtuvo una mayor intensidad y claridad de banda con la tincién
de nitrato de plata, que se muestra en la figura 19.

Respecto al gel, se notd que los patrones de expresion proteica en ambos tomates, tanto en
fraccidon hidrofilica como hidrofébica, fueron muy semejantes. Se aprecian practicamente las
mismas bandas en cada preparacién. Se observaron algunas bandas pequefias en las fracciones
hidrofébicas de ambos tomates similares en peso molecular a StPRK2 (72 Kilodaltons). Debido a
esto, no se pudo afirmar que PRK2 se haya expresado. Segun lo observado es muy posible que
tomate posea receptores u otro tipo de proteinas de similar tamafio molecular que StPRK2, lo que
explicaria la presencia de bandas en la regién hidrofdbica de la extracciéon de Money Maker. Por
otra parte, la expresién de proteinas foraneas en distintas especies vegetales suele ser baja
comparada con bacterias, levaduras y otros sistemas de expresién (Desai et al., 2010).
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TZHI WM HI Marcador T2 HO MM HO PM

28kD

Figura 19. Visualizacion de los patrones de expresidon proteica en tomate transformante y MoneyMaker. T2 HI: Fraccién de
proteinas hidrofilicas de tomate transformante 2. MM HI: Fraccion de proteinas hidrofilicas de MoneyMaker. Marcador:
Maeatrogen Accuruler RGB, con los pesos moleculares indicados en el costado de la foto y expresados en kiloDaltons (kD). T2 HO:
Fraccién de proteinas hidrofébicas de tomate transformante 2. MM HO: Fraccidn de proteinas hidrofébicas de MoneyMaker.

Deteccidon de PRK2 mediante western blot.

Se realizd un ensayo de Western blot con el objetivo de detectar la presencia de PRK2 en las
muestras proteicas hidrofilicas e hidrofébicas de tomate. El protocolo paso a paso se encuentra
detalladamente descrito en Materiales y Métodos. Como anticuerpo primario, se utilizd
inmunoglobulina IgG proveniente de conejo (Pierce Thermo Scientific, USA), capaz de detectar
epitopes 6xhis presentes en proteinas. La construccion generada contiene PRK2 seguido de un
epitope 6Xhis en su regién C-Terminal por lo que puede ser detectada mediante el anticuerpo
primario mencionado. La construccidon posee igualmente un epitope Cmyc corriente arriba del
epitope 6xhis, pero en ésta ocasién y basandonos en resultados previos, se eligid detectar la
proteina mediante anticuerpo anti-6xhis. Como anticuerpo secundario, se empled uno proveniente
de cabra anti-inmunoglobulina 1gG de conejo conjugado a peroxidasa de rabanito (Pierce Termo
Scientific, USA). Brevemente, el anticuerpo primario detecta a la proteina en cuestién inmobilizada
en una matriz sélida, en este caso una membrana de nitrocelulosa, luego el anticuerpo secundario
conjugado se adhiere al primario y, en presencia de luminol, se produce una reaccién
quimioluminiscente que puede ser detectada mediante auto-radiografia.

Se ensayaron muestras de extracciones proteicas de tomate generado por transformacion y
tomate MoneyMaker, fracciones hidrofilicas e hidrofébicas. Se utilizé el marcador Accuruler RGB
(Maestrogen) debido a que el mismo se transfiere a la membrana sin perder la tincidn, facilitando
la posterior determinacion de los pesos moleculares de las bandas detectadas mediante el
procedimiento. En el analisis de las autoradiografias, desde la exposicién de 30 segundos hasta la
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de 1 hora se obtuvieron imagenes con un patrén de bandas claro. A las 24 horas no se detectd
banda alguna. Se eligié la fotografia con 1 hora de exposicidon, que es la que se observa en la figura
20. Los controles negativos (extracciones de tomate MoneyMaker hidrofilica e hidrofébica) no
mostraron banda alguna. La fraccion hidrofilica de tomate transformado con la construcciéon no
generd banda, lo cual se esperaba dado que PRK2, al tratarse de un receptor de membrana, no
deberia integrar dicha fraccidon de proteinas. Por su parte el control positivo, el cual consistié en
una muestra de induccidn proteica en levaduras Saccaromyces cereviseae cepa w303 transformada
con el dominio quinasa de PRK3, mostrd dos bandas: una de alrededor de 60kD la cual se aproxima
al peso molecular de la proteina expresada y otra banda de peso muy superior, mayor a 130kD, lo
gue se corresponderia probablemente con una versién modificada post-traduccién de la misma
proteina. La fraccion hidrofébica de tomate transformado con la construccién desarrollé una
banda Unica que pudo ser detectada con el procedimiento. Dicha banda poseia un peso molecular
en el rango de los 70kD, muy similar al peso de PRK2 (72kD). El hecho de que, entre las 4
fracciones proteicas sdlo la hidrofilica de tomate transformante mostrara banda y con una masa
molecular similar a la estimada de PRK2, sugiere que posiblemente éste receptor se expresoé en la
planta transformante. De ser asi, debe tenerse en cuenta que el promotor es de naturaleza
constitutiva, lo que promoveria una constante expresion de PRK2 en el tomate transformado.

MM HI TZHI MM HO T2 HO C+ Marcador

28kD

Figura 20. Visualizacion de PRK2 en placa radiogrédfica mediante técnica de western blot. MM HI: MoneyMaker fraccion
hidrofilica. T2 HI: Transformante 2, fraccién hidrofilica. MM HO: MoneyMaker, fraccién hidrofébica. T2 HO: Transformante 2,
fraccién hidrofébica. C+: Control positivo, PRK KIN expresado en levaduras. Marcador: Maestrogen Accuruler RGB con los
pesos moleculares expresados en kiloDaltons en el costado.
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Ensayos de infeccion de tomate con hongos.

Se realizd la puesta a punto de infecciones fungicas en tomate, con el objetivo de conocer y
posteriormente reproducir las condiciones dptimas de infeccidon de tomate con especies de hongos
como Botrytis cinerea y Colletotrichum gloeosporioides. Los hongos fueron mantenidos como se
describe en Materiales y Métodos y las esporas se extrajeron de placas con micelios de
aproximadamente un mes de edad. El conteo y calculo del nimero de esporas se realizd con la
ayuda de una cdmara de Newbauber y microscopio dptico. Las plantas se infectaron luego de un
mes desde su micropropagacion.

Se analizaron algunos pardmetros importantes relativos a ensayos de infeccidn:
concentracién de esporas en el inéculo y volumen del inéculo. Se ensayaron 3 concentraciones de
esporas: 5.10exp4, 1.10exp5 y 5.10exp5 UFC (unidades formadoras de colonias) de las cuales sélo
la primera no generé sintomas en tomate en ningln momento. Las concentraciones de 1.10exp5 y
5.10exp5 dieron lugar al desarrollo de sintomas, siendo la primera de ellas la mas adecuada por su
moderada agresividad en la planta. En dicha concentracion, los sintomas para ambas especies
comenzaron a observarse claramente entre el quinto y sexto dia para Botrytis, y a partir del décimo
para Colletotrichum. Respecto al volumen de los indculos, se ensayaron dos: 5ul y 10ul. En este
caso, no se visualizd una marcada diferencia respecto a los sintomas en las hojas inoculadas, pero
el volumen de 10ul mostré ser poco conveniente debido a que en varias ocasiones parte del
inéculo no podia ser retenido por la hoja y tendia a caer al medio de cultivo. En la figura 21 se
pueden observar imagenes representativas de los ensayos de infeccién.

Figura 21: Fotografias de infecciones de plantas de tomate con hongos. A: Planta infectada con
Colletotrichum g, dia 1. B: Planta infectada con Botrytis c., dia 1. C: Planta infectada con Colletotrichum g,
dia 14. D: Planta infectada con Botrytis c, dia 20. Para las infecciones mostradas se utilizé una concetracién
de esporas de 1.10exp5.
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Busqueda y analisis bioinformatico de CRKs de tomate.

Se realizaron andlisis in silico de receptores CRKs de tomate. Se llevd a cabo una serie de
busquedas en NCBI y Phytozome cuyas bases de datos contienen un gran numero de genes de
tomate anotados, con el objetivo de encontrar nuevos CRKs de tomate. En las busquedas se utilizo
la secuencia del receptor PRK2 de papa como templado debido a que investigaciones anteriores
encontraron algunos receptores con alto indice de homologia al mismo en tomate. Cada uno de los
receptores fue analizado detalladamente con programas informaticos (MatGat, Fgnesh, Softberry,
Phylogeny.fr, Phytomine, SwissProt, Expasy, AgriGO, entre otros) lo que arrojé informacion a nivel
de gen, secuencias promotoras, ARN, proteinas y relaciones filogenéticas. Los datos hallados
fueron utilizados para comparar y correlacionar todos los receptores entre si, dilucidar sus posibles
funciones bioldgicas e implicaciones en respuestas defensivas frente a estrés bidtico/fungico. Se
disefaron primers para cada uno de los CRK los cuales fueron luego utilizados en ensayos de PCR
cuantitativa.

Analisis a nivel de proteinas.

Utilizamos originalmente la secuencia proteica del receptor StPRK2 para nuestras busquedas
en las bases de datos. Por investigaciones anteriores, se conoce el nimero que identifica a la
familia de proteinas que incluye a PRK2: PFAM01657. EI PFAM consiste en una gran coleccién de
alineamientos de secuencias y modelos que incluye a la mayor parte de los dominios proteicos y
familias. Las proteinas comprendidas en el identificador PFAM01657 poseen una caracteristica
principal: presencia de dominios DUF26 . Utilizando las bases de datos de los sitios Phytozome y
NCBI, se encontraron 18 proteinas de tomate que en principio se presentaron como CRKs. Dos de
ellas, mediante analisis informatico de secuencias y dominios demostraron no pertenecer a éste
grupo dada la falta de un dominio transmembrana, imprescindible en cualquier receptor de
membrana. Dichas proteinas pertenecen a la familia PFAM01657, pero no pertenecen al grupo de
los CRKs. Entonces, al eliminar dos de las proteinas, quedamos con 16 las cuales cumplen con los
requisitos para incluirse dentro de los CRKs, y se nombran a continuacién (elegimos los
identificadores  utilizados en el Phytozome): Solyc01g007960.2, Solyc01g007970.1,
Solyc01g007980.2.1, Solyc01g007990.2.1, Solyc02g067780.2.1, Solyc02g079990.2.1,
Solyc02g080010.2.1, Solyc02g080030.1.1, Solyc02g080070.2.1, Solyc02g080080.2.1,
Solyc02g086590.2.1, Solyc03g111540.1.1, Solyc03g112730.2.1, Solyc05g005070.2.1,
Solyc11g011870.1.1, Solyc11g011880.1.1, Solyc11g011880.1.1.

Una vez confirmados los 16 CRKs, se realizaron andlisis detallados con el uso de herramientas
bioinformaticas disponibles. En primer lugar, investigamos el grado de homologia de cada uno de
los CRKs de tomate con StPRK2 y solo 3 de ellos mostraron valores considerablemente altos:
Solyc02g080070.2.1,  Solyc02g080080.2.1,  Solyc02g079990.2.1, con 89,5%, 72% y 69%
respectivamente. Los restantes mantienen un grado de homologia menor, con valores de entre 51-
62%. Pudo observarse que las regiones que mantienen mayor grado homologia son a su vez las
mas conservadas, como el sitio catalitico del dominio quinasa y las secuencias que conforman el
dominio DUF26 en la regidn extracelular, lo cual con seguridad se relacione directamente con la
funcionalidad bioldgica de los CRKs. Posteriormente se investigaron otros pardmetros importantes,
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los cuales se muestran en la tabla 1. Respecto al largo de la secuencia proteica, se observé una
gran variablidad: desde los 400 hasta los 856 aminodacidos, Solyc02g080030.1.1 vy
Solyc02g080010.2.1 respectivamente. Se observdo que 13 de los 16 CRKs superan los 600
aminoacidos de largo. Los 3 que mayor homologia mostraron con PRK2, poseen un largo de 676 aa

(89,5%), 671 aa (72%) y 666 aa (69%).

