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RESUMEN

Snakin-1 (SN1) es un péptido antimicrobiano rico en cisteinas aislado a partir de
Solanum tuberosum que fue clasificado como miembro de la familia Snakin/GASA. Con el
objetivo de estudiar el rol de SN1 in planta, se realizé una caracterizacion detallada de
lineas sobreexpresantes y silenciadas para este gen. Si bien la sobreexpresion de SN1 no
resulté en diferencias morfoldgicas evidentes con respecto a las plantas sin transformar, las
lineas silenciadas mostraron una altura reducida, hojas de una forma atipica y de menor
tamarfio, e importantes defectos en los procesos de floracion y de tuberizacion. El area foliar
de las mismas presentd una disminucién del 50-60% como resultado de un menor nimero
de células por hoja. Con el fin de identificar vias metabdlicas y procesos fisiologicos
afectados en las lineas transgénicas se analizaron los perfiles metabdlicos y la composicion
de la pared celular de las hojas. Asimismo, se estudid la participacion de SN1 en la
homeostasis redox y en el balance hormonal. Finalmente se hicieron analisis de los perfiles
transcripcionales de las lineas transgénicas con el fin de esclarecer el modo de accion de
SN1. Los resultados obtenidos demuestran que el silenciamiento de SN1 afecta la division
celular, el metabolismo primario y la composicion de la pared celular lo cual resulta en
notorias alteraciones fenotipicas e indica que este gen participa en el crecimiento y en el
desarrollo ademas de su rol en defensa. Como fue descripto para otros genes de la familia
Snakin/GASA, es posible que SN1 cumpla su rol mediante la modulacion de las especies

reactivas de oxigeno y de la sintesis de hormonas en la planta.
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Asimismo, la disponibilidad del genoma secuenciado de la papa nos permitid identificar
14 nuevos miembros de la familia Snakin/GASA que se suman a los tres genes previamente

reportados para esta especie.

Palabras clave: Snakin-1, Snakin/GASA, dominio rico en cisteinas, desarrollo, division

celular, metabolismo primario, pared celular, regulacion redox, crosstalk hormonal, papa
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ABSTRACT

Functional analysis of Sankin-1 in Solanum tuberosum transgenic lines

Snakin-1 (SN1) is an antimicrobial cysteine-rich peptide isolated from Solanum
tuberosum that was classified as a member of the Snakin/GASA protein family. In this
work, a transgenic approach was used to study the role of SN1 in planta. Even when
overexpressing SN1 potato lines did not show remarkable morphological differences from
wild type (WT), SN1 silencing resulted in reduced height, reduced leaf size, malformed
leaves and severe alterations in tuberization and flowering process. SN1 silenced lines had a
leaf area reduction of 50-60% with respect to WT leaves as a result of a reduced number of
epidermal cells. In order to identify metabolic pathways and physiological processes
affected in transgenic lines we analyzed metabolic profiles and cell wall composition from
overexpressing and silenced lines as well as WT leaves. Moreover, we studied SN1
involvement in redox homeostasis and hormonal balance. Finally, transcriptional profiling
analyses were performed to gain insight into the mode of action of SN1. We demonstrated
that SN1 silencing results in an abnormal phenotype and affects cell division, leaf primary
metabolism and cell wall composition in potato plants, suggesting that SN1 has additional
roles in growth and development beyond its previously assigned role in plant defense. It is
possible that SN1 plays its role by modulating reactive oxygen species and synthesis and

hormone levels in plants, as it was described for others genes of Snakin/GASA family.
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Furthermore, 14 novel Snakin/GASA family members were identified in the recently
sequenced potato genome in addition to the previously reported genes (SN1, SN2 and SN3)

suggesting that the Snakin/GASA gene family in potato consists of 17 members.

Key words: Snakin-1, Snakin/GASA, cysteine-rich domain, plant development, cell

division, cell wall, primary metabolism, redox regulation, hormone crosstalk, potato



Capitulo 1: Introduccion general



1.1 Introduccidn

1.1.1 Snakin-1y su funcion en defensa

Snakin-1 (SN1) fue aislado a partir de tubérculos de papa (Solanum tuberosum cv.
Desireé) y ha sido descripto como un péptido antimicrobiano (Segura y col. 1999). Se
caracteriza por presentar 63 aminoacidos de los cuales 12 son cisteinas y fue clasificado
como miembro de la familia Snakin/GASA basado en la alta homologia de secuencia de
aminoacidos que presenta cuando se lo compara con péptidos de la familia GASA
(Gibberellic Acid-Stimulated in Arabidopsis) de Arabidopsis (Berrocal-Lobo y col. 2002).

Se demostr6 que el péptido purificado presenta actividad in vitro, aln en
concentraciones menores a 10 mM, frente a patdgenos flngicos y bacterianos. Con respecto
a las bacterias susceptibles a este péptido se encuentran: Ralstonia solanaceacerum,
Erwinia chrysanthemi, Rhizobium meliloti y Listeria monocytogenes, y en cuanto a los
hongos se describieron: Botrytis cinerea, Fusarium solani, Fusarium culmorum, Fusarium
oxyspotum f. sp conglutinans, Fusarium oxyspotum f. sp lycopersici, Plectosphaerella
cucumerina, Colletotrichum graminicola, Colletotrichum lagenarium, Bipolares maydys y
Aspergilus flavus (Segura y col. 1999, Lopez-Solanilla y col. 2003). En combinacion con
PTH1, una defensina de papa, SN1 mostrd tener un efecto sinérgico ante la bacteria
Clavibacter michiganesis subespecie sepedonicus y efectos aditivos contra el hongo B.
cinerea. (Segura y col. 1999). Posteriormente, la expresion y purificacion de SN1
utilizando un sistema procariota y la caracterizacion subsecuente de la actividad
antimicrobiana de la proteina recombinante demostraron que el crecimiento de la bacteria

C. michiganensis subsp. sepedonicus fue completamente inhibido por 14 pM de SN1



mientras que Pseudomonas syringae pv. syringae y P. syringae pv. tabaci mostraron un
menor nivel de sensibilidad; en cuanto a patdgenos fungicos evaluados, se observo que esa
concentracion de peptido es capaz de inhibir completamente la germinacion de las esporas
de Collectotrichum coccoides y B. cinerea. Asimismo, en combinacion con PTH1
recombinante se observo un efecto sinérgico de SN1 frente a P. syringae pv. syringae y un
efecto aditivo frente a P. syringae pv. tabaci (Kovalskaya y Hammond 2009).

SN1 es capaz de agregar bacterias in vitro aungue la actividad antimicrobiana observada
no se correlaciona con dicha capacidad. Esto Gltimo fue demostrado en ensayos de
crecimiento bacteriano en los cuales no se observo inhibicion del mismo aun en
concentraciones suficientes para generar agregacion de las bacterias. De cualquier manera
se sugirié que esta capacidad de agregacion pueda ser relevante in vivo al controlar la
migracion del patdgeno a areas aun no afectadas (Segura y col. 1999).