Identificador Secuencia BHL?I?ZUI;DE Dom TM Péptido sefal |Ubicacion I[JI:‘S} Pl Cisteinas
Solyc01g007960.2 B51 2 260-284 1-28 . Cliva en 28. |M plasmatica| 72,1 7,49 5
Solyc01g007970.1 655 2 273-299 1-46. Cliva en 47. |M plasmatica| 72,7 8,42 4
Solyc01g0075980.2 638 2 259-277 1-27.Cliva en 28. |M plasmatica| 71,2 8,78 5
Solyc01g007990.2 638 2 245-271 1-20. Cliva en 21. |M plasmatica| 70,7 8,05 4
SolycD2g067780.2 495 1 85-109 Mo. Confirmado |M plasmética| 55,9 6,07 7
Solyc02g079990.2 EEE 2 270-290 1-22. Cliva en 23. |M plasmatica| 74,2 6,52 4
Solyc02g080010.2 856 2 277-299 1-20. Cliva en 20. |M plasmatica| ©g,2 7,02 4
Solyc02g0800320.1 400 1 180-210 1-25.Cliva en 26. |M plasmatica| a5 5,28 3
Solyc02g080070.2 676 2 281-303 1-20.Clivaen 21 |M plasmdtica| 75 6,16 4
Solyc02g080080.2 671 2 285-307 1-21.Clivaen 21 |M plasmdtica| 74,6 6,02 4
Solyc02g086590.2 664 2 256-278 1-26. Clivaen 26 |M plasmatica| 72,8 | 8,56 4
Solyc03g111540.1 675 2 275-299 1-30. Clivaen 31 M plasmética| 75,9 6,17 4
Solyc03g112730.2 616 2 209-233 Mo. Confirmado | M plasmatica| 67,9 6 4
Solyc05g005070.2 715 2 3:33-54 ; 83-102; 320-340 | No.Confirmado |M plasmatica| 80,5 6,81 5
Solycl1g011870.1 455 1 134-156 MNo. Confirmada  |M plasmatica| 50,4 7,87 2
Solyc11g011880.1 642 2 264-2E6 1-26. Clivaen 27 [M plasmatica| 72,3 g 5

Tabla 1. Se muestran datos a nivel de proteinas de los 16 CRKs de tomate. Abreviaciones: Dom TM=dominio transmembrana, PM=peso molecular,

Pl=punto isoeléctrico, Cisteinas=Cisteinas presentes en el los dominios DUF26 y que podrian influir en el plegamiento de la proteina.

PRK2 posee 676 aa, lo mismo que su principal homdlogo de tomate. Posteriormente se
realizaron los cdlculos de peso molecular utilizando la herramienta Prot Param del Expasy. Al igual
gue el largo de la cadena aminoacidica, el peso molecular mostré grandes diferencias, que van
desde los 45 KD hasta los 96 KD (Solyc02g080030.1.1 y Solyc02g080010.2.1 respectivamente). Esta
variabilidad es elevada considerando que se trata de proteinas de la misma familia y similares
dominios. Los restantes poseen pesos moleculares que rondan los 70 KD, similar a StPRK2 (72kD).
Respecto a los dominios, observamos que todos los CRKs cuentan con los 3 dominios basicos:
qguinasa intracelular, transmembrana y dominio extracelular con modédulos DUF26 segun
Phytozome. El dominio transmembrana se encuentra entre los dominios quinasa y extracelular y
las longitudes que van desde los 20 a 30 aa. Para su busqueda, se utilizd la herramienta Phobius
(Kall et al., 2007), la cual usa un algoritmo matemadtico para hallar dreas muy hidrofébicas dentro
de la proteina. Uno de los CRKs, Solyc05g005070.2.1 mostrd 3 secuencias las cuales se
reconocieron como dominios transmembrana y una de ellas se ubicaria en el dominio extracelular
(tabla 1). Este hallazgo podria sugerir un mayor nivel de complejidad en el anclaje de algunos CRKs
en la membrana plasmatica. Otra posibilidad seria que el programa pueda estar confundiendo un
dominio transmembrana con el péptido sefial. Luego, respecto al dominio extracelular, 13 de los 16
CRKs mostraron dos médulos DUF26 mientras 3 presentaron solamente 1 médulo DUF26. Estos 3
CRKs son a su vez los mas pequeios, con tamafios de 45, 50,4 y 55,9 (Solyc02g080030.1.1,
Solyc11g011870.1.1 y Solyc02g067780.2.1 respectivamente). Se analiz6 luego la presencia de
péptido sefial con la utilizaciéon de programas informaticos Signal p-5.0 y Phytomine. Se observé
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qgue 12 de los 16 CRKs poseen péptido sefial de entre 20-46 aminoacidos en la regién N-terminal y
con sitio de clivaje. Los CRKs que, segun los programas utilizados, carecen de péptido seiial son
Solyc05g005070.2.1, Solyc03g112730.2.1, Solyc11g011870.1.1, Solyc02g067780.2.1. Sin embargo,
analisis por programa Deep-Locl.0 Y Wolfpsort predijeron que todos los CRKs se ubican en la
membrana plasmatica, lo cual ya se habia reportado para este tipo de receptores (Montesano et
al., 2001). Es probable que las secuencias de los CRKs que carecen de péptido sefial presenten
sesgos 0 se encuentren incorrectamente anotadas en las bases de datos, ya que para migrar a la
membrana plasmatica los receptores necesitarian de un péptido sefial que las dirija (Cymer et al.,
2015). Otra posibilidad podria ser la existencia de mecanismos celulares que no requieran la
presencia de péptido seiial para dirigir el receptor proteico al lugar indicado. Se analizaron
igualmente otros parametros proteicos como punto isoeléctrico (Pl) y el patron de cisteinas. El
punto isoeléctrico es el PH en el cual un polianfolito o molécula multicargada (en este caso una
proteina) posee carga 0 o neutra (Cargile et al., 2004). Se trata de una caracteristica importante ya
gue puede brindar informacién sobre su estructura, plegamiento y composicion idnica. Para dicha
caracteristica encontramos una relativa variabilidad, con valores de Pl que van desde levemente
acido con 5,29 (Solyc02g080030.1.1) hasta basico con 9 (Solyc11g011880.1.1) aunque la mayoria
se encuentra en valores neutros cercanos a 7, indicando que la proporcion de particulas cargadas
positivamente es similar a la proporcién de particulas cargadas negativamente. Posteriormente se
analizaron las cisteinas que se unen entre si (pares) contribuyendo con el plegamiento vy
disposicion tridimensional del modulo DUF26 y el dominio extracelular. Se observé que la mayoria
posee entre 4-5 pares de cisteinas, mientras que los mds pequefios poseen 2-3, por tanto se trata
de un a caracteristica dependiente del tamafo. Cada modulo DUF26 posee 2 o 3pares, por tanto
aquellos CRKs que presenten mas de un dominio DUF tendran a su vez mas pares de unidn de
cisteinas. Es probable que el plegamiento tridimensional de estos mdédulos se vincule directamente
con la funcion del receptor. Estos resultados en su conjunto muestran la naturaleza variada de los
receptores CRKs hallados en tomate.

Mediante la herramienta informatica AgriGO (Zou et al., 2010) se estudié la funcién putativa
de cada uno de los 16 receptores. El mismo utiliza un algoritmo y comparando con una amplia
base de datos es capaz de asignar una funcién a una proteina o grupo de proteinas con grado alto
de precisidn. Las secuencias proteicas de los 16 CRKs fueron agregadas en el programa y los
resultados se observan en la figura 22. El resultado es una imagen con diferentes puntos
jerarquicos (figuras rectangulares) que contiene todos los términos estadisticamente significativos
y cada cual posee un color que lo identifica. Cuanto menor sea el valor-p ajustado del término, mas
significativo sera estadisticamente, y el color del nodo es mas oscuro y mas rojo. En términos
bioldgicos, a medida que los colores se intensifican y se vuelven mas oscuros (de blanco a rojo) se
estd alcanzando un mayor grado de especificidad en la funcién biolédgica asignada a la proteina. La
funcion especifica que el programa determind para los 16 CRKs de tomate es la fosforilacidon
aminoacidica (serin threonin quinasa), lo cual es consistente con andlisis e investigaciones
anteriores (Montesano et al., 2001; Delgado-Cerrone et al., 2018).
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16/16 | 9090/16941

Figura 22. Imagen que muestra el resultado proporcionado por el programa AgriGO2.0. GO+numero es un identificador
de funcidon bioquimica basado en publicaciones. El valor p, (por ejemplo 1,1e-17) consiste en un respaldo estadistico de
la funcién asignada por el programa y cuanto menor se muestre, mayor sera su significado estadistico. Se presenta
igualmente la proporcidn de proteinas en la base de datos que poseen la misma funcidén bioquimica que las de nuestro
estudio, en este caso 1148/16941. Se muestra la funcidn asignada en el centro de cada cuadro y la proporcion de
proteinas de nuestro estudio a la cuales el programa asigna las mismas funciones, en este caso 16/16.

43



Analisis a nivel de ADN y ARN.

Se realizaron analisis a nivel de ADN y ARN de los 16 CRKs de tomate anteriormente
confirmados. Para cada uno de ellos, se usan los mismos identificadores los cuales fueron ya
empleados cuando se presentaron los resultados del andlisis a nivel de proteinas. Se hallaron
algunos datos que se muestran a continuacion (tabla 2). Primeramente se analizaron las
ubicaciones gendmicas de cada uno de los genes. Se observd que los 16 CRKs se encuentran
distribuidos solamente en 5 cromosomas (chr). Interesantemente, es el chr 2 el que mas genes de
CRKs concentra, con 7 de los 16 totales. Le sigue el cromosoma 1 con 4 genes de CRKs, los chr 3y
11 con 2 y por ultimo el chr 5 con 1. Si bien no existe un gran niumero de CRKs diferentes en
tomate, llama la atencion lo poco distribuidos que se encuentran en el genoma. Es probable que la
ocurrencia de eventos de duplicacion génica en el pasado conjuntamente con la seleccion natural
hayan causado esta disparidad en la distribucion de los CRKs. Los eventos de duplicacidén génica en
plantas no son poco comunes y se sabe que muchas veces pueden mejorar el fitness o éxito
reproductivo de la especie (Panchy et al., 2016; Andolfo et al., 2015).

Otro aspecto que se analizo fue la presencia de secuencias génicas repetidas en tdndem (un
mismo gen repetido varias veces dentro de un mismo locus) y los resultados fueron igualmente
interesantes. Segln Phytomine, en 14 de los 16 CRKs estan presentes las repeticiones en tdndem, y
11 de los 14 presentan mds de una secuencia repetida (tabla 2). Solyc11g011870.1 y
Solyc11g011880.1, los cuales se encuentran en el chr 11, mostraron 6 repetidos. Solyc03g005070.2
y Solyc03g111540.1 presentaron 5 y 4 repetidos en tdndem respectivamente. La presencia de
numerosos repetidos en un mismo locus no resulta del todo llamativa ya que se trata de un
fenédmeno reportado frecuentemente y se hipotetiza que contribuye con la evolucién de las
diferentes familias de proteinas (Panchy et al., 2016). Estudios realizados han reportado que
alrededor del 10% o mas de los genes de Arabidpsis thaliana y arroz presentan repetidos en
tdndem (Yu et al., 2015; Soltis et al., 2015). Los repetidos se han descubierto principalmente en
genes cuyos productos se vinculan con la respuesta frente a estrés y proteinas de membrana en
arroz y en genes de respuesta a patdégenos en Solandceas y Brassicdceas (Yu et al., 2015; Leister
2004). Un ejemplo bien documentado de repetido en tdndem en tomate comprende los genes cf4-
9 los cuales codifican para receptores de membrana con dominio extracelular rico en leucina y se
ubican en el chr 1. Estos genes contribuyen a la defensa del tomate contra hongos como
Cladosporium fulvum y se han generado tomates modificados que sobreexpresan estos genes
(Parniske 1997; Parniske et al., 1999; Kim et al., 2017). Considerando dichas investigaciones,
nuestros resultados sugieren que varios de los CRKs de tomate podrian desempefiar roles
importantes en el ciclo vital de la planta.

Por otra parte se analizd el niUmero tedrico de transcriptos de cada uno de los CRKs hallados.
En este caso los resultados fueron idénticos para todos: segin Phytomine, los 16 CRKs presentan 1
solo transcripto. En otros receptores se han descubierto formas alternativas para sus transcriptos,
pero quizas no se apligue con los CRKs de tomate segun nuestros resultados. Se estudid
paralelamente la composicion de intrones y exones en cada uno de los genes. Segun Phytomine y
FGNESH (Solovyev et al., 2006), los niumeros de exones van de 6 a 9, mientras que los intrones van
de 5 a 8. En todos los casos, los exones superan por una unidad a los intrones. Se observé que la
longitud de intrones y exones son similares.

Los resultados obtenidos en su conjunto nos ayudan a conocer su naturaleza a nivel de ADN
y nos permitieron averiguar datos hasta ahora desconocidos los cuales podrian contribuir con la
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dilucidacion de aspectos importantes y hasta ahora desconocidos relacionados con los CRKs de

tomate.

Identificador gen Ubicacion cromosomica Tandem |Largo gen trﬁg:lns?:rr[i]ptos. {_raa:'lgs[::ripm Largo cds|Exones |Intrones
5o0lyc01g007960.2  |5L2.50ch01:2145842-2152515 1 2678 1 2002 1056 G 5
Solyc01g007570.1  |SL2.50ch01:2153668-2157136 1 3406 1 1068 1068 0 8
Solyc01g007580.2 §L2.50ch01:2161571-2164368 1 27098 1 2108, 1017 ol 7
Solyc01g007990.2  |5L2.50ch01:2170706-2173712 1 3007 1 2235 1017 7 6
Solyc02g067780.2 5L2.50ch02:37855016-37857553 2 2538 1 1652 1438 7l 6
Solyc01g007560.2 §L2.50ch02:44353432-44356458 3 3067 1 2242 2001 7l G
Solyc01g080010.2  |5L2.50ch02:44360278-44364646 3 4369 1 2654 2571 8 7
Solyc02g080030.1 SL2.50ch02:44369655-44371526 3 2272 1 1203 1203 5| 4
Solyc02g080070.2  |5L2.50ch02:44383173-44386350 3 A178 1 2364 2031 7 B
Solyc02g080080.2  |5L2.50ch02:44350504-44354354 3 3451 1 2130 2016 7 G
Solyc02g086550.2 §L2.50ch02:49245804-45249742 0 3030 1 2406 1005 7 G
Solyc03g111540.1  |5L2.50ch03:62145384-62148246 4 2863 1 2028 2028 7 B
Solyc01g112730.2  |5L2.50ch03:63071332-63074048 0 2717 1 2230 1851 G 5
5o0lyc03g005070.2  |5L2.50ch05:74921-78722 5 3802 1 2434 2160 g 8
Solycl1g011870.1 5L2.50ch11:4812501-4815265 ] 2760 1 1368 1368 8 7
Solyc11g011880.1 |SL2.50ch11:4818535-4822147 B 3200 1 1929 1029 8 7

Tabla 2. Se muestran datos relacionados con ADN y ARN de cada uno de los 16 CRKs de tomate.

Analisis a nivel de promotores.

Con el uso de la herramienta Phytomine, se extrajeron las secuencias promotoras hasta
1000pb corriente arriba del coddn de inicio para cada uno de los CRKs de tomate. Con la ayuda de
dichas herramientas se analizaron los promotores en busqueda de secuencias o motivos conocidos
gue puedan aportar informacién sobre los genes y su expresion. Pudo observarse que se trata de
promotores complejos, conformados por un gran nimero de motivos conocidos y caracterizados
gue se han observado en otros genes, algunos repetidos varias veces. Cabe aclarar que los motivos
representan una gran cantidad, por lo que seleccionamos solamente algunos que consideramos
mas relevantes, mas representativos y/o mas repetidos para mostrar en la tabla 3. Primeramente,
destacamos la presencia del motivo o elemento ABRE en 9 de los 16 CRKs. ABRE, por las siglas en
inglés significa elemento de respuesta al ABA (acido absisico). El ABA es una hormona relevante la
cudl participa en en el desarrollo vegetal y vias de sefalizacion las cuales contribuyen con la
defensa de la planta frente a algunas especies de patdégenos (Mauch Mani and Mauch 2005). Este
elemento ha sido reportado en las secuencias promotoras de algunos genes como Em1 Y Rab16 los
cuales codifican para proteinas del tipo dehidrinas y se encuentran dentro de las LEAs (proteinas
abundantes en la embriogénesis). Se trata de chaperonas y se sabe estan implicados en la linea de
defensa de la planta frente a estrés abidtico como estabilizantes de la integridad celular (Nakagawa
et al.,, 1996; Ganguly et al.,, 2012; Banerjee y Rochyndoury 2017). En 5 de los 9 CRKs,
Solyc01g007970.1, Solyc02g080070.2, Solyc02g086590.2, Solyc03g111540.1, Solyc11g011880.1,
estos elementos se encuentran repetidos, lo que podria indicar la importancia del elemento ABRE
en la expresion del gen. Es probable que el ABA pueda influir con la expresién de los CRKs de
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tomate que presenten el elemento ABRE en sus promotores. Por otro lado, se observd que
Solyc02g080070.2, el cual posee dos elementos ABRE, presenta a su vez el motivo AT-ABRE. Este
ultimo es un elemento accesorio de respuesta al ABA frente a la deshidratacién (Banerjee et al.,
2017), lo que sugiere que el gen que cuyo promotor lo posee puede responder frente a situaciones
de estrés abidtico, concretamente ante la falta de agua. Se analizo la presencia de BOX-W1 en los
promotores de CRKs de tomate. El motivo BOX-W1 consiste en un elemento de respuesta frente a
elicitores fungicos y se ha observado en promotores de proteinas PR (asociadas con la
patogenicidad) de Arabidopsis thaliana (Rushton 1996). Segun reportes, este elemento podria ser
importante en la activacion de la defensa de la planta frente a patégenos fungicos. Segun la
informacion obtenida, 7 de los 16 CRKS (tabla 3) presentan dicho motivo lo cual sugiere la
posibilidad de que varios CRKs de tomate se vinculen con mecanismos de defensa frente a
fitopatdgenos de naturaleza fungica. Se analizé también la presencia del elemento-CGTGA el cual,
basado en investigaciones anteriores se trata de un motivo regulatorio presente en proteinas
involcuradas en la respuesta de la via del metil jasmonato, especialmente en proteinas PR cuya
transcripcién es inducida por el factor caWRKY40 (Ifnan Khan et al., 2018). 6 de los 16 CRKs poseen
dicho elemento en sus promotores, lo cual sugiere su participacion cuando dicha via defensiva se
activa. Respecto al motivo ERE, se observd que también 6 de los CRKs de tomate lo presentan.
Dicho motivo ha sido observado en angiospermas, y los genes que lo poseen se especula que estan
asociados a respuestas frente a una alta concentracién de etileno (Sazegari et al., 2015; Li et al.,
2015). El etileno es una hormona que desempefia importantes funciones en el ciclo de vida de la
planta, como la floracién y maduracién del fruto y participa en respuestas defensivas frente a
patogenos de diferentes especies asociado al metil jasmonato (Pieterse 2012).

Identificador ABRE AT~ABRE W box CGTCA-motivo ERE STRE TCA WUN-motivo MYB
Solyc01g007560.2 562- 553 520,531- varios
Solyc01g007570.1 171-,487- 230 43§, 307 16- 333-, 5938
Solyc01g007530.2 6,524, 57- 708, 842- 347 756-, 576
Solyc01g007590.2 180, 686 4325- 592- 97 varios
Solyc02g067780.2 243 817- 155-,569-, 313,581 254- 353-,416-, 382 164- 35-,303-, 830-
Solyc02g079550.2 273 EE] 913- 45 802
Solyc02g080010.2 340- 630
Solyc02g080030.1 735- 201-, 583, 501- 712
Solyc02g080070.2 563-, 565- 563- varios 466-
Solyc02g030030.2 852-

Solyc02g086590.2 | 415-, 543,454 701- 205 77
Solyc03g111540.1 582-,583 533 762-,975
Solyc03g112730.2 923-
Solyc05g005070.2 789- 711 731-

Solyc11g011870.1 676- 21-
Solyc11g011880.1 248,743,245 697 944 771-,772- 679, 916-

Tabla 3. Se muestran algunos de los motivos mdas importantes que componen los promotores de cada uno de los CRKs de tomate y su ubicacion dentro de la
secuncia promotora analizada.

Estos resultados sugieren que algunos de los CRKs de tomate participan en la via de

sefializacidn del etileno y los jasmonatos. Posteriormente se analizé la presencia del motivo STRE el
cual se trata de un elemento de respuesta frente situaciones de estrés como shock por altas y
bajas temperaturas, bajos Phs, falta de nutrientes, entre otros. Un ejemplo de proteinas que llevan
dicho motivo son las GRP2 de Arabidopsis, las cuales consisten en proteinas de unién al ARN
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capaces de regular transcripcionalmente a otras proteinas y enzimas. Su actividad se induce
principalmente en condiciones de estrés abidtico como sequias (Lu 2019). Se observé que 6 de los
CRKs de tomate presentan el motivo lo cual sugiere la probabilidad de que algunos de los CRKs
participen en respuestas de estrés abidtico. Se estudié la presencia del motivo TCA, que ha
demostrado vincularse con la respuesta celular frente al acido salicilico y se lo relaciona con
respuesta frente a estrés biotico. El promotor del gen KcCAS el cual codifica para la cicloartenol
sintasa posee dicho elemento (Basyuni et al., 2018). Se observd que solo dos CRKs,
Solyc03g111540.1 y Solyc11g011880.1, poseen dicho motivo, por lo que se deduce que es
probable que respondan ante concentraciones crecientes de la hormona en situaciones de estrés
causado por fitopatdgenos. La presencia del elemento WUN, que se trata de un motivo de
respuesta frente a herida fue analizada en los promotores de CRKs. Este motivo ha sido reportado
en receptores lectina tipo quinasa de arroz, que responden ante herida y ataque por patégenos
(Passricha et al., 2017). Se observd en este caso que 8 de los 16 CRKs presentan dicho motivo. Se
sabe que la respuesta frente a una herida o dafio mecanico se relaciona estrechamente con la
defensa de la planta frente a organismos patégenos (Zipfel et al., 2009). El ultimo motivo en
estudiarse fue el MYB, que forma parte del promotor de Arabidopsis del gen que codifica para la
pro dehidratasa, cuya funcién es la produccion de acido glutamico a partir de prolina y se induce
en situacion de sequia (Wang et al., 2019). Se observo que 13 de los 16 lo poseen, constituyendo el
motivo de mayor presencia en los CRKs de tomate. Es posible que la presencia de este motivo
complemente vias de respuesta frente a situaciones de sequia y estrés abidtico en general.

Los resultados del analisis de promotores CRKs en su conjunto sugieren que estos receptores
se relacionan con respuestas frente a amenazas de diferente naturaleza, incluyendo estrés bidtico
y abidtico, como patdgenos fungicos y fitopatdgenos en general, shock por altas y bajas
temperatura, bajo Phs, bajas cantidades de nutrientes en el ambiente, estrés hidrico, entre otros.
Debe destacarse que algunos CRKs poseen elementos de respuesta frente a hormonas como el
acido salicilico, jasmonatos, etileno y ABA, lo que sugiere estos receptores integran complejas vias
de sefializacién mediadas por dichas hormonas. Resulta llamativa la fuerte presencia de elementos
o motivos de respuesta frente a estrés abidtico, pues 7 de los 9 elementos analizados se han
vinculado a situaciones de esa indole. Es posible que ademds de desempeiiar roles de defensa
frente a diferentes amenazas, algunos CRKs se relacionen con funciones vitales en el desarrollo y
ciclo de vida de las plantas de tomate. Hasta ahora nuestro objetivo se ha basado en el andlisis de
los receptores CRKs de tomate, con énfasis en defensa de la planta frente a fitopatdgenos, pero los
resultados obtenidos sugieren una complejidad funcional mucho mayor en estos receptores.

Estudio de las relaciones genéticas de los CRKs de tomate.

Se realizé un arbol genético de los CRKs de tomate con la informacién obtenida del NCBI y
Phythozome. Para ello se utilizé la funcion Phylogenetic Tree del programa MEGAX y se aplicé el
modo de andlisis bajo métodologia de parsimonia, muy utilizado para diferentes estudios
genéticos y genéticos (Nei y Kumar 2000, Kumar et al., 2016). Los resultados se presentan en la
figura 23. Se generd un arbol genético que relaciona a los CRKs de tomate, con sus ramas y valores
para cada uno de los nodos. El indice de consistencia es 0.845282, el indice de retencion es
0.75643 vy el indice compuesto es 0.639397 para todos los sitios informativos de parsimonia. El
arbol se obtuvo utilizando el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting (SPR) (Kumar et al., 2016).
Hubo un total de 979 posiciones en el conjunto de datos final. Se utilizaron las secuencias proteicas
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para el desarrollo de las relaciones genéticas aqui mostradas. Los analisis evolutivos se realizaron
en MEGA X.

Relativo a los CRKs, se observa que el grupo mas externo del arbol se compone de
Solyc01g007960.2.1 y Solyc01g007990.2.1, los cuales se ubican en el mismo cromosoma (el
numero 1) y poseen un ancestro en comun cercano (figura 23). Luego aparecen
Solyc01g007970.1.1 y Solyc01g007980.2.1, los cuales segun el analisis comparten un ancestro en
comun lejano con la mayoria de los CRKs y se ubican también en el chr 1. Por otra parte,
Solyc02g080070.2.1,  Solyc02g080080.2.1,  Solyc02g079990.2.1,  Solyc02g080010.2.1 vy
Solyc02g080030.1.1 se encuentran estrechamente relacionados, se ubican todos en el chr 2 y
comparten un ancestro en comun con un valor de nodos de 23. Solyc03g111540.1.1 comparte
ancestro en comun lejano con los 5 anteriores, aunque se ubica en el chr nimero 3. Por su parte,
Solyc11g011880.1.1 y Solyc11g011870.1.1 mostraron una relacion genética cercana y se ubican en
el chr 11. Solyc02g086590.2.1 y Solyc03g112730.2.1 se muestran cercanos, aunque se ubican en
regiones gendmicas completamente diferentes (chr 2 y 3 respectivamente). Por ultimo,
Solyc02g067780.2.1 y Solyc05g005070.2.1 no muestran parentesco cercano con ningun otro CRK,
y pertenecen a chr 2 y 5 respectivamente.