Snakin-2 (SN2), es otro miembro de la familia Snakin/GASA de papa, que, asi como
SN1, fue aislado a partir de tubérculos y caracterizado como un péptido antimicrobiano al
demostrarse su actividad in vitro frente a varios patdgenos fungicos y bacterianos
(Berrocal-Lobo y col. 2002). Recientemente se demostré que el silenciamiento del
homologo de SN2 en tomate incrementa la susceptibilidad de Nicotiana benthamiana a la
bacteria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis y el desarrollo de sintomas de la
enfermedad (Balaji y col. 2011). Asimismo, lineas transgénicas de tomate que
sobreexpresan este gen no presentaron diferencias fenotipicas evidentes con respecto a las
plantas no transformadas y exhibieron una reduccion en el area de la lesion, en el tamafio

de la poblacion bacteriana in planta y en los sintomas cuando fueron desafiadas con



Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, evidenciando la participacion de este gen
en las respuestas de defensa de la planta (Balaji y Smart 2012).

Con el objetivo de caracterizar in vivo la funcion del gen SN1 en nuestro grupo se
obtuvieron plantas transgénicas de papa que sobreexpresan o silencian el mismo. La
sobreexpresion o silenciamiento de un gen de interés en plantas transgénicas puede resultar
en la exacerbacion del fenotipo en el cual el gen en cuestion estaria involucrado. Esto
permite avanzar en la determinacion de la funcion de genes candidatos e identificar
aquellos con potencial interés biotecnologico. De esta manera, demostramos que plantas
transgénicas de papa que sobreexpresan el gen SN1 presentan resistencia a enfermedades
causadas por patdgenos de gran importancia comercial como Rhizoctonia solani y Erwinia
caratovora (Almasia y col. 2008). Las lineas sobreexpresantes que acumulan altos niveles
de ARNm de SN1 (S1-S3-S5) mostraron porcentajes de supervivencia significativamente
mayores a los de las plantas control no transgénicas (NT) y exhibieron reducciones de los

sintomas causados por la infeccion provocada por el hongo R. solani (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Mayor tolerancia a Rhizoctonia solani de las lineas sobreexpresantes de SN1. (a)
Vista en detalle de las plantas de la linea S3 y de las no transgénicas (NT) crecidas en suelo
inoculado o no inoculado. A los 2 dias post infeccion (dpi), la mayoria de las plantas no
transgénicas crecidas en suelo inoculado presentaron el sintoma tipico de la infeccién que consiste
en la caida completa de la planta a la altura del suelo (damping-off) mientras que las lineas
transgénicas no presentaban sintomas importantes. (b) Porcentaje de supervivencia a distintos dias
post infeccion. Los * indican diferencias significativas (p<0,05) respecto a las plantas NT. (c)
Plantas no transgénicas (NT) y sobreexpresantes (S1-S5) crecidas en medio no inoculado e
inoculado a los 10 dpi. El fenotipo exhibido por las plantas sobreexpresantes crecidas en suelo
inoculado fue comparable al de las plantas control no transformadas crecidas en suelo no inoculado.

(d) Detalle del dafio causado por R. solani en el tallo de una planta transgénica (S3) y una NT.

Las lineas sobreexpresantes de SN1 (S1-S3-S5) mostraron también un fenotipo tolerante

frente a infecciones provocadas por E. carotovora. La severidad de la lesion causada por



esta bacteria resulté ser claramente menor en las plantas transgénicas con respecto a las

plantas control no transformadas (Figura 1.2).

S5 NT

Total de Tallos

Tamano de Ia Lesion Reduccion de la Lesion
Linea Nimero de Hojas Caidas Engrosados y/
(mm? + SEM) (%)
Necrosados
S1 143+4.1* 55 6 0/10
S3 128+27* 60 9 0/10
S5 32x10°* 920 0 0/10
NT 320571 0 20 710

Figura 1.2. Mayor tolerancia a Erwinia carotovora de las lineas sobreexpresantes de SN1. (a)
Fotos representativas tomadas a los 10 dpi donde se observan las lesiones provocadas por el
patdgeno en una planta de la linea S3 y sin transformar NT. Mientras que las plantas no
transformadas mostraban una lesion grande y continua de color marrén, las plantas de las lineas
transgénicas exhibian sélo un pequefio dafio en el sitio de la inoculacion. (b) Detalle de tallos
mostrando las lesiones causadas en las distintas lineas. (c) Seccion transversal del tallo a la altura
del punto de inoculacion en la linea S3 y el control sin transformar donde se evidencia el dafio
producido. (d) Evaluacion de los sintomas de la enfermedad calculados a partir de diez réplicas
bioldgicas de cada linea transgénica (S1, S3 'y S5) y de los controles NT a los 10 dpi. Considerando
maximo al promedio de la lesion de las plantas no transgénicas y asignandole arbitrariamente 0 al
porcentaje de reduccion de la enfermedad, se determin6 que los tallos de las plantas transgénicas

exhibieron una significativa reduccién de la lesidn que oscilé entre 55% y 90%.

Estos resultados indicaron que el gen SN1 estd involucrado en la defensa frente a

infecciones flngicas y bacterianas in vivo. Si bien las plantas sobreexpresantes y las no



transgénicas son indistinguibles fenotipicamente, se observan diferencias morfoldgicas
evidentes entre lineas que silencian SN1 y las no transformadas, lo que nos sugiere que este

gen podria tener una funcién adicional ademas de su reconocida participacion en defensa.

1.1.2. Familia de proteinas Snakin/GASA

En los ultimos afios, se han identificado miembros de la familia de proteinas
Snakin/GASA en un amplio rango de especies, como tomate (Solanum lycopersicum)
(GAST1, RSI-1, SISN2) ( Shi y col. 1992, Taylor y col. 1994, Balaji y col. 2011), petunia
(Petunia hybrida) (GIP1-5) (Ben-Nissan y col. 1996), Arabidopsis (Arabidopsis thaliana)
(GASA 1-15) (Herzog y col. 1995, Aubert y col. 1998; Roxrud y col. 2007), papa (Solanum
tuberosum) (SN1-2-3) (Segura y col. 1999, Berrocal-Lobo y col. 2002), poroto (Phaseolus
vulgaris) (FBCBP) (Bindschedler y col. 2006), arroz (Oryza sativa) (OsGASR1-2,
OsGSR1) (Furukawa y col. 2006, Wang y col. 2009), gerbera (Gerbera hybrida) (GEG)
(Kotilainen y col. 1999), frutilla (Fragaria ananassa) (FaGAST1-2) (de la Fuente y col.
2006, Moyano-Cariete y col. 2012), haya (Fagus sylvatica) (FSGASA4) (Alonso-Ramirez y
col. 2009), maiz (Zea mays) (ZmGSL1-10) (Zimmermann y col. 2010), soja (Glicine soja)
(GsGASAL) (Li y col. 2011), pimiento (Capsicum annuum) (CaSn) (Mao y col. 2011),
orquidea (Gymnadenia conopsea) (GCGAST) (Bai y col. 2013) y palta (Persea americana)
(PaSn) (Guzman Rodriguez y col. 2013). Los genes Snakin/GASA codifican para pequefias
proteinas en las cuales se pueden distinguir tres dominios caracteristicos: (1) un péptido
sefial putativo de 18-29 aminoacidos; (2) una region intermedia que presenta gran
variabilidad entre distintos miembros de la familia en cuanto a composicioén y nimero de
aminoacidos; y (3) una region C-terminal de aproximadamente 60 aminoacidos con 12

cisteinas en posiciones conservadas denominado dominio GASA (Aubert y col. 1998). A



pesar de tener estas caracteristicas comunes, sus funciones no han sido dilucidadas
completamente y se conoce muy poco acerca de su mecanismo de accion hasta el momento.
Ninguna de las proteinas Snakin/GASA tienen motivos o sitios activos conocidos, Yy si bien
existen varios estudios donde se busca determinar sus funciones en distintas especies de
plantas, ain no se conoce totalmente su actividad bioquimica y no existe un consenso en
cuanto a su rol bioldgico. El hecho de que el nimero y posiciones de las cisteinas en el
dominio GASA se hayan mantenido sin cambios durante la evolucion sugiere que estos
residuos cumplen un papel central y podrian ser importantes para determinar las funciones

bioquimicas y/o propiedades estructurales de estas proteinas (Ben-Nissan y col. 2004).

1.1.2.1 Los genes Snakin/GASA y su relacion con las hormonas
El primer miembro de la familia Snakin/GASA identificado fue el gen GAST1

(Gibberellic Acid-Stimulated Transcript 1) en tomate y se demostré que su expresion es
inducida por &acido giberélico (GA, Gibberellic Acid) en mutantes deficientes de esta
hormona (Shi y col. 1992). A partir de este trabajo, se han descripto un gran numero de
genes Snakin/GASA y se ha evidenciado que muchos de ellos estan regulados
transcripcionalmente por GA. En este sentido, se ha observado que la aplicacién exdgena
de esta hormona incrementa el nivel de transcripcion de 6 de los 15 genes GASA (GASAL,
GASA4, GASA6, GASA7, GASA8 y GASAL13) (Herzog y col. 1995, Zhang y col. 2008), del
gen GEG ( Kaotilainen y col. 1999), de los genes GIP (GIP1, GIP2, GIP4 y GIP5) (Ben-
Nissan y col. 2004), de OsGASR1, OsGASR2 y OsGSR1 (Furukawa y col. 2006, Wang y
col. 2009), FaGAST1 (de la Fuente y col. 2006), FSGASA4 (Alonso-Ramirez y col. 2009),
ZmGSL1, ZmGSL2, ZmGSL4, ZmGSL6, y ZmGSL9 (Zimmermann y col. 2010).

Contrariamente, la expresion de GASA5, GASA9 y GASA11 asi como también de SN2 es



inhibida por esta hormona (Berrocal-Lobo y col. 2002, Zhang y col. 2008, Zhang y col.
2009). Si bien en un principio se consideraba a la regulacién de la expresion por GA como
una caracteristica que definia a la familia de genes Snakin/GASA, ésta no ha sido
confirmada para todos los miembros. En este sentido, la expresion de SN1, GASA10,
GASA12, GASA14 y GASA15 no seria afectada por esta hormona (Segura y col. 1999,
Zhang y col. 2008).

Adicionalmente, se ha registrado la expresion diferencial de ciertos genes Snakin/GASA
frente al tratamiento con &cido absicico (ABA, Abscisic Acid). De esta manera, se demostro
que la expresion de GASA2, GASA3 y GASA14 es inducida por ABA y no se ve afectada
por GA, mientras que la expresion de GASA9 se inhibe por ambas hormonas (Zhang y col.
2008). Ademas, el ABA también actia como antagonista con GA en la expresion de
GASTL1, GIP1, GASA4-7 y SN2 (Shi y col. 1992, Ben-Nissan y col. 1996, Berrocal-Lobo y
col. 2002, Zhang y col. 2008, Zhang y col. 2009). Asimismo, el analisis de los promotores
de estos genes en Arabidopsis reveld la presencia de un gran nimero de sitios de respuesta
a GA 'y ABA (Zhang y col. 2008).

Estudios adicionales demostraron la participacién de otras hormonas también en la
modulacion de la expresion de los genes Snakin/GASA sugiriendo que el patron de
regulacion de estos genes es en realidad mas complejo. Por ejemplo, la expresion de RSI-1
es inducida por auxinas (Taylor y col. 1994) mientras que la expresién de GASAl y
OsGSR1 es inducida por GA y reprimida por brasinoesteroides (BR) (Bouquin y col. 2001,

Wang y col. 2009).
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1.1.2.2 Patrones de expresion temporales y espaciales de los genes
Snakin/GASA

La expresion de los genes Snakin/GASA ha sido observada en diferentes 6rganos de la
planta y en distintos momentos del desarrollo. Ademas, el andlisis mas detallado de la
localizacion espacial por hibridacién in situ o tinciones histoquimicas utilizando una
proteina reportera fusionada al promotor del gen en estudio revelé que cada miembro de la
familia presenta un patron de expresion altamente especifico y restringido a tejidos
definidos (Taylor y col. 1994, Aubert y col. 1998, Roxrud y col. 2007, Segura y col. 1999,
Wang y col. 2009, Kaotilainen y col. 1999, de la Fuente y col. 2006, Zimmermann y col.
2010). Por ejemplo, en frutilla, la expresion de FaGAST1 es elevada en frutos y raices pero
muy baja en hojas y estolones. Dentro del fruto, su expresion ha sido detectada Unicamente
en el receptaculo y no en aquenios, mientras que en raices la expresion de FaGAST1 esta
limitada a las células que se encuentran al final de la zona de elongacién (de la Fuente y
col. 2006). En Arabidopsis, la expresion de GASA8 y GASA10 fue detectada mediante RT-
PCR en todos los 6rganos analizados (Zhang y col. 2008). Particularmente en raices, la
actividad de pGASAS8::GUS es fuerte en las células de la zona de elongacidn y esté ausente
en la punta de la raiz, mientras que la actividad de pGASA10::GUS ha sido detectada en el
tejido vascular y en la punta de la raiz (Roxrud y col. 2007).

Ademas, los genes Snakin/GASA se expresan en etapas precisas del desarrollo de la
planta. Por ejemplo, en gerbera, el patrén de expresion de GEG coincide con el final de la
elongacion celular en corolas y carpelos (Kotilainen y col. 1999), y en petunia, GIP2 se
expresa en tallos y corolas en elongacién, mientras que la expresion de GIP4 y GIP5 es
detectada en etapas mas tempranas del desarrollo (Ben-Nissan y col. 1996, Ben-Nissan y

col. 2004).
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En el caso de SN1, mediante ensayos de Northern blot, Segura y col. (1999) detectaron
su expresion en tubérculos, tallos, yemas axilares y yemas florales jovenes pero no en
raices, estolones ni hojas. Asimismo, no se registro expresion en hojas aun al agregar
estimulos bioticos o abioticos por lo que se propuso que el péptido SN1 podria ser un
componente importante de las defensas constitutivas de la planta, expresandose
especialmente en oOrganos de almacenamiento y reproductivos. El analisis mediante
hibridacion in situ revelé que SN1 se expresa fuertemente en el estilo, en dvulos y en la
region de las células acompafiantes del tejido de transmision de las flores antes de la
antesis, en las capas epidérmicas y subepidérmicas del tallo asi como también en la region
correspondiente al apice de la raiz (Segura y col. 1999). Posteriormente, nuestro grupo aislo
y caracterizo la secuencia regulatoria de SN1. En ensayos de tincion histoquimica de GUS
se demostrd que el promotor es activo sélo en ciertos tejidos como cotiledones, raices,
hojas jovenes y 6rganos florales, en células de rapida division y tejido meristeméatico como
asi también en tejido vascular (Figura 1.3 a). Asimismo, el estudio temporal permitio
detectar la expresion de la proteina reportera con una fuerte intensidad en etapas tempranas
del desarrollo que va disminuyendo con el crecimiento de la planta (Figura 1.3 b) (Almasia