Segun lo expuesto, en general los CRKs mas cercanos entre si genéticamente se encuentran
en el mismo cromosoma, sugieriendo que la mayoria de ellos surgieron por procesos de
duplicacién génica. Otros en cambio, pueden haberse generado por eventos de duplicacion y
traslocacion, pasando de un cromosoma a otro, como Solyc03g111540.1.1. Se requerirdn nuevos
analisis para dilucidar mas en profundidad las relaciones genéticas entre los 16 CRKs de tomate asi
como estudios a nivel evolutivo los cuales proporcionarian informacién sobre sus funciones y la
seleccion de estas proteinas en la historia natural de las plantas.

) (3) Solyc02g080070.2.1
(22) —I:(s) Solyc02g080080.2.1
(23) L (6) Solyc02g079990.2.1
- (1) Solyc02g080010.2.1
—(zml:(m) Solyc029g080030.1.1
(4) Solyc03g111540.1.1

10) Solyc11g011880.1.1
(26) ]7( ) ¥ g
(19 L——(15) Solyc11g011870.1.1

(25)

@) —(7) Solyc029086590.2.1
1n L (13) Solyc03g112730.2.1

(28)

(14) Solyc02g067780.2.1

(30)

(2) Solyc05g005070.2.1
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Figura 23: Arbol genético de los 16 CRKs de tomate. Pueden observarse los valores para cada una de las ramificaciones.

48



Analisis de expresion de CRKs frente a infecciones con
Botrytis cinerea.

Se analizd la expresion génica de algunos CRKs de tomate mediante ensayos de PCR
cuantitativa. Para ello se realizaron infecciones en plantas de tomate in vitro de 4 semanas de edad
y utilizando un indculo de 5ul y 1x10exp5 UFC tal como se describe en la seccién “Ensayos de
infeccidn de tomate con hongos”. Se infectaron hojas de tomate y las mismas fueron cortadas a las
24 horas, congeladas en nitrégeno liquido y guardadas a -80C. Se tomaron hojas sin infectar, lo que
consideramos como control y repetimos el mismo procedimiento de extraccion. Paralelamente se
trataron hojas con agua y herida y se extrajo la hoja a las 24 horas. Se realizaron 4 réplicas para
infeccidn, control y tratamiento con herida y agua. Las hojas extraidas fueron procesadas de modo
de obtener ARN de ellas (Materiales y Métodos) y se llevaron a cabo ensayos de retrotranscipcién
para generar ADNc el cual serviria como molde en los ensayos de PCR. Se disefaron primers
forwardy reverse para cada uno de los 16 CRKs de tomate.

Para todos las reacciones de PCRs en tiempo real se utilizé el kit QuantiTect SYBR Green PCR
(QIAGEN, Alemania.) y un termociclador QuantiStudio (Applied Biosystems, USA). El programa de
ciclado asi como los primers empleados y sus caracteristicas se presentan en Materiales y
Métodos. Se utilizaron primers de genes housekeeping los cuales sirvieron como referencia de
expresion en las condiciones de trabajo. Se realizd una prueba para corroborar si los primers, tanto
de los 16 CRKs como los de referencia, funcionan correctamente. Para dicha prueba se utilizé una
mezcla de ADN con muestras provenientes de cada una de las 3 condiciones a analizar en partes
igualitarias (24 horas infeccién, control 0 y herida con agua). Se corrié el producto de esta prueba
en un gel de agarosa 1% (p/v) para analizar el tamafio de los fragmentos amplificados. Pudo
observarse que todos los primers generaron productos con los tamafios esperados. Luego de la
prueba primaria de amplficacion, se procedié a estudiar la efectividad de los primers en la reaccidn
de PCR. Se realizaron diluciones seriadas de la muestra de ADN original (ver Materiales y
Metodos). Se observé que unicamente 5 juegos de primers de CRKs y un housekeeping mostraron
una efectividad aceptable, levantando entre el ciclo 25 y el 28, con valores de entre 90 y 108%.
Dichos primers fueron 7960, 7990, 80070, 80080 y 11880 para los CRKs y LSM7 para gen de
housekeeping. Esta fue una primera aproximacién y en las siguientes, se mejorara el diseio de los
primers para los CRKs aplicando el conocimiento adquirido.

Se procedid a analizar la expresién mediante qPCR de los 5 CRKs para los cuales sus primers
diseflados mostraron un valor aceptable de efectividad. Se utilizaron 4 réplicas bioldgicas y 2
réplicas técnicas en los ensayos. Los resultados fueron extraidos y analizados mediante el software
QuantistudioAnalizer (Applied Biosystems) y Excel (Microsoft). Se determinaron los valores de Ct,
dCt, ddCt y 2ddCt y los desvios estandar. Los resultados se muestran en la figura 25. Para el gen
Solyc02g080080 no se obtuvieron resultados consistentes, por lo tanto no fueron incluidos en
dicha figura. Se puede observar que dos de los genes Solyc01g007990.2.1 y Solyc11g011880.1.1
mostraron sobreexpresién en condiciones de infeccion con Botrytis cinerea a las 24 horas,
cuadruplicando y duplicando respectivamente los niveles de expresidn respecto al control. Para los
restantes genes analizados, Solyc01g007960.2.1 y Solyc02g080070.2.1, si bien los promedios de
expresién en condiciones de infeccidn con Botrytis cinerea a las 24 horas mostraron mayores
valores, el elevado nivel de error impide afirmar que efectivamente alli exista sobreexpresién de
dichos CRKs. Solyc02g080070.2.1 mostrd un valor superior de expresion en tratamiento de herida
con agua a las 24 horas comparado con la muestra de infeccidon con Botrytis cinerea.
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Valores de expresion

Valores de expresion

Los resultados de gPCR respaldan la hipétesis de que algunos CRKs de tomate podrian estar
implicados en mecanismos de defensa frente a patégenos, ya que observamos sobreexpresion de
2 genes (de 4 analizados) en muestras de tomates infectados con Botrytis cinerea.

Expresion de Solyc01g007990.2.1
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Figura 25. Promedios de los valores de expresidn de 4 genes CRKS de tomate segun lo obtenido por gPCR. OHs: Control 0. 24 agua: tratamiento

herida y agua, muestra 24 horas. 24 BC: infeccion con Botrytis ¢, muestra 24 hs. Se presenta la barra de error en cada uno de los graficos.
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Conclusiones finales.

Para nuestros ensayos utilizamos tomate cultivar comercial MoneyMaker. Las condiciones
necesarias para la reproduccion del ciclo de vida de la planta fueron generadas evaluando los
tiempos de crecimiento, condiciones dptimas para la germinacién, mantenimiento de las plantas y
produccidn de frutos. Se observd que las semillas plantadas en frascos con medio in vitro crecen
mas rapido y con mejor eficacia que en tierra, por lo cudl plantar en frascos con medio de cultivo y
luego transferir a macetas con tierra es una opcién mucho mas eficaz para nuestros fines y
necesidades que plantar directamente en tierra. Se descubrié también que los tomates crecen y se
desarrollan mas rapido cuando se los planta en estacidon cdlida primavera-verano y se les agrega
solucién nutritiva de Farehus al menos una vez por semana. En base a lo obtenido se elabord una
estrategia para la eficiente produccion de semillas de tomate.

Se cumplié con el objetivo de generar la construccién génica PRK2-Cmyc-His6-PROK2, la cual
fue posteriormente utilizada para la transformacién de tomate. De manera de cumplir con la
actividad se empled otra construccion la cual se componia por el cDNA completo de StPrk2 en el
vector de expresion de levaduras pPICZAalfa. Dicha construccion poseia los epitopes 6xhis y cMyc y
era importante incluirlos dadas las ventajas que estos otorgan en la deteccion (mediante western
blot) de la proteina en cuestidén. Se transformaron exitosamente bacterias E.coli XL1-Blue con la
construcciéon y se seleccionaron dos colonias transformantes para secuenciacién. Al analizar las
secuencias de las colonias transformadas concluimos que no poseia ningun error en su
composicion y que se respeta el marco de lectura abierto.

Previo a la transformaciones de tomate, se llevd a cabo la transformacion de A. tumefasciens,
la cual media el proceso anteriormente nombrado. Para este fin se hizo uso de dos cepas
diferentes de A.tumefasciens, C58C1 y LBA4404 y se aplicaron protocolos diferentes de
transformacion, reportados de alta efectividad con las dos cepas utilizadas. Se aplicd protocolo de
transformacién quimica por CaCl2 para C58C1 y electroporacién para LBA 4404, obteniéndose un
gran numero de transformantes para ambos eventos. Mediante ensayos de PCR y secuenciacién se
confirmd el éxito en las transformaciones de A.tumefasciens.

Se llevd a cabo la transformacién de tomate MoneyMaker con la construccion PRK2-his-myc-
PROK2 utilizando las dos cepas de A.tumefasciens con protocolo que ha probado ser efectivo
cuando se aplicd a cultivares comerciales de tomate. Los explantos usados para tal fin fueron los
hipocdtilos y cotiledones, obteniéndose mejores resultados con los primeros ya que mostraron
mayor capacidad de regeneracién y menor contaminacion. Se obtuvieron dos plantas resistentes a
kanamicina, de las cuales una de ellas, mediante procedimiento de PCR de tiempo final, confirmd
la presencia del cassette modulador 35S-PRK2-his-myc. La planta transformante fue
micropropagada y analizada en frascos in vitro junto con MoneyMaker y el control de
transformacion, en busqueda de diferencias fenotipicas como caracteristicas en el desarrollo,
diferenciacion, velocidades de crecimiento y forma del entrenudo. Se observé en primera instancia
qgue, en lineas generales, la planta transformante y el control de transformacién poseian un
aspecto muy similar a MoneyMaker, volviéndolas indistinguibles entre si. La planta transformante
fue transferida de medio in vitro a macetas con tierra, continuando hasta ahora con el analisis
fenotipico.

Se realizaron extracciones de proteinas hidrofilicas e hidrofébicas de plantas de tomate
transformante y MoneyMaker con el fin de analizar y comparar los patrones de expresion proteica
y la posible deteccion del receptor de papa PRK2-his-myc. Se realizaron procedimientos de
electroforesis en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE, y se tifiieron con métodos de Coomasie
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y nitrato de plata. Se obtuvieron bandas mas claras con la tincién de nitrato de plata y se observo,
como era esperable grandes diferencias en las fracciones hidrofilicas e hidrofébicas, con una
concentracién mucho mayor en las primeras. Sin embargo, no se observaron diferencias notables
al comparar las mismas fracciones entre el tomate transformante y MoneyMaker. En torno a los
70kD, en el carril correspondiente a la fraccidn hidrofébica de tomate transformante se observaron
bandas que podrian corresponderse en tamafo molecular con PRK2 aunque no pudimos
corroborarlo. Similares bandas también se observaron en el tomate MoneyMaker, lo cual muy
posiblemente se deba a la existencia en tomate de proteinas hidrofdbicas de similar peso
molecular que PRK2.

El analisis de proteinas se continud con la realizacidon de un ensayo de Western blot con el
objetivo de detectar la presencia del receptor PRK2 en las muestras de proteinas hidrofilicas e
hidrofébicas de tomate. Se realizé el procedimiento empleando un kit de quimioluminiscencia. Se
corrieron muestras proteicas de tomate transformado y MoneyMaker y como control positivo se
utilizé una muestra de extraccion proteica que contenia dominio kinasa de PRK3 expresada en
levaduras. Se observé una banda con peso molecular similar a PRK2 en el carril correspondiente a
las proteinas hidrofdobicas de tomate transformante, sugiriendo la expresién de dicho receptor. En
el carril de proteinas hidrofilicas de tomate transformante no se observé banda alguna, mientras
gue en ambas muestras de MoneyMaker tampoco se observo ninguna banda. El control positivo
generd dos bandas, las cuales no se corresponden con el peso molecular de PRK3 kinasa pero es
probable que las proteinas en levaduras estdn sometidas a procesos de modificaciéon post-
traduccionales. En nuestro laboratorio conocemos de este efecto al expresar proteinas vegetales
en distintos microorganismos. Segun nuestros resultados, concluimos que el procedimiento de
western fue exitoso ya que se captaron bandas en los carriles esperados (muestra hidrofébica de
tomate transformante y control positivo) y la banda obtenida perteneciente a tomate se
corresponde aproximadamente con el tamafio de PRK2 indicando la presencia del receptor de
papa en las muestras proteicas de tomate.

Se realizé con éxito la puesta a punto de infecciones fungicas en tomate. El objetivo de las
mismas radicé en reproducir las condiciones éptimas de infeccion de tomate con las especies de
hongos fitopatégenos Botrytis cinerea y Colletotrichum gloeosporioides. Se ensayaron 3
concentraciones diferentes para ambas especies de hongos: 5.10exp4, 1.10exp5 y 5.10exp5. Se
concluyé que la concentracién éptima para analizar los sintomas de infeccién en hojas de tomate
es de 1.10exp5. Esta concentracion seria la aplicada para experimentos posteriores.