2009).
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Figura 1.3. Expresion de la proteina reportera pB-glucuronidasa dirigida por el promotor de
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SN1 en plantas transgénicas de papa. (a) Expresion espacial de la proteina reportera dirigida por
el promotor de SN1 :(a) Apice, (b) Corte longitudinal de tallo, (c) Hoja joven, (d) Raices, (e) Raiz
secundaria, (f) Cortes transversales seriados del tallo, (g) Pedunculo floral, (h) Botdn floral muy
joven, (i) Capullo floral, (j) Pétalos, (k) Sépalos, (I) Carpelo, (m) Anteras, (n) Corte transversal de la
antera, (fi) Receptaculo y estigma floral, (0) Corte transversal del capullo floral, (p) Detalle del
ovario, (q) Vista microscopica de un grano de polen. (b) Expresion temporal de la proteina reportera

dada por el promotor de SN1.
1.1.2.3 Localizacion subcelular de las proteinas Snakin/GASA

La determinacion de la localizacion subcelular de una proteina puede brindar
informacion relevante que aporte al entendimiento de su funcién y en el caso de las
proteinas Snakin/GASA las evidencias indican que es variable entre los diferentes

miembros de la familia. Si bien la posible localizacion de varios de estos péptidos ha sido
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predicha a partir del analisis de sus secuencias, solamente se ha determinado
experimentalmente la localizacion subcelular de algunos de ellos. La expresion transiente
de la proteina de fusion GIP1::GFP (Green Fluorescent Protein) en células de tabaco bright
yellow 2 (BY2) sugirio que GIP1 se localiza en reticulo endoplasmatico (Ben-Nissan y col.
2004). Asimismo, cuando se expresaron transientemente las fusiones OsGASR1::GFP,
OsGASR2::GFP y OsGSR1::GFP en células epidérmicas de cebolla, se observd que los
péptidos OsGASR estan restringidos al apoplasma o pared celular, mientras que OsGSR1
se localiza en membrana plasmatica, citoplasma y ndcleo (Furukawa y col. 2006, Wang y
col. 2009). También se ha demostrado, mediante el mismo sistema experimental, que
GASAGS se localiza en la pared celular y/o matriz extracelular y que GSGASAL se encuentra
en membrana plasmatica, citoplasma y nucleo (Zhang y col. 2009, Li y col. 2011). En
experimentos de co-localizacion nuestro grupo demostré que SN1::GFP se localiza en la
membrana plasmatica de hojas agroinfiltradas de Nicotiana benthamiana (Figura 1.4)
(Almasia 2009). Recientemente, a partir del estudio de plantas transgénicas 35S:GASA14-
GFP se determind que la localizacion subcelular de GASA14 se corresponde con la

membrana plasmatica (Sun y col. 2013).
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Figura 1.4. Localizacién de SN1 determinada por andlisis microscopia confocal de la proteina
de fusion SN1-EGFP en células epidérmicas agroinfiltradas de N. benthamiana. (b, f, j y n)
Expresién de SN1-EGFP, (c, g y 0) marcador de membrana plasmatica (pm-rk), (k) marcador de
reticulo endoplasmatico (ER-rk). (a-d) Corte transversal de una célula sin plasmoélisis. (m-p) Corte
transversal de una célula con plasmolisis. (e-1) Corte transversal de células agroinfiltradas. (a, e, i y

m) Campo claro. (d, h, 'y p). Superposicién de los canales GFP y RED. Barra= 10 pm.

A pesar de la presencia de un péptido sefial putativo y la ausencia de otras posibles
sefiales de localizacion, no todas las proteinas Snakin/GASA estan direccionadas a la pared
celular y/o matriz extracelular. Es posible que en algunos casos la localizacion esté
determinada por modificaciones post-traduccionales, interacciones electrostaticas, uniones
covalentes a lipidos de membrana o asociacion/interaccion con otras proteinas. En este
sentido, existen algunos ejemplos de interacciones proteicas que involucran proteinas

Snakin/GASA. Se ha demostrado que un péptido similar a SN2 de poroto se encuentra



15

asociado a una proteina rica en prolina, dando como resultado un complejo de dos
componentes (FBCBP) (Bindschedler y col. 2006). Asimismo, se ha observado que
OsGSR1 interactta con la enzima DIM/DWF1 implicada en la sintesis de BR (Wang y col.
2009), y en nuestro grupo se demostré que al menos dos moléculas de SN1 son capaces de
interactuar in vivo en ensayos de complementacion bimolecular fluorescente (BIFC)
(Figura 1.5) (Almasia 2009). Recientemente, se demostr6 que SN1 interactia con el
transportador de sacarosa StSUT1 aunque el rol fisiologico de esta interaccidn no se conoce

hasta el momento (Krtgel y col. 2012)

SN1.YFP 858 SNT [l YFP L. HiNosT t '
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CP-YFP™ 388 CPH Vif_YFP{‘.., e JiNos-T| negativo negativo
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Figura 1.5. Interaccion entre moléculas de SN1 in vivo mediante analisis de complementacion
bimolecular fluorescente (BIFC). (a) Esquema de los plasmidos empleados en los ensayos de
BiFC: SN1: gen SN1, 35S: promotor del virus del mosaico del coliflor; NosT: terminador de la
transcripcion del gen nos; YFPYaa e Fragmento N-terminal de la YFP incluyendo los
aminoéacidos del 1 al 155; YFP®aa 156.530: fragmento C-terminal de YFP desde los aminoéacidos 156
al 239; CP™Y: Proteina de cépside viral mutante de Tobaco mosaic virus. (b) Combinacion de las
construcciones coexpresadas en los ensayos de BIFC. (c-f) Imégenes del microscopio de
fluorescencia de células epidérmicas de hojas de Nicotiana benthamiana agroinfiltratadas: (c)
control negativo, (d) control positivo, (e) SN1-YFP" y SN1-YFP® y (f) imagen del microscopio con

luz blanca de las células epidérmicas. Barra = 10 um.
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1.1.2.4 Participacion de los genes Snakin/GASA en el desarrollo de la planta 'y

tolerancia a estreses

La determinacion de la funcion de algunos genes Snakin/GASA se ha basado
principalmente en analisis de patrones de expresion y la caracterizacion fenotipica de
mutantes y plantas transgénicas. De esta manera, algunos de ellos han sido involucrados en
procesos celulares como la promocién de la elongacion celular (Shi y col. 1992, Ben-
Nissan y col. 1996, Ben-Nissan y col. 2004), la inhibicion de la elongacién (Kotilainen y
col. 1999, de la Fuente y col. 2006), y la division celular (Aubert y col. 1998, Ben-Nissan y
col. 2004, Furukawa y col 2006). Por otro lado, también se ha demostrado que las proteinas
Snakin/GASA cumplen importantes roles en el desarrollo de las plantas y en algunos casos
se vio que participan en la formacion de las raices, en el crecimiento del tallo, el tiempo de
floracién y la maduracién de los frutos (Taylor y col. 1994, Ben-Nissan y col. 2004, de la
Fuente y col. 2006, Zhang y col. 2009, Zimmermann y col. 2010). Ademas, algunos
miembros de la familia fueron implicados en respuestas a estreses bioticos o abidticos
como la defensa frente a patdgenos (Segura y col. 1999, Berrocal-Lobo y col. 2002,
Almasia y col. 2008, Faccio y col. 2011, Mao y col. 2011) y la tolerancia a estrés oxidativo
o térmico (Alonso-Ramirez y col. 2009a, Ko y col. 2011).