Se llevaron a cabo analisis in silico de receptores CRKs de tomate. Se realizaron busquedas
de nuevos CRKs en bases de datos conocidas las cuales sabemos contienen un gran nimero de
genes anotados de tomate y otras especies vegetales. Para la ejecucién de las busquedas se utilizd
la secuencia del receptor StPRK2 de papa como templado debido a que investigaciones anteriores
encontraron algunos receptores de alta homologia con el mismo en tomate. Cada uno de los
receptores fue analizado en detalle con programas informaticos, generando informacion relativa a
gen, promotores, ARN, proteinas, relaciones genéticas y posible funcién bioldgica. Se comenzé con
la busqueda de CRKs por homologia de secuencias proteicas y pertenencia a la familia PFAM01657.
Se realizaron alineamientos de secuencias y se probé que los receptores pertenecientes al grupo
de los CRKs de tomate son 16 y no 18 como se pensaba inicialmente. Se observd que varian en
aspectos como el tamafio molecular (de 45 a 96kD), caracteristicas directamente relacionadas con
el peso molecular como la cantidad de mddulos DUF26 (1 o 2) y cisteinas vinculadas al
plegamiento (2 a 5) y otros aspectos como el punto isoleléctrico (de un ph=5,29 a ph=9),
demostrando la existencia tanto de diferencias como similitudes en la composicién aminoacidica y
carga de los CRKs. Por otra parte, se observd que todos los CRKs poseen 3 dominios bdasicos:

52



dominio externo con modulos DUF26, dominio transmebrana reconocible y dominio quinasa
intracelular. Pudo comprobarse que todos se ubican en la membrana plasmatica de las células
vegetales, aunque 4 de ellos no mostraron péptido seiial, lo cual resulta interesante y nos hace
plantear la pregunta de si existe algin mecanismo celular que permita transportar y ubicar a una
proteina en un lugar especifico sin la necesidad de utilizacion de un péptido sefial. El programa
AgriGo demostrd que se trata de quinasas activas, lo que se esperaba.

El analisis a nivel de ADN mostrd datos nuevos muy interesantes. Primeramente la ubicaciéon
cromosémica: los 16 genes se ubican en solo 5 cromosomas, de los cuales 7 se encuentran en el
cromosoma 2. Es altamente probable que varios de los genes que se encuentran en el mismo
cromosoma hayan surgido por duplicaciéon génica. Luego se analizd la presencia de repetidos en
tdndem en los locus de cada gen CRK: se observd que 14 de 16 genes de CRKs presentan repetidos,
algunos incluso en 5 o 6 repeticiones lo cual es llamativo. Lo hallado aqui puede ser un indicativo
de la importancia funcional de varios de estos genes. Otro dato a considerar es que se halld solo un
transcripto para cada gen; si bien este dato no es indicativo de la existencia de splicing alternativo
para los CRKs, tampoco la refuta. Seguiremos estudiando para aprender mds sobre formas
alternativas para cada CRK.

Posteriormente se estudid la composicion de secuencias promotoras. Se encontré que
poseen elementos o motivos de respuesta a 4 de las principales hormonas vegetales relacionadas
con la defensa vegetal: ABRE (acido absisico) CGTGA (jasmonatos) ERE (etileno) y TCA (acido
salicilico). Se hallaron elementos WUN, BOX-W1, STRE y MYB los cuales son elementos asociados
con la respuesta celular frente a heridas, elicitores fungicos, estrés por temperatura y humedad y
respuestas frente a sequia respectivamente. Estos hallazgos, sugieren el vinculo de los CRKs de
tomate con mecanismos de defensa de la planta frente a patdgenos de diferente naturaleza asi
como la posibilidad de que algunos de los CRKs se relacionen estrechamente con respuestas frente
a estrés abidtico, lo que se ha reportado en algunos CRKs de especies diferentes. Sumado a lo
anteriormente expuesto, es también posible que algunos CRKs desempeiien funciones vitales en el
desarrollo, fisiologia y ciclo de vida de las plantas de tomate. Los resultados obtenidos aqui
sugieren una complejidad funcional considerable y hasta ahora desconocida en estos receptores.

Se realizaron ensayos de qPCR con el fin de analizar y comparar los niveles de expresién
génica de CRKs de tomate. Segun las pruebas de eficiencia de primers, solo 5 de ellos podian
utilizarse para estudiar la expresion génica. Segun lo obtenido, los resultados de gPCR respaldan la
hipdtesis de que algunos CRKs de tomate podrian estar implicados en mecanismos de defensa
frente a patégenos, ya que observamos una clara sobreexpresion de 2 genes (de 4 analizados) en
muestras de tomates infectados con Botrytis c. En este trabajo, Unicamente se analizd la expresién
frente a una especie de patdégeno y en una sola condicion de infeccidn, lo cual puede servir como
plataforma para la realizacion de futuros ensayos de andlisis de expresion frente a infecciones con
patégenos de diferente naturaleza, como por ejemplo Pseudomonas syringe, también un
importante patdégeno de tomate. Serad necesario redisefiar los primers para analizar la expresion
de los restantes CRKs de tomate.

En el presente trabajo, se abordd la tematica de los CRKs de tomate con el fin de contribuir
con el conocimiento de estos importantes receptores celulares desde la dptica de las interacciones
entre plantas y patdgenos. Estos receptores en tomate no se habian abordado con profundidad, lo
que constituyd una motivacidon para la realizacion de la investigacién. Segun lo obtenido, no
solamente encontramos indicios que sugieren la participacién de los CRKs en la defensa de tomate
frente a patdgenos, sino que ademas podrian desempefiar roles de elevada importancia en la
respuesta de la planta frente a diferentes tipos de estrés abidtico e incluso en el desarrollo y ciclo
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vital. Podremos emplear esta investigacion como punto de partida para seguir analizando esta
familia de receptores en tomate, falta mucho para alcanzar un conocimiento tangible de ellos.

Materiales y Métodos

Especies vegetales utilizadas.

Se usaron ejemplares axénicos de Solanum lycopersicum cv. MoneyMaker, micropropagados
in vitro en medio de cultivo MS2% (20g/L sacarosa, 0,5g/L MES, 4,3 g/L MS sales, pH5,7), a 22 °C
con un fotoperiodo de 16 horas de luz, con un flujo de fotones de 100pumol.m-2.s-1. Las semillas
empleadas para el crecimiento de las plantas in vitro fueron extraidas de tomates cultivados en
invernadero, procediendo de la siguiente manera: Los tomates una vez maduros, con un color y
aroma caracteristicos, fueron retirados de las plantas y seccionados de manera de separar sus
semillas. Las mismas fueron colocadas en bandejas pldsticas con papel permitiendo escurrir el
liquido y pulpa asociados para posteriormente ser transferidas a tubos falcon con 8% de acido
clorhidrico. Se dejaron agitando por 30 minutos a temperatura ambiente y luego se enjuagaron
con abundante agua del grifo utilizando una rejilla plastica. Se colocaron en otros tubos falcon
conteniendo agua y se dejaron agitando nuevamente. Se volvieron a enjuagar y se transfirieron a
placas de petri para secarse a temperatura ambiente durante al menos 3 dias.

Especies y cepas bacterianas utilizadas.

La cepa bacteriana utilizada fué la XL Blue (Escherichia coli), que posee un genotipo
cromosomal recAl (carece de recombinasa A funcional) y es cominmente empleada en estudios
genéticos y biotecnoldgicos (Sambrook y Russell 2001). Se contaba con numerosos stocks de
células competentes de XL Blue a -80c. Respecto a Agrobacterium tumefasciens se utilizaron las
cepas C58C1 (Ashby el al., 1988) y LBA 4404 (Deschamps et al., 2016), ambas altamente efectivas
para la transformacién genética de numerosas especies vegetales, algunas de ellas comerciales.

Vectores.

Para la realizacion de la construccion PRK2-PROK2 se utilizdé a pPICZAalfa
(https://www.lifescience-market.com/plasmid-c-94/ppicz%25CE%25B1c-p-63745.html) como
vector intermediario en el que se realizd parte de la construccidén del cassette de expresion del
receptor PRK2 el cudl fue posteriormente clonado al vector binario de PROK2
(http://signal.salk.edu/tdna_protocols.html).
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Gliceroles.

Respecto a la E.coli XL1 Blue, los gliceroles fueron realizados segun lo siguiente: Se generaron
cultivos liquidos en medios LB (o LB con kanamicina, segun el caso), y se dejaron incubando de 16
a 18 horas a 370 C. Se agregd 0,6 ml de cultivo y 0,4 ml de glicerol estéril en un tubo cryovial, se
mezcld utilizando un vortexeador e inmediatamente se guardd en el freezer -800C (Sambrook vy
Russell 2001). Para los gliceroles de A. tumefasciens cepas C58C1 y LBA 4404, se procedid de
manera similar que en XL1 Blue pero con diferencias en la temperatura (280C) y antibiéticos (se
afiade el claforan).

Extraccion de ADN plasmidico de E.coli.

Para las extracciones de ADN plasmidico de XL1 Blue, se utilizaron los reactivos de
GenCatchR Plasmid DNA Miniprep Kit (Epoch Biosciences, USA) y se procedié segun el protocolo
qgue se describe a continuacion. Se realizaron precultivos con 5ml de medio LB con colonias
aisladas frescas de placas, usando la kanamicina a una concentracién de 100 pg/mL como
seleccion y se incubdé a 370 C toda la noche. Para la extraccion del ADN plasmidico, dichos
precultivos se centrifugaron por 2 minutos de manera de “pelletear” las células. Luego se
resuspendieron las células en 200ul de solucion MX1 y se agregaron 250 pl de Buffer MX2
invirtiendo el tubo unas 6 veces. Se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se agregd
350 ul de buffer MX3 invirtiendo el tubo unas 5 veces. Se centrifugd a 13.000 rpm por 10 minutos
y se recuperé el sobrenadante, el cual fue introducido inmediatamente en una columna
GenCatchR que habia sido anteriormente colocada sobre un tubo de coleccién. Se centrifugd a
5000 rpm por 1 minuto y se descarté el flow-trough. Se agregd 500ul de buffer WN, se centrifugd
la columna 1 minuto a 9000 rpm y se eliminé el flow trough. Se colocé 700ul de buffer WS y
nuevamente se centrifugd a 9000 rpm pero por 30 segundos. Se deseché el flow-trough. Se
centrifugd a 13000 por 2 minutos con el objetivo de eliminar el etanol residual (ya que el mismo es
capaz de interferir negativamente con posteriores ensayos a los que pueda someterse el ADN
plasmidico). Por ultimo se colocé la columna en tubo Eppendorf nuevo, se agregé 30 ul de buffer
de elucién y se centrifugd a 13000 rpm durante 2 minutos. Se almacend la muestra a -200C.

Extraccion de ADN plasmidico de Agrobacterium
tumefasciens.

Las extracciones de ADN plasmidico de Agrobacterium tumefasciens se realizaron siguiendo
un protocolo similar al de XL1 Blue, pero con la adicién de algunas variaciones, utilizando los
reactivos de GenCatchR Plasmid DNA Miniprep Kit (Epoch Biosciences, USA) y se procedié segun
como se describe a continuacidn. Se realizaron precultivos con 30ml de medio LB con colonias
aisladas frescas de placas, usando la kanamicina a una concentracién de 100 pg/mly 250ug/ml de
claforan antibidticos como seleccién y se incubd a 280 C toda la noche. Para la extraccién del ADN
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plasmidico, dichos precultivos se centrifugaron por 3 minutos. Luego se resuspendieron las células
en 200pl de solucion MX1 y se agregaron 250 ul de Buffer MX2 invirtiendo el tubo unas 8 veces. Se
incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente y se agregd 350 pl de buffer MX3 invirtiendo el
tubo unas 5 veces. Se centrifugd a 13.000 rpm por 10 minutos y se recuperd el sobrenadante, el
cual fue introducido inmediatamente en una columna GenCatchR. Se centrifugé a 5000 rpm por 1
minuto y se descartd el flow-trough. Se agregd 500ul de buffer WN, se centrifugd la columna 1
minuto a 9000 rpm vy se elimind el flow trough. Se colocd 700ul de buffer WS y nuevamente se
centrifugd a 9000 rpm pero por 30 segundos. Se deseché el flow-trough. Se centrifugd a 13000 por
2 minutos con el objetivo de eliminar el etanol residual. Por Ultimo se colocd la columna en tubo
Eppendorf nuevo, se agregd 30 ul de buffer de elucidon previamente calentado a 700C y se dejd
reposando por 10 minutos. Se centrifugd a 13000 rpm durante 2 minutos, se retiré la muestra y se
almacend a -200C.

Medicion de la concentracion de ADN.

La determinacién de la concentracién de de ADN en las muestras se llevé a cabo con el uso
de un nanodrop o espectrofotdmetro de microvolimenes marca Eppendorf del laboratorio de
Fisiologia Vegetal.

Reacciones de PCR de tiempo final.