Es importante destacar que diferentes miembros de la familia pueden cumplir la misma
funcién o justamente la opuesta. Ademas, las evidencias indican que un determinado gen
Snakin/GASA puede cumplir diferentes roles y podria participar en mas de un proceso de
desarrollo de la planta. En Arabidopsis, GASA4 ha sido implicado en la regulacion de la
identidad del meristema floral y también se vio que afecta el peso y tamafio de las semillas
(Roxrud y col. 2007). Por otro lado, también se ha demostrado que GASA4 esta involucrado

en la elongacion del hipocétilo y floracion en respuesta a la integracion de la sefializacién
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por luz y GA (Chen y col. 2008), y, ademas, su sobreexpresion incrementa la tolerancia a
estrés por calor (Ko y col. 2007). Contrariamente, se ha sugerido que GASA5 actlia como un
regulador negativo no so6lo del crecimiento del tallo y del desarrollo floral sino también en
la respuesta de la planta frente a temperaturas elevadas (Zhang y col. 2009, Zhang y col.
2011). Asimismo, la sobreexpresion de GASAS bloguea la sefalizacion por acido salicilico
(SA, Salicylic Acid) y reduce la capacidad antioxidante y la acumulacion de proteinas de
choque térmico (heat shock proteins) (Zhang y col. 2011). Finalmente, la sobreexpresion de
FSGASA4 aumenta la tolerancia frente a estrés salino, oxidativo y causado por calor durante
la germinacion a través del incremento de la sintesis de SA (Alonso-Ramirez y col. 2009a,

Alonso-Ramirez y col. 2009b).

1.1.2.5 Las proteinas Snakin/GASA vy el balance redox

Los andlisis informéaticos sugieren que las cisteinas presentes en las proteinas
Snakin/GASA podrian crear potencialmente hasta cinco puentes disulfuro (Wigoda y col.
2006). Estas cisteinas conservadas podrian ser importantes para la generacién de una
estructura tridimensional esencial y/o para la interaccion con otras proteinas (Ben-Nissan y
col. 2004).

Por otro lado, los puentes disulfuro podrian actuar cataliticamente en caso de ser
oxidados o reducidos reversiblemente. Dado que todas las proteinas Snakin/GASA tienen
sitios redox putativamente activos, es decir, pares de cisteinas separadas por uno o dos
aminoacidos, se ha especulado que podrian cumplir un rol en la regulacion redox (Wigoda
y col. 2006). En este sentido, Weiss y colaboradores han demostrado que la expresion de
GIP2, GIP4 y GIP5 se induce por H,O, y que la sobreexpresion de GIP2 en lineas

transgénicas de petunia reduce los niveles de H,O, en hojas previamente dafiadas y en
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células de la guarda luego de un estrés osmatico o al ser tratadas con ABA (Wigoda y col.
2006). De la misma forma, este grupo ha demostrado recientemente que la sobreexpresion
de GASA4 en Arabidopsis es capaz de suprimir la acumulacion tanto de H,O, como de
oxido nitrico en hojas heridas. Ademas, la expresion en plantas de versiones mutadas de
esta proteina reveld que las cisteinas conservadas de GASA4 son esenciales para su
actividad redox y la promocion de las respuestas asociadas a GA como son la floracion y la

germinacion de las semillas (Rubinovich y col. 2010).

1.1.3. Modelo de trabajo: Solanum tuberosum

La papa (Solanum tuberosum L.) es un miembro de las Solanaceas, una familia
importante econdmicamente que incluye tomate, pimiento, berenjena, petunia y tabaco. S.
tuberosum se divide en dos subespecies: la andigena, adaptada a condiciones de dias
breves, cultivada principalmente en los Andes, y tuberosum, la variedad que hoy se cultiva
en todo el mundo y se piensa que desciende de una pequefia introduccion en Europa de
papas andigena, posteriormente adaptadas a dias mas prolongados. Esta especie ocupa un
rango eco-geografico amplio, y es uno de los cultivos més importantes entre los que
producen estolones, a partir de los cuales y bajo condiciones ambientales apropiadas
generan tubérculos. Los tubérculos cumplen una funcion doble, como 6rganos de
almacenamiento (constituyen una importante fuente de almidén, proteinas, antioxidantes y
vitaminas en la dieta) y como un sistema de propagacion vegetativa. Un tubérculo de
tamaiio mediano provee la mitad de los requerimientos diarios de vitamina C. Debido a sus
propiedades nutricionales y a la facilidad de propagacion, la papa es el tercer cultivo mas
importante en el mundo luego del arroz y el trigo en términos de consumo humano

(http://www.cipotato.org/potato). Su importancia a nivel mundial, especialmente en paises
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en desarrollo, viene creciendo rapidamente en los ultimos afios, con una produccion que
alcanzo en el afio 2009, 300 millones de toneladas (http://www.fao.org).

La papa es una planta herbacea anual. Al crecer, las hojas compuestas de la planta de la
papa producen almidon, el cual se desplaza hacia la parte final de los tallos subterraneos o
estolones. Estos tallos sufren a consecuencia un engrosamiento y asi se producen los
tubérculos cerca de la superficie del suelo. EI nimero de tubérculos que llegan a madurar
depende de la disponibilidad de humedad y nutrientes del suelo. Los mismos pueden tener
formas y tamafios distintos, y por lo general pesan hasta 300 gramos. Al terminar el periodo
de crecimiento, las hojas y tallos de la planta se marchitan y los tubérculos se desprenden
de los estolones. A partir de este momento, los tubérculos funcionan como depdsito de
nutrientes que permite a la planta subsistir en el frio y posteriormente reverdecer y
reproducirse. Cada tubérculo tiene de 2 hasta 10 brotes laterales (los "0jos"), distribuidos en
espiral en toda la superficie, desde los cuales brotan las nuevas plantas, cuando las
condiciones vuelven a ser favorables.