Se realizaron varios ensayos de PCR, con diferentes finalidades. El primero de ellos se levo a
cabo con el objetivo de amplificar el fragmento correspondiente a prk2-his-myc a partir del ADN
plasmidico perteneciente al vector pPICZAalfa. Los primers empleados en este ensayo fueron
PRK2-GF1 (forward) y PRK3-PYES (reverse) cuyas secuencias son AGGATGGTTGCCCGTCTACTTG y
TCTGGGCGTGCGAGCGAGCAAG respectivamente. Estos primers permiten extraer toda la secuencia
de prk2 desde el coddn de inicio hasta los epitopes his y myc. La master mix de la reaccién se
describe en la figura 25.Luego se realizaron ensayos de colony PCR para confirmar presencia de
cassette modulador 35S-prk2-his-myc-PROK2 en colonias transformantes de XL1 Blue vy
Agrobacterium tumefaciens cepas C58C1 y LBA4404. Los primers utilizados para éstas reacciones
fueron 3551 (forward) y PRK2-PW1 (reverse) cuyas secuencias son AAGTGTGCGCGAGCGAGCG y
CACGAGCGAGCTGTTAGCTAG respectivamente. La mdaster mix de la reaccion se describe en la
figura 26. Por ultimo se realizé un ensayo de PCR para confirmar transformantes de tomate, con la
misma master mix y primers utilizados para las reacciones de colony PCR anteriormente

Mezcla de reaccion. Mezcla de reaccién 2.
Buffer taq con MEC......veeeeeeeeeeeiieeeeeee e Sul Buffer tag con MgCl.......ocooei 2ul
ANTPS(LONM)-rrrrrereeereeeeveerecenesneasneesseesnnnnnne 0,6ul | |ANTPS (LONM). oo 0,4ul
Primer 5 (10Nm). e eraiaeees s esassae e 1ul Pr!mer 5:{10nm} """"""""""""""""""""""""""""" Lul
Primer 3" (10Nm) . e esaiieees s e e avsnen e 1ul Prlmer.3 e Lul
TG PONMEIASAooooooooooooooooooooooooooooo 1ul Taq Polimerasa..........coooeeeeeieicee e, 1ul
MUESTTA ADN. .. aaaaes 1ul
MUESTIa ADN. ..o s e 1ul ABUAPCR oo 13,60l
ABUE PCR oo, 40,4ul Totalii s —————————— 20ul
L1+ £ | S 50ul

Figura 26. Mezclas de reaccion (master mix) utilizadas en los ensayos de PCR.



nombrados. Los ensayos de PCR se realizaron segin Sambrook y Russell (2001), utilizando un
termociclador R225 (Eppendorf, USA) y siguiendo el mismo programa de ciclado que se muestra en
la tabla 4.

Numero Ciclos Temperatura (c) Tiempo (minutos)
1 94 5
94 0,5
30 55 0,5
72 2
1 72 7

Tabla 4. Ciclado utilizado para nuestros ensayos de PCR.

Extracciones de productos de PCR.

Para el procedimiento, se utilizé el manual y reactivos de GenCatchR PCR Purification Kit
(Epoch Biosciences, USA). Brevemente, se pipeted 100uL de producto de PCR en un tubo
Eppendorf estéril y se mezcld con 0,5 ml de solucidn PX. Se colocd una columna GenCatchTm en un
tubo de coleccién y se vertid la mezcla en la columna. Se centrifugd a 5000rpm por 1 minuto y se
descarto el flow trough. Se lavd la columna agregando 0,5mL de solucion WN y centrifugando a
5000rpm por 1 minuto. Se lavd nuevamente la columna pero utilizando solucion WS y se
centrifugd a 13000 rpm eliminando el etanol remanente. La columna fue colocada en un tubo
Eppendorf nuevo, se agregd 30ul de buffer de elucién y se dejé reposando a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Cumplido el lapso se centrifugd a 13000 rpm por 2 minutos y se
guardod la muestra a -200C.

Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Las electroforesis de ADN fueron realizadas segun manual Current Protocols (Ausubel et al.,
2003). Para los geles, se disolvio la agarosa hasta llegar a 1% en buffer TAE 1X (0.04 M Tris-acetato,
0.001 M EDTA). Los geles se tifieron con bromuro de etidio (10 pg/ml). Las muestras se mezclaron
previo a su cargado en el gel, con buffer de carga diluido a la quinta parte (Buffer carga 5X: Ficoll
20% m/v; EDTA pH 8.0 50 mM; Bromophenol blue 0.05 m/v; Xylenecyanol blue 0.1% m/v). Las
corridas se realizaron en cubas electroforéticas con el gel sumergido en buffer TAE 1X a un voltaje
de entre 90 y 120 Volts en fuente de poder EPS-301 (AmershamR, GE HealthCareTM, England).
Como marcador de peso molecular se utilizé6 ADN del fago A digerido con la enzima Pstl (A/Pstl) lo
gue permitié estimar el tamano de los fragmentos analizados. Ademads, este marcador permite
estimar la concentracidn de la muestra ya que el ADN A tiene 48.502 nucledétidos y se siembra 1 ug
del mismo, por lo que comparando la intensidad de las bandas de las muestras con las bandas del
marcador se puede estimar las concentraciones de las muestras. Luego de finalizadas las corridas,
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los geles fueron visualizados y analizados en un transiluminador M100 (Biorad, USA), laboratorio
de Virologia Molecular, donde fueron registrados fotograficamente.

Extraccion de bandas en gel de agarosa.

Para este procedimiento se hizo uso del manual y los reactivos de QiaQuick Gel Extraction Kit
(QiagenTM, Germany). Se cortd el fragmento del gel de agarosa que contenia la banda de interés
con un bisturi. Se peso el fragmento en un tubo Eppendorf y se le agregd 3 voliumenes de buffer
QG a 1 volumen de gel. Se incubé a 500C por 10 minutos de manera de disolver el gel en el buffer.
Se agregd 1 volumen de isopropanol y se mezcld por vortexeador hasta disolver. Se colocé una
columna quiaQuickTM en un tubo de coleccidn, se agregd la muestra en la columna y se centrifugé
la misma 1 minuto a 13000rpm descartando posteriomente el flow trough. Se agregd 0,75mL de
buffer PE a la columna y se centrifugd 1min a 13000rpm. Se centrifugd nuevamente por 1min a
13000rpm para eliminar el etanol residual. Se colocé la columna en Eppendorf estéril y se agregd
30ul de buffer E. La muestra fue dejada en reposo durante 1 minuto, se centrifugd durante 1
minuto a 13000 rpm y se guardd a -200C para posterior uso.

Ligacion de secuencias de ADN para la construccion.

Para el proceso, se siguié el manual de ligacion de Molecular Cloning (Sambrook y Russell
2001) y se hizo uso de la ligasa T4 (Promega USA TM). Se estimaron las concentraciones de las
muestras digeridas por medio de visualizacién en gel de agarosa, comparando las bandas
correspondientes a estas con las bandas presentes en el marcador de peso molecular (cuyas
concentraciones son conocidas). Las concentraciones fueron valoradas aproximadamente en:
18ng/ul para Stprk2 y 180ng/uL para PROK2. Teniendo en cuenta las concentraciones se agregaron
2uL de digestion PROK2, 15uL de digestion Stprk2 (relacidon volumen/volumen Stprk2/PROK2 fue
de 7.5 a 1), 1uL de ligasa T4 y 2ulL de buffer de ligacion (Promega USA TM) dando lugar a un
volumen total de reaccién de 20ul. Se incubd la reaccion a temperatura ambiente durante 3 horas
y posteriormente se inactivaré a 700C por 10 minutos. La muestra de ligacién se guardé a -200C.

Transformacion genética de bacterias.

Para la transformacion de Escherichia coli XL1 Blue se siguié el manual de Molecular Cloning
(Sambrook y Russell 2001). Se plaquearon bacterias de la cepa XL1 BLUE en placas de LB y se las
dejo incubando overnight a 370C. Se selecciond 1 colonia y con un ansa estéril, se colocé en un
tubo Eppendorff con 100 ul de CaCl2 1M y se dejé reposando en hielo por una hora. Luego se
agregd 4ul de muestra de ligacion Stprk2-PROK2 y se dejé reposando en hielo por una hora.
Pasado el lapso se realizdé un shock de calor a 370C por 3 minutos en el termoblock e
inmediatamente se le agregd 400 ul de medio LB para dejar incubando a 370C con agitacién. Por
ultimo, las muestras fueron subcultivadas en placas con medio selectivo y se crecieron overnight.
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Transformacion genética de Agrobacterium tumefasciens.

Para a la transformacidon de Agrobacterium tumefasciens cepa C58C1 se procedid de la
siguiente manera. Se plaquearon colonias en placas de LB con 100ug/ml de estreptomicina (st) y
20ug/ml de rifampicina (rif) y se las dejé incubando overnight a 280C. Se seleccioné 1 colonia y
con un ansa estéril, se colocd en un tubo Eppendorff con 100 pul de CaCl2 1M y se dejé incubando
en hielo por una hora. Luego se agregd 5ul de muestra de ligaciéon Stprk2-PROK2 y se dejé
reposando en hielo por una hora. Pasado el lapso se realizé un shock de calor a 420C por 3
minutos en el termoblock e inmediatamente se le agregé 400 ul de medio LB para dejar incubando
a 280C con agitacion. Por ultimo, las muestras fueron subcultivadas en placas con medio selectivo
con los antibiéticos km, rif y st y se crecieron overnight.

Respecto a la transformacion de Agrobacterium tumefasciens cepa LBA 4404, se empled un
protocolo de electroporacidon que se describe a continuacién. Primeramente, se generaron las
células competentes que luego serian transformadas mediante electroporacidn. Para ello se cultivo
una colonia de LBA 4404 en 5ml de medio YEP liquido (10g/| extracto de levadura, 10g/| peptonay
5g/I cloruro de sodio, ph=7) con 20ug/ml de rifampicina en agitacidn overnight. Luego se pasaron
2,5ml del cultivo liquido a 250ml de medio LB y dejando crecer hasta alcanzar una OD600 de 0,8 y
se centrifugd a 4000g durante 5 minutos y 40C eliminando luego el sobrenadante. Las células se
resuspendieron en 50ml agua estéril fria, se colocaron en un tubo falcon y se repitid el ciclo de
centrifugacion-resuspension en 50ml de agua estéril fria 3 veces mas. El sedimento bacteriano se
resuspendid en 1,25ml de 10% glicerol y se distribuyd en alicuotas de 50ul por tubo eppendorf, se
congelaron en nitrogeno liquido y guardaron a -800C. Para la transformacion mediante
electroporacion, un tubo con 50ul de células competentes se incubd en hielo por 5 minutos y, una
vez que se descongeld se agregd 2,5ul de miniprep de PR2-PROK2 y se mezclé. Se transfirid la
mezcla a una celda de electroporacién enfriada, se colocé la celda en un electroporador
GenePulser (BioRad) y se procedid segun manual de manufacturador. Los parametros de
electroporacion utilizados fueron (para celda de 1mm): capacitancia=25uF, resistencia=200 ohmios
y voltaje=2,4kV. Inmediatamente luego del pulso eléctrico se agregé 1ml de medio YEP, la
suspension bacteriana fue transferida a un nuevo tubo eppendorf y se incubd a 280C con agitacién
durante 4 horas. Pasado el lapso el cultivo se plaqued en medio LB conteniendo kanamicina y se
dejo cultivando a 280C por tres dias, con las placas dadas vuelta.

Transformacion genética de plantas de tomate.

A continuacidén se resume el protocolo de transformacion que utilizamos, el cual consiste en
una adaptacion del protocolo descrito por Sharma y colaboradores (Sharma et. al., 2009).

Los cotiledones e hipocétilos de plantas de 10 dias de edad se utilizaron como explantes de
transformacion. Para generar dichos explantes, semillas de Solanum lycopersicum cultivar
MoneyMaker fueron tratadas con 5% de detergente durante 15 min en agitacion vigorosa, seguido
de lavado con agua corriente en rejillas de plastico por 10 minutos. Las semillas fueron luego
esterilizadas superficialmente con 4% hipoclorito de sodio durante 12 min con agitacién
intermitente, seguido de 4-6 lavados con agua estéril. Las semillas fueron secadas con papel
esterilizado y sembradas en frascos de vidrio (base de 10 centimetros) con medio de germinacién
(2,15gs medio basal MS, 0,56gs vitaminas Gamborg B5, 15gs sacarosa, 8gs de agar) a 280C, ciclo de
16 horas de luz y 8 de oscuridad y 40W de potencia luminica. Después de 10 dias de crecimiento,
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se extrajeron los cotiledones e hipocodtilos de las plantulas. Los cotiledones se cortaron en la punta
y la base, quedando segmentos de aproximadamente 0,7 cm x 1,0 cm de tamafio y se colocaron en
placas con medio de precultivo (4,3gs medio basal MS, 1,12gs vitaminas Gamborg B5, 15gs de
sacarosa, 8gs agar y 2mg/ml de BAP) durante 48 horas a 28 ° C con la superficie adaxial en
contacto con el medio. Paralelamente se realizaron cultivos liquidos con Agrobacterium
tumefasciens cepas C58C1 y LBA4404 conteniendo el vector de transformacion prk2-PROK2. Las
mismas fueron crecidas en LB con agitaciéon durante 72hs 28 ° C y 200 rpm. Las células se
centrifugaron a 5000 rpm y se lavaron con medio liquido de lavado (4,3gs medio basal MS, 1,12gs
vitaminas Gamborg B5, 15gs de sacarosa). El pellet se resuspendié en 10 ml de medio de lavado y
la densidad celular bacteriana se midié usando un espectrofotometro (ThermoScientific). Se ajustd
la concentracion final de trabajo a un valor de 1 OD600 (equivalente a 1x10exp8 células por
mililitro) diluyéndola con medio de lavado. Explantes sanos que respondieron al precultivo, se
incubaron en la suspensidn bacteriana durante 30 min e invirtiendo el tubo cada 10 min durante el
proceso. Los explantes se secaron sobre papel de seda estéril y cocultivado con Agrobacetrium en
el mismo medio de precultivo durante 48-72 h a 28 ° C con 50-80 explantes en cada placa de Petri
de 9cm. Después de la etapa de cocultivo, los explantes se lavaron 4-5 veces con medio de lavado,
se secaron sobre papel estéril y se transfierieron a medio de seleccion (4,3gs medio basal MS,
1,12gs vitaminas Gamborg B5, 15gs de sacarosa, 8gs agar ,1 mg /I de trans-zeatina, 100mg/I
kanamicina y 500mg/| de claforan). Para esta etapa, cada placa de Petri (9 cm) contaba con 20-25
explantes y se cultivaron bajo una luz de 16hs luz/ 8hs oscuridad a 28 ° C. Explantes que mostraron
regeneracion o desarrollo de callos se subcultivaron en nuevas placas de medio selectivo cada 15
dias. Los brotes regenerados cuando alcanzaron 4cm de altura aproximadamente fueron
extirpados desde el callo y transferidos a medio de enraizamiento ( 4,3gs medio basal MS, 1,12gs
vitaminas Gamborg B5, 15gs de sacarosa, 8gs agar, 100mg/| kanamicina y 500mg/I de claforan) y
medio de germinacién con seleccion (2,15gs medio basal MS, 0,56gs vitaminas Gamborg B5, 15gs
sacarosa, 8gs de agar). Brotes que no produjeron raices después de tres semanas de su
transferencia al medio de enraizamiento fueron descartados. Esas plantulas que lograron un buen
desarrollo de brotes(™ 8
cm de altura) fueron micropropagadas de manera de aumentar el nimero de individuos de cada
linea.

Extraccion de ADN de tomate.

Para la realizacion de la actividad se utilizaron los reactivos y el protocolo de DNAeasy Plant
Mini Kit (Qiagen), cuyos pasos se resumen a continuacion. Se pesaron 100mg de tejido foliar de
tomate e inmediatamente se procedié a su molienda con la ayuda de un mortero y nitréogeno
liguido. Se agregaron 400ul de buffer AP1 y 4ul de RNAsa A (100ug/ml) al tejido lisado y se mezcld
inmediatamente por vortex. Se incubd la mezcla a 650C durante 10 minutos, inviertiendo el tubo
tres veces durante el lapso indicado. Se agregaron 130ul de solucién P3 y la muestra fue incubada

en hielo por 5 minutos.
Se centrifugd la muetra 5 minutos a 20,000 x g y se pipeteod el lisado a una columna QlAshredder
Mini spin ya colocada en tubo de coleccién de 2ml.

Se centrifugd la muestra en columna 2 min a 20,000 x g. Se recuperd el flow trough y el mismo fue
transferido a un tubo esteril. Se agregaron 1,5ml de buffer AW1 y se mezcldé rdpidamente. La
muestra fue transferida a una columna DNAeasy Mini Spin y se centrifugd a 1 minuto a 26000 x g.
En esta oportunidad se elimind el flow trough. Se agregaron 500ul de buffer AW2 en la columna y
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se centrifugd por 1 minuto a 26000 x g. Se elimind el flow through. Se agregaron nuevamente
500ul de buffer AW2 y se centrifugd a 20,000 x g por dos minutos. La columna fue luego
transferida a un tubo de 1.5ml y se pipeted 100 pl Buffer AE directamente en la membrana. se
incubd 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd 1 minuto at 26000 x g para eluir ADN
gendmico.

Secuenciacion de ADN.

Para las secuenciaciones de ADN se contrataron los servicios de secuenciacion de la Unidad
de Biologia Molecular (UBM) del Institut Pasteur de Montevideo. La concentracidon aproximada de
ADN plasmidico fue de 100 ng/uL en un volumen total de 7 pl, mientras que la cantidad de
cebador utilizada fue de 5 picomoles aproximadamente. Se utilizaron los cebadores forward 3551y
reverse PlICalfa, cuyas secuencias se presentan a continuacién. Los cromatogramas generados a
partir de las secuenciaciones fueron analizados con programas informaticos como Bioedit vy
MEGAX.

Mantenimiento de hongos y realizacion de ensayos de
infeccion en tomate.

Se selecciond al hongo fitopatégeno Botrytis cinerea para la realizacion de ensayos de
infeccion en plantas de tomate. Estos hongos fueron mantenidos en placas de medio Potato
Dextrose Agar o PDA (polvo de papa deshidratada 4g/l, dextrosa 20g/l y agar 15g/l) y subcultivados
a nuevas placas cada 3 semanas. Respecto a la extraccién de esporas, las placas candidatas fueron
observadas con una lupa procurando visualizar esporas sobre el micelio. Una vez vez seleccionadas
las placas, al lado de un mechero se agregé 5ml aproximadamente de agua miliQ estéril sobre el
micelio y se rastrillé con herramienta de vidrio hasta generar una suspensién turbia la cual luego se
transfirié a un tubo falcon, se colocaron 200ul de la suspensidn a una cdmara de Neubauber, se
observaron al microsépio Optico y se procedid a realizar el conteo de esporas. A partir del
resultado anterior, se ajustd la concentracidn de esporas con el agregado de agua estéril. Para los
ensayos de infeccidn, se seleccionaron plantas de tomate cv MoneyMaker crecidas in vitro en
frascos con medio MS al 2% vy se utilizaron hojas comprendidas entre la posicién 3-5 contando
desde el apice, a las cuales se les realizé una pequeia abertura sobre la cara adaxial con tip estéril.
En dichas aberturas se colocaron 5-10ul de la suspensién de esporas cuidando que la misma no se
deslice y caiga al medio. Se dejaron en las condiciones anteriormente nombradas (véase “Especies
Vegetales Utilizadas”) y extrajeron muestras en tiempos Ohs, 24hs, 48hs y 72hs.

Extraccion de ARN de tomate.

Se utilizaron los reactivos y el protocolo de RNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Alemania), cuyos
pasos se resumen a continuacion. Se pesaron 100mg de tejido foliar de tomate e inmediatamente
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se procedid a su molienda con la ayuda de un mortero y nitrégeno liquido. Se agregaron 450 pul de
Buffer RLT al tejido molido (auin congelado), se vortexed por unos segundos e incubd la muestra 1
minuto a 560C. Se transfirié el lisado a una columna de centrifugacion QlAshredder colocada en un
un tubo de coleccién y se centrifugd por dos minutos a maxima velocidad. El sobrenadante fue
extraido y transferido a un nuevo tubo eppendorf. Se agregaron 0,5 volimenes de etanol (96—
100%) a la muestra, se mezclé inmediatamente y transfirié a una columna RNAeasy en un tubo de
recoleccion. La muestra fue centrifugada durante 15 s a 28000 x g y se descartd el flow through. Se
agreguaron 700 ul de buffer RW1 a la columna RNeasy y se centrifugd durante 15 segundos a
>8000 x g de manera de lavar la membrana de la columna y el flow trough fue desechado. Fueron
agragados 500 ul de Buffer RPE a la columna y se centrifugd durante 15 segundos a >8000 x g
desechando luego el flw trough. Se Agregaron 500 pl de Buffer RPE a la misma columna de y se
centrifugd durante 2 minutos a 28000 x g como nuevo lavado de la columna. Se colocd la columna
en un nuevo tubo de coleccidon y se centrifugd a velocidad maxima durante 1 min. El objetivo de
ésta centrifugaci{on fue eliminar todo residuo de etanol. La columna fue colocada en un nuevo
tubo eppendorf de 1,5 ml, se le afiadio 30ul de agua libre de RNasa directamente y se centrifugd
durante 1 minuto a 28000 x g para eluir el ARN. La muestra eluida se conservé a -200C hasta nuevo
uso.

Retrotranscripcion.

Se procedid segun protocolo de Quantitect Reverse Transcription (Qiagen) el cual se resume
a continuacion. Se descongeld el ARN extraido en hielo. Paralelamente se descongeld buffer gDNA
Wipeout , transcriptasa reversa Quantiscript, buffer Quantiscript RT, RT Primer Mix y agua libre de
RNasa a temperatura ambiente (15-25 ° C) y se mezclé cada solucion moviendo suavemente los
tubos. Se centrifugd brevemente para recoger el liquido residual de los lados de los tubos, y luego
se almacenaron en hielo. Se Prepararon las reacciones de eliminacidon del ADN gendmico en hielo,
se mezclaron y almacenaron en hielo. Se Incubaron las muestras durante 2 minutos a 42 ° C. Luego
se colocaron inmediatamente sobre hielo. Se Prepard la master mix de transcripcidn inversa en
hielo. Se mezcld y almacend en hielo.
Luego se agregd la muestra de ARN del a cada tubo conteniendo master mix de transcripcion
inversa. Se mezclaron nuevamente, se incubaron en hielo y luego se calentaron durante 15
minutos a 42 ° C. Superado el lapso se incubd durante 3 minutos a 95 ° C para inactivar la
transcriptasa inversa. Ya finalizado el proceso de transcripcidon reversa, las muestras fueron
guardadas a -20 para luego ser empleadas en procedimiento de PCR en tiempo real.

Preparacion de muestras proteicas de plantas.

Se molieron 250mg de tejido foliar en nitrégeno liquido hasta generar un polvo fino. Las
muestras permanecieron congeladas hasta el siguiente paso. Se transfirieron las muestras a viales
de 2ml previamente enfriado a -20 C. Se agregaron 1,5ml de la solucién de metanol a cada
muestra, se vortexed por 30 segundos y se incubd a -20 C por 5 minutos. Se vortexed
periédicamente manteniendo las muestras a -20 C. Se centrifugd a 16000g a 4 C por 5 minutos y se
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quitd el sobrenadante de manera cuidadosa, conservando Unicamente el pellet. Se repetitieron los
pasos 3-5 dos veces mas y una vez finalizadas las repeticiones se golped el borde del tubo contra
una superficie dura para eliminar la solucidon de metanol. Se agregé 1,5ml de acetona previamente
enfriada a -20 C y se vortexed 15-30 seg, incubando la mezcla a -20 C por 5 minutos. Se centrifugd
a 16000g a 4 C por 5 minutos y el sobrenadante fue eliminado cuidadosamente. Se dejé secando a
temperatura ambiente durante 5-10 minutos y se repitid el paso con acetona. Se estimoé el peso de
la muestra, comparando con el peso del vial vacio. Se agregaron 6ul de Working Solution tipo 1 por
cada mg de muestra a temperatura ambiente. Se disolvid pellet por vortex, incubd a temperatura
ambiente por 15 minutos y se centrifugd a 16000g por 5 minutos. Se removid el sobrenadante,
correspondiente con la fraccién de proteina hidrofilica y cuidando de no afectar el pellet. Se
realizaron repeticiones de los pasos 12-14 usando 1,5ml de Working Solution tipo 1 e incubaciones
por 5 minutos. El sobrenadante fue desechado. Se agregaron 4ul de Working Solution tipo 4 por
cada mg de muestra, se disolvid pellet con vortex incubando luego a temperatura ambiente por 15
minutos. Se vortexed con frecuencia. Por ultimo se centrifugd a 16000g por 30 minutos y se
removié el sobrenadante (fraccién de proteinas hidrofébicas), colocandolo en un tubo nuevo. Las
fracciones de proteinas solubles e insolubles fueron almacenadas a -200C.

Medicion de las concentraciones proteicas.