La papa se cultiva en mas de 100 paises, en clima templado, subtropical y tropical. Es
esencialmente un "cultivo de clima templado”, para cuya produccion la temperatura
representa el limite principal: las temperaturas inferiores a 10°C y superiores a 30°C
inhiben el desarrollo del tubérculo, mientras que la mejor produccion ocurre donde la
temperatura diaria se mantiene en promedio de 18°C a 20° C. La papa es una planta que
tiene una gran capacidad de adaptacion y se da bien sin que el suelo ni las condiciones de
cultivo sean ideales. Sin embargo, también es susceptible a una serie de plagas y
enfermedades. Con buenas practicas agricolas, una hectarea de papas en las regiones

templadas del norte de Europa y de América del Norte, puede producir mas de 40 toneladas
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de tubérculos frescos a cuatro meses de la siembra. Sin embargo, casi en todos los paises
desarrollados la produccion promedio es mucho mas baja, desde escasas 5 hasta 25
toneladas, debido a la falta de semillas de buena calidad y de cultivares mejorados, a un uso
inferior de fertilizantes e irrigacion, y a problemas de plagas y enfermedades. Una vez
cosechada, la papa se destina a diversos fines siendo el consumo fresco menos del 50% de
la produccién mundial. Con el resto se obtienen alimentos e ingredientes alimentarios

industriales y tubérculos semilla para la siguiente cosecha (http://www.potato2008.org).


http://www.potato2008.org/
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

El objetivo general del presente proyecto es avanzar en el conocimiento de la familia de
genes Snakin/GASA en Solanum tuberosum y particularmente, profundizar el estudio

funcional del gen SN1.

1.2.2 Objetivos particulares

I- Estudiar la funcion in vivo del gen SN1 mediante la caracterizacion de lineas transgénicas

de papa que sobreexpresan o silencian del mismo.

1-Evaluar el nimero de copias y niveles de expresion de SN1 en las lineas transgénicas.
2-Analizar fenotipicamente las lineas transgénicas de SN1.
3-ldentificar vias metabdlicas y procesos fisiologicos afectados en las lineas
transgénicas.
3.1-Analizar los perfiles metabdlicos y composicién de la pared celular de las lineas
transgénicas de SN1.
3.2-Estudiar la participacion de SN1 en la homeostasis redox y en el balance
hormonal.

3.3-Analizar perfiles transcripcionales en las lineas transgénicas de SN1.

I1- Identificar nuevos genes Snakin/GASA en Solanum tuberosum.
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1.3 Hipotesis

Nos planteamos como hipotesis de trabajo que el gen SN1 presenta un rol dual en
defensa y desarrollo. Como se dijo anteriormente el rol de defensa previamente asignado no
es incompatible con la posibilidad de que SN1 esté involucrado también en otros procesos y
funciones bioldgicas como se ha descripto para homdélogos de este gen en otras especies.
Estos han sido implicados en la regulacion de la elongacion celular, division celular,
estimulacion o inhibicion de la elongacion del tallo y la corola. Ademas, las caracteristicas
observadas en las lineas transgénicas de papa capaces de silenciar el gen endégeno SN1 y la
expresion temporal y espacial observada en las lineas de papa que portan el promotor de
SN1 sugieren que este péptido podria tener mas de una funcion.

Asimismo, acorde a lo observado para otras especies (Arabidopsis, maiz, arroz), nos
planteamos que podrian existir mas miembros Snakin/GASA en papa que los aislados hasta
el momento y que era posible su identificacién disponiendo de la secuenciacion completa

del genoma de esta especie.
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1.4 Estructura de la Tesis

Esta Tesis estd organizada en 4 capitulos, el primero de ellos corresponde a una
introduccion general acerca de los antecedentes sobre el gen SN1 y la familia
Snakin/GASA a la cual pertenece asi como también una breve descripcion de Solanum
tuberosum, la especie en estudio en este trabajo. En este contexto, nos planteamos dos
grandes objetivos desarrollados en los capitulos 2 y 3. El capitulo 2 corresponde al estudio
de la funcion in vivo del gen SN1 mediante la caracterizacion de lineas transgénicas de papa
que sobreexpresan o silencian del mismo mientras que el capitulo 3 describe la
identificacion de nuevos genes Snakin/GASA en Solanum tuberosum. Finalmente en el

capitulo 4 se exponen conclusiones generales obtenidas a partir de este trabajo.



Capitulo 2: Estudio de la funcion in vivo del gen Snakin-1
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2.1 Introduccion

El desarrollo de la planta es el resultado de la expansion ordenada de células que
proliferan en los meristemas. La formacion de un o6rgano puede entenderse como la
consecuencia de la multiplicacion celular mediante la division de las células y su expansion
subsecuente; por lo tanto, la morfologia final de una planta se logra mediante la regulacion
fina de ambos procesos (Meyerowitz 1997). El crecimiento de las plantas puede ser
influenciado significativamente por sefiales ambientales, es decir que, la altura, el tamafio y
la forma pueden ser modificados dependiendo de las condiciones en las que crezcan.
Asimismo, existe informacion genética que controla el tamafio intrinseco de los érganos de
la planta durante el desarrollo (Mizukami y Fischer 2000). En este sentido, el rol del ciclo
celular en el crecimiento y desarrollo de las plantas ha sido objeto de considerable debate
dado que existen evidencias que demuestran que el arresto de la division produce resultados
variables. En algunos casos la disminucion en el nimero celular tiene poco efecto en el
tamafo y la forma final debido a que es compensado por un aumento en el tamafio celular
(Busov y col. 2008). Sin embargo, también se ha demostrado en Arabidopsis que la
inhibicidn de la proliferacidn celular en las hojas resulta en un menor nimero de células, y
que a pesar de una compensacion parcial mediante un incremento del tamafio, las lineas
transgénicas muestran alteraciones del crecimiento y forma de los érganos sugiriendo la
participacion del proceso de division celular en la morfogénesis (Wang y col. 2000,
Mizukami y Fischer 2000, De Veylder y col. 2001, Verkest y col. 2005). La determinacion
de la morfologia y el tamafio celular durante el desarrollo de la planta también estan

condicionados por la compleja estructura de la pared celular. Esta otorga resistencia
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mecanica, a la vez que le da plasticidad, regulando la forma y el volumen de las células
vegetales, de modo que define su morfologia, estructura y funcion a lo largo de su
desarrollo. Constituye una estructura dindmica que regula las respuestas de la planta a
distintos estreses y estimulos externos incluyendo la interaccidn con patdgenos (Humphrey
y col. 2007); asimismo, lleva informacién del medio ambiente hacia el citoplasma de la
célula a través de distintas vias de transduccion de sefiales (Hématy y col. 2009). La pared
celular esta formada por microfibrillas de celulosa embebidas en una matriz de
polisacaridos que pueden dividirse en dos clases: hemicelulosas y pectinas (Cosgrove
2005), asi como también proteinas. Las hemicelulosas son polisacaridos ramificados que
contienen esqueletos de azlcares neutros mientras que las pectinas se definen por la
presencia de &cidos uronicos como principales componentes (Somerville y col. 2004). Si
bien se conoce muy poco acerca de la biosintesis de los polisacaridos de la pared celular, se
sabe que muchos de los azlcares necesarios para la formacion de la pared también son
intermediarios de otras vias biosintéticas esenciales, como la del &cido ascorbico (Gilbert y

col. 2009, Di Matteo y col. 2010).

2.1.2 Acido ascorbico

La vitamina C o &cido ascorbico es una pequefia molécula antioxidante que cumple
funciones metabdlicas esenciales en la vida de las plantas: contribuye a la detoxificacion de
especies reactivas de oxigeno (EROs) generadas durante la fotosintesis y en situaciones de
estrés, actia como cofactor de varias enzimas (involucradas en la sintesis de hidroxiprolina,
etileno, GA, antocianinas y otros metabolitos secundarios) y esta involucrado en la
regulacion de la elongacion celular y la progresion a través del ciclo celular (Smirnoff y

Wheeler 2000). El &cido ascorbico es ubicuo en los organismos eucariotas pero es



27

particularmente abundante en plantas donde es claramente esencial en la regulacion del
crecimiento y desarrollo (Foyer y Noctor 2009). Los mutantes de Arabidopsis con niveles
parcialmente reducidos de ascorbato exhiben retrasos en la floracion y disminucion en el
crecimiento mientras que la deplecion total de esta molécula resulta en plantas no viables
(Barth y col. 2006, Olmos y col. 2006, Kotchoni y col. 2009). La letalidad de suprimir la
sintesis de ascorbato se debe a sus maltiples funciones en el crecimiento y desarrollo de la
planta asi como también en el metabolismo y defensa (Smirnoff y col. 2001). En este
sentido, se ha demostrado que el &cido ascorbico modula la defensa e interacciona
extensivamente con el metabolismo de las hormonas y su sefializacion para controlar el
desarrollo de la planta (Pastori y col. 2003).

En cuanto a los factores que controlan la acumulacién del &cido ascérbico, se sabe que la
capacidad de reciclar ascorbato reducido a partir de sus formas oxidadas es tan vital para
mantener elevados sus niveles como la capacidad de sintetizarlo (Chen y col. 2003). Con
respecto a su sintesis existen varios caminos alternativos identificados en plantas. La
primera via descripta (via de Smirnoff-Wheeler) involucra la generacion de &cido ascorbico
a partir de L-galactosa (Wheeler y col. 1998). La L-galactono-1,4-lactona constituye el
precursor inmediato del &cido ascorbico la cual es oxidada a ascorbato por la enzima L-
galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (GalLDH) localizada en el lado externo de la
membrana interna de la mitocondria. Si bien los pasos iniciales de la via ocurren en el
citosol, la oxidacion de la L-galactono-1,4-lactona via el citocromo ¢ en la mitocondria
sugiere la integracion de la biosintesis del &cido ascérbico con el metabolismo energético y
el estado redox de la célula. En frutilla, se ha descripto ademas una via que se inicia a partir

de D-galacturonato generado a partir de la ruptura de pectinas en el fruto en la etapa de
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maduracion (Agius y col. 2003). Posteriormente, el acido D-galacturdnico es reducido a
acido L-galactonico que luego es convertido espontaneamente a L-galactono-1,4 lactona.
Como ocurre en la via Smirnoff-Wheeler, la enzima GalLDH convierte L-galactono-1,4
lactona a &cido ascorbico. Si bien la sintesis de &cido ascorbico a través de &cido D-
galacturonico representa solo una pequefia fraccion del ascorbato total, se ha sugerido que
esta via podria ser un mecanismo de recuperacion de carbono en ciertos 6rganos luego de la
ruptura de la pared celular, como ocurre durante la maduracion del fruto. El acido D-
galacturonico se libera a partir de la hidrdlisis de homogalacturonanos y
ramnogalacturonanos I, que en conjunto constituyen los principales componentes de las
pectinas de la pared celular (Agius y col. 2003). Finalmente, se ha propuesto una via basada
en mioinositol y la generacion del cido D-glucurdnico como intermediario por accion de la
enzima mioinositol oxigenasa (Lorence y col. 2004).

Para cumplir su funcién antioxidante, el &cido ascorbico es utilizado por la enzima
ascorbato peroxidasa (APX) para convertir H,O, a agua. La oxidacién del ascorbato, como
consecuencia de la acumulacion de EROs, resulta en la generacion del radical
monodehidroascorbato (MDHA), el cual puede ser reducido nuevamente a ascorbato por la
enzima monodehidroascorbato reductasa (MDHAR) o bien dismutar no enziméaticamente
para formar &cido ascérbico y el dehidroascorbato (DHA). Si el DHA no es reciclado
rdpidamente a acido ascorbico; sufre hidrolisis irreversible a acido 2,3 diketo-L-gulénico lo
cual representa una pérdida del pool de acido ascorbico total (Valpuesta y Botella 2004). El
DHA es reducido a &cido ascérbico por la enzima dehidroascorbato reductasa (DHAR) que
usa glutation como reductor. La reduccion por parte de la DHAR permite a la planta

reciclar DHA vy por lo tanto, recapturar ascorbato antes de que sea perdido. Dado que el
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acido ascorbico constituye el mayor antioxidante en plantas, la enzima DHAR es de
fundamental importancia y contribuye a la regulacién del estado redox en la planta. Por lo
tanto, la capacidad de reciclar eficientemente DHA a ascorbato puede ser critica en

condiciones donde el acido ascorbico es consumido rapidamente.

2.1.3 Homeostasis redox y desarrollo

Las EROs se producen continuamente en diferentes compartimientos celulares como
subproductos de varios procesos metabdlicos. Bajo condiciones fisioldgicas normales, estas
moléculas son eliminadas a través de una serie de complejos mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos que constituyen la defensa antioxidante de la planta. Cuando el equilibrio entre
la produccion y la eliminacion de EROs es perturbado por factores externos adversos, ya
sean bioticos o abidticos, se produce lo que se conoce como estrés oxidativo (Apel y Hirt
2004).

Por otro lado, desde hace algunos afios, se ha empezado a reconocer que las EROs tienen
un papel importante en los procesos de sefializacion y han sido involucradas en procesos
fundamentales en las plantas tales como el crecimiento, el desarrollo, la respuesta a
estimulos medioambientales y la muerte celular (Mittler 2002, Apel y Hirt 2004, Foyer y
Noctor 2005, Pitzschke y col. 2006, Miller y col. 2008). Las plantas responden a cambios
en su ambiente mediante la modulacién de los niveles de EROs y asi transmitir las sefiales
externas hacia el nicleo y transcribir genes especificos (Apel y Hirt 2004). En este sentido,
la homeostasis redox de la célula es considerada como un integrador de la informacion del
metabolismo y del medio ambiente que regula las respuestas de aclimatacion y el
crecimiento de la planta. Los antioxidantes como el glutation y el ascorbato sirven no solo

para limitar la vida de las EROs sino que también participan en un amplio rango de eventos
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de sefializacion y funciones regulatorias (Foyer y Noctor 2009). Se acepta generalmente la
idea de que bajas concentraciones de EROs conducen a la transduccion de sefiales y
respuestas de aclimatacion mientras que niveles elevados generan dafio oxidativo en los
componentes celulares. La intensidad, duracion y localizacion de las distintas sefiales de
EROs estan determinadas por el balance entre las vias de produccion y de eliminacion de la
célula (Vranova y col. 2002). El uso de EROs como moléculas sefial por las células
vegetales sugiere que, durante la evolucion, las plantas fueron capaces de alcanzar un alto
grado de control sobre la toxicidad de las mismas (Mittler y col. 2004). Mientras que el
dafo oxidativo es bastante inespecifico y conduce a la acumulacion de modificaciones
irreparables en proteinas y acidos nucleicos, la sefializacion oxidativa debe ser reversible y
estar bajo estrecha regulacion (Foyer y Noctor 2009). Esta modulacion tan precisa de los
niveles de EROs permite la existencia de umbrales donde estas moléculas pueden actuar
como sefial de diferentes procesos celulares, no sélo en respuestas de estrés sino que
también participan en la regulacion del crecimiento y desarrollo de la planta (Van
Breusegem y col. 2001, Van Breusegem y Dat 2006).