Se estimaron las concentraciones de las muestras proteicas segun protocolo de Bradford
(Ausubel et al., 2003). Brevemente, se agito el reactivo de Bradford (SigmaR), procurando su
homogenizacion. Se prepararon los estandares proteicos de BSA (proteina de concentracién
conocida que se uso para estimar la concentracion de la mezcla proteica cuya concentracién es
desconocida) agregando solucién con BSA 2mg/mL y agua en diferentes tubos Eppendorf hasta
llegar a 0,05mL en forma de dilucién seriada. Se agregaron 0,05mL de extracto conteniendo
proteinas solubles en otros tubos. Tanto a los tubos con BSA como a los que contenian muestras
proteicas, se les agregd 1,5mL de reactivo de Bradford y se agitaron para homogenizar. Se pasaron
los contenidos de los tubos a celdas de espectrofotometria y se midié la absorbancia de muestras y
estandares a 595nm. Se compararon los valores de absorbancia de las muestras de las fracciones
hidrofilicas e hidrofébicas con los valores obtenidos de los estdndares de BSA y se estimaron las
concentraciones de dichas muestras, las cuales rondaron los 0,35-0,5 mg/ml (hidrofilicas) y 0,04-
0,05mg/ml (hidrofébicas).

Protocolo para aumentar la concentracién proteica.

Se procedié segun lo descrito por Wessell y Flugge (Wessell y Flugge 1984) como se describe
a continuacién. Se agregaron 150 ul de muestra de proteina en un tubo Eppendorf con una
concentracion de proteina que oscila entre 50-150ng/ul. A la muestra se le agregaron 600 pl de
metanol seguido de 150 ul de cloroformo y se mezcldé completamente mediante agitacion por
vortex. Luego se agregaron 450 pl de agua ultrapura Mq, se mezclé6 mediante vortex y se
centrifugd a 14,000xg durante 5 minutos. Se retir6 con cuidado la fase acuosa superior,
procurando no distorsionar el precipitado de proteina blanca formado entre las fases superior e
inferior. Se agregaron 450 pL de metanol, se mezclé nuevamente mediante agitacidon de vortex y se
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centrifugd a 14,000 xg durante 5 min, tratando de eliminar el metanol. Se centrifugd brevemente
para recoger el metanol residual en el fondo del tubo y se deseché cuidadosamente. Se dejaron los
tubos abiertos en la mesada de trabajo durante aproximadamente 10 minutos para permitir que el
metanol / cloroformo restante se evapore por completo. Se agregd 50ul de agua a la muestra de
proteinas en el pellet y se agité bien para disolverlo totalmente. La muestra fue almacenada a
-200C.

Analisis de proteinas mediante SDS-PAGE.

Se realizaron corridas electroforéticas en geles de poliacrilamida al 10% para visualizar la
proteina expresada (Sambrook y Russell 2001). Se procedid del siguiente modo: Gel de resolucién
(6 ml): 2.52 ml de H20 miliQ, 1,5 ml de 4x lower gel buffer pH 8.8 (36.4% Tris-HCI, 0,8% SDS), 1,98
ml de acrilamida:bisacrilamida (30:8), 3 ul de temed y 45 ul de persulfato de amonio (APS) al 10%.
Gel concentrador (3ml): 1,75ml de agua mQ, 0, 75ml de upper gel buffer PH=6,8 (6,05% Tris-HClI,
0,4% SDS), 0,5ml de acrilamida:bisacrilamida, 1.5ul de Temed y 10ul de APS 10%. El tiempo de
polimerizacion de gel fue de aproximadamente 1 hora.

Las muestras se procesaron de la siguiente manera: se tomaron 19 ul de cada una y se
mezclaron con 6ul de sample buffer 4X (3.02 g Tris Base, 40 ml glicerol, 8 g SDS, 20 mL b-
mercaptoetanol, 0.004g azul bromofenol, agua hasta alcanzar los 100ml) y se calentaron a 100 2C
durante 5 minutos. En cada pocillo del gel se sembré el mismo volumen de muestra (25 pl) cada
una con una concentracién de 0,8-1mg/ml y 0,05-0,150, fracciones de proteinas hidrofilicas e
hidrofébicas respectivamente. La corrida se realizd6 a 200 Volts. Las proteinas se corrieron con
running buffer 1X (running buffer 4X + 1% SDS). La tincidn con Coomasie se realizé segun protocolo
de rutina (Ausubel 2003) y se empled solucidon con azul de Coomasie (0.4 g Coomasie brilliant
blue,250 ml de isopropanol, 100 ml acido acético), durante 25 minutos con agitacion. Para la
destincidn, se utilizé buffer de destefiido (40% metanol, 10% acido acético) durante dos horas. La
tincion con nitrato de plata se realizd siguiendo protocolo de Shevchenko y colaboradores
(Shevchenko et. al. 1996), como resumimos aqui: el gel fue fijado en 50% metanol y 5% acido
acético durante 20 minutos. Se lavd el gel con 50% metanol durante 10 minutos. Se incubd el gel
en agua destilada a temperatura ambiente durante toda la noche y luego el mismo fue
sensibilizado en 0,02% de tiosulfato de sodio por 1 minuto. Se lavo el gel 2 veces con agua
destilada durante 1 minuto cada vez y se incubd en 0,1% de nitrato de plata durante 20 minutos a
40C. Se lavo el gel en agua destilada, se transfirié a un contenedor limpio y se repitié lavado. El gel
fue revelado en formalina (35% de formaldehido) al 0,04% y 2% carbonato de sodio. La tincidn fue
detenida alrededor de 1 hora después con 5% acido acético, momento en el cual se alcanzé el
color y la intensidad de banda deseados. El gel fue mantenido con 1% de acido acético.
4X running buffer: 12 g/l tris base y 57,68g/I de glicina.

Protocolo de Western blot para deteccién de PRK2.

Este procedimiento se utilizd para detectar PRK2 en muestras de lisis (extracto crudo) y
muestras de purificacion proteica (mediante columnas de NiNTA). Brevemente, éste procedimiento
consiste en la transferencia e inmovilizacién de proteinas desde un gel hasta una membrana sélida
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(por ejemplo nitrocelulosa). La membrana posteriormente es incubada con anticuerpo primario
(anti-epitope histidina en nuestro caso) y luego con anticuerpo secundario conjugado a enzima (el
anticuerpo secundario es capaz de reconocer y pegarse al primario). Se agrega una solucién con
sustrato que es procesado por la enzima y se produce una reaccién que puede detectarse por
diferentes maneras, en nuestro caso es una reaccidon quimioluminiscente que se detecta por
autoradiografia. Para la realizacién de este procedimiento se siguidé protocolo para western blot
humedo (Ausubel et al., 2003). Las muestras proteicas que fueron sometidas a este proceso se
corrieron por SDS-PAGE. Se agregdé en el mismo gel 5uL de marcador coloreado (Prestained
Molecular Marker, PierceTM). Posteriormente, el gel a transferir se equilibré en buffer de Towbin
(6, 14g/L de Tris base, 27,8g/L de glicina, 1g/L SDS y 200mL de metanol) y se prosiguidé segun
protocolo de miniEV Electroforesis and Electrotransfer Unit (AmershamR , USA) Se cortd la
membrana del mismo tamano que el gel, se sumergié en agua mQ y luego se dejé reposarde 3 a5
minutos en buffer Towbin. Se humedecid con buffer también el papel de filtro y las esponjas. Se
ensamblé el sdndwich de transferencia de la siguiente manera: Sobre una tapa o bandeja se colocé
el cassette de transferencia (miniEV Electroforesis and Electrotransfer Unit, AmershamR) y se
agregd, sobre el catodo (electrodo negativo), esponja, papel de filtro, gel, membrana, papel de
filtro, dos esponjas. Se cerrd el cassette por el dnado (electrodo positivo). Se coloco el cassette en
la cuba de transferencia y se agregé alrededor de 350 ml de buffer de Towbin previamente
refrigerado en el cassete cerrado. Se llend la cuba de transferencia con 1,8 litros de agua mQ
refrigerada. Se seted la unidad (AmershamR EP301) a 30V, la corriente hasta 350 mA por 2 horas y
se comenzd la transferencia. Cuando se cumplié el lapso de tiempo, se detuvo la transferencia y se
desensambld el cassette. La membrana se colocé en una bandeja, y se realizo tincién con colorante
Ponceau S (0,1% de Ponceau S de Sigma P3504, 5% acido acético) para visualizar el resultado de la
transferencia de proteinas. Se agit6 manualmente por 5 minutos y se lavé con agua destilada
(Ausubel et al., 2003).

Se Coloco la membrana en una bandeja pequefia y 50ml de buffer de bloqueo (2g/L caseina;
1g/L Tween 20; 6,07g/L Tris; 8,57g/L NaCl). Se dejo agitando suavemente overnight. Se realizé la
dilucién del anticuerpo primario anti-histidina en buffer de bloqueo. La dilucién fue de 1/1000. Se
removid la membrana de la bandeja se colocd en una placa de vidrio con 5ml de dilucién de
anticuerpo primario. Se incubd 1 hora a temperatura ambiente con agitacion. Se colocé la
membrana sobre una bandeja y se lavé con 50ml de buffer de lavado (Tween 20 TBS) 15 minutos
con agitacién, repitiendo el proceso de 4 a 6 veces. Posteriormente se realizd la dilucion del
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa de rabanito en buffer de bloqueo, y la misma fue
1/20000. Se colocd membrana nuevamente en placa de vidrio y se le agregé 20 ml de dilucién de
anticuerpo secundario dejando en agitacion. Se Repitié el paso de lavado.

Se prepard Working Solution (la cual posee luminol, que es el sustrato de la peroxidasa)
mezclando partes iguales de la solucion Luminol/enhancer y Stable Peroxide (West Pico
Quemiluminiscent KitTM, Pierce). Se colocé la membrana en placa de Petri y se agregéd 4mL de
Working Solution, incubando por 5 minutos. Se quité la membrana y se la colocd sobre pldstico
protector, se secod brevemente pero con la precaucion de que la membrana mantuviera humedad.
Se cubrié la totalidad de la membrana con el protector plastico y se colocé el conjunto en un
cassette para films de revelado tomando como referencia la posiciéon de la membrana para
posteriormente poder marcar posicién de cada carril. Se colocé cuidadosamente una pieza de film
encima de la membrana y se expuso por 30 y 60 segundos, 5, 15 y 30 minutos, 1 y 24 horas. Se
reveld el film fotografico incubandolo en soluciéon de revelado (0,02% metilfenidona, 0,5%
hidroquinona, 10% sulfito de sodio, 0,5% hidréxido de potasio, 6% tiocionato de amonio) por 8
minutos y luego solucion de fijado (15% tiosulfato de sodio, 5% sulfato de sodio) por 1 minuto.
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PCR cuantitativa.

Se realizé procedimiento de PCR cuantitativa para la determinacion de la expresion de los 16
CRKs de tomate. Los niveles de expresion de ARN mensajeros se determinaron mediante el
método del AACt (Livak Y Schmittgen 2001; Tevfik Dorak 2006). Las Master Mix se prepararon
segin Manual de QuantiTect SYBR Green PCR (QIAGEN, Alemania.). Los primers y sus
caracteristicas se muestran en la tabla 5, y el ciclado utilizado se muestra en la tabla 6. Se
realizaron 3 ensayos de PCR cuantitativa. El primero tuvo el objetivo de evaluar la capacidad
amplificacion de los primers con nuestras muestras de ADNc. El segundo, se realizd para evaluar la
efectividad en la amplificacion de los primers, generando diluciones seriadas de la muestra de
ADNcen ¥, %, %y 1/16. El tercero para analizar los niveles de expresidn de los CRKs de tomate.

Gen Primer [Secuencia Tamafio amplicon
Solyc0lg007960.2.1 F60 [ AATCTCTCGGTCGTGCTGT 220
Solyc0lgl0vavo. 1.l FA70|TGAGTGCTGCTAGCTGAT 193
Solyc0lg007950.2.1 FOR0|CETGLTGATGCAATCGAT 195
Solyc0lglnya90.2.1 FI90|ACTTCGATGCATCGAGTGT 205
Solyc02g067750.2.1 FI80|ACGGCTGATGCTATGCATG 210
Solyc02g079990.2.1 D990 | AGGAGCAGTGATCGACTAT 225
Solyc02g080010.2.1) B0010|TGCGATCGATCGAATTGGT 199
Solyc02g080030.1.1] B0030|AGTAGCTAGCTGATCGATG 207
Solyc02g080070.2.1) B0070|AGGLTAGCGCTAGCTAGT 207
Solyc02g080080.2.1] S0080|TCTGATCGACGATCGAATG 210
Solyc02g086590.2.1 6590 | GCGATAGATGACGATCGAT 222
Solyc03gl11540.1.1 1540 | TCGATCGATGCTAGCAGET 193
Solyc03g112730.2.1 2730 AGCTAGCATTGCTAGCTTGG 208
Solyc05g005070.2.1 S070|CEATCGATCGATCGATCATG 202
Solycllg011870.1.1 1870 | CATGCTAGCTAGCTAGCCCA 216

Tabla 5: Se muestran las primers utilizados para cada CRK, sus secuencias y el tamafio de amplicon
generado por cada uno de ellos.

Mumero ciclos |{Temperatura [ ¢} |Tiempo [minutos)
1 94 5
84 0.5
40 &0 0,5
72 0.5
1 72 7
Tabla 6: Cciclado utilizado para cada uno de los ensayos de PCR

cuantitativa.
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