Bajo condiciones de estrés, una estrategia que las plantas han adoptado es disminuir la
velocidad del crecimiento. La habilidad de reducir la division celular en condiciones
desfavorables permitiria no solo guardar energia para propositos de defensa, sino también
limitar el riesgo de dafios heredables. Si bien se conoce poco hasta el momento acerca del
mecanismo de las EROs en el crecimiento y desarrollo de las plantas, se sabe por ejemplo,
que la progresion del ciclo celular esta negativamente regulado por EROs (Gapper y Dolan
2006). En este contexto, es imposible hablar de EROs y sefializacion redox sin considerar a

las hormonas, las cuales acttan en conjunto con las vias de sefializacion moduladas por el
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balance redox para procesar, transmitir sefiales y producir respuestas apropiadas (Kwak y
col. 2006). Asi por ejemplo, se ha demostrado que una parte importante del control del
crecimiento de las células de la raiz a través de la regulacion de las proteinas DELLAS via
GA esta determinado por la regulacion de la acumulacion de EROs mediante los efectos

sobre la expresion de enzimas antioxidantes (Achard y col. 2008).

2.1.4 Balance hormonal y desarrollo

El crecimiento y desarrollo de las plantas implica la integracién de sefiales externas y
enddgenas que, en conjunto con el programa genético, determinan la forma de la planta. En
este proceso son fundamentales los reguladores del crecimiento denominados hormonas
vegetales; este grupo incluye auxinas, citoquinas, GA, ABA, etileno, BR y é&cido
jasmonico, los cuales actlan a bajas concentraciones para regular distintos aspectos del
crecimiento y desarrollo (Gray 2004). Cada una de las hormonas puede regular una gran
variedad de procesos celulares independientemente, pero también varias hormonas pueden
participar en un mismo proceso simultdneamente, indicando que las distintas vias de
sefializacion se cruzan y actlan en conjunto (Depuydt y Hardtke 2011). La sorprendente
plasticidad del desarrollo de las plantas se basa en redes de vias de transduccion de sefiales
interconectadas que integran mdultiples sefiales hormonales y medioambientales
coordinadamente para regular actividades celulares y procesos del desarrollo comunes (Bai
y col. 2012). La actividad de cada hormona esta determinada por su disponibilidad, la cual
a su vez estd regulada a nivel de su metabolismo como de su distribucion, y por la
eficiencia de la percepcion de la sefial hormonal y su transducciéon. La modulacion de

cualquiera de estas etapas puede tener un impacto directo en las respuestas rio abajo como
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el control de la expresion de genes blanco o la actividad de proteinas especificas

(Vanstraelen y Benkova 2012).
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2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Material vegetal

Se utilizaron lineas transgénicas de papa (Solanum tuberosum spp. tuberosum cv
Kennebec) que sobreexpresan o silencian el gen Snakin-1 bajo el promotor constitutivo 35S
generadas previamente en el laboratorio (Almasia y col. 2008). Estas plantas fueran
obtenidas mediante la transformacién de discos de hojas via Agrobacterium tumefaciens
siguiendo el protocolo descripto por Rocha-Sosa y col. (1989) y modificado por del Vas y
col. (1992).

Las plantas de papa fueron mantenidas por micropropagacion en medio MSS (Sales de
Murashige-skoog con sacarosa) en camaras de cria reguladas a 22° C, bajo un fotoperiodo

de 16 horas luz (5000 lux)- 8 horas oscuridad.

2.2.2 Caracterizacion molecular de las plantas

2.2.2.1 Extraccion de ADN de hojas de papa

Se tomaron muestras de hojas, se agregaron 700 ul de buffer de extraccion (Tris-HCI
pH=8 50 mM, EDTA pH=8 10 mM, NaCl 100 mM, b-mercaptoetanol 10 mM, SDS 1%) y
se calentaron 10 minutos a 65° C. Luego se agregaron 200 ul de Acetato de potasio 5 M y
se dejaron 20 minutos en hielo. Se centrifugaron a 13000 rpm durante 20 minutos a 4° C.
Se transfirieron los sobrenadantes a tubos limpios. Se precipitd el ADN con unos 600 pul de
isopropanol y se dejaron 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se

centrifugaron 10-15 minutos a maxima velocidad, se descartaron los sobrenadantes y se
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lavaron los precipitados con etanol 70% (400 pl), se centrifugaron 2 minutos a 10000 rpm.
Se repitid el lavado. Se centrifugaron 2 minutos a 10000 rpm, se eliminaron los
sobrenadantes, se secaron los precipitados a temperatura ambiente y se resuspendieron en

20-50 pl de agua destilada.

2.2.2.2 PCR atiempo final

Las reacciones de PCR a tiempo final se realizaron utilizando una mezcla que contenia:
1X buffer (Invitrogen); 1,5 mM MgCI2; 0,25 uM de cada oligonucleotido; 0,2 mM dNTPs;
0,75 U Taq Polimerasa (Invitrogen) en un volumen final de 25 pl. Los oligonucle6tidos
utilizados para evaluar la presencia del transgén fueron los siguientes: SN1 Up: 5
TTCAGCTCGAGAAAAAATGAAGTTATTTCTATTAACT 3; SN1 Low: 5
AATACAGGATCCTCAAGGGCATTTAGACTTGCC 3; 35S:

5 ATCTCCACTGACGTAAGGGA3.

2.2.2.3 Southern blot

Los ADNs genomicos fueron digeridos durante 16 horas a 37°C con las enzimas
indicadas en cada caso. Posteriormente se corrieron las muestras en un gel de agarosa 0,8%.
Las sondas radiactivas se prepararon usando como templado productos de digestion de un
plasmido que contuviese al promotor 35S y purificados en geles de agarosa mediante el Kit
QIAquick Gel Extraction (Quiagen). Se marcaron radiactivamente con o-[*’P]-dCTP
haciendo uso del kit Prime-a-Gene Labeling System (Promega). Para ello, 30 ng del
producto purificado utilizado como sonda se desnaturalizaron por incubacion a 99°C
durante 2 minutos. Se adicionaron 2 pl de BSA, 5U de Klenow polimerasa I, 20 uM de

dATP, dGTP y dTTP, 50 pCi (333 nM) dCTP [«%?P] 3000 Ci/mmol y buffer de marcado
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5X, que contiene los oligonucleotidos iniciadores, de acuerdo a las instrucciones del kit. Se
incubd durante 1 hora a 37°C y posteriormente se adicionaron 30 ul NaOH 0,5 M.

La transferencia e hibridacion se realizaron siguiendo las técnicas ya descriptas por
Sambrook y col. en 1989. Se utilizaron membranas Hybon N* (Amersham). Para la
prehibridacion e hibridacion se empled la solucion ULTRA™® (Ambion). Se prehibridé
durante 1 hora a 65°C y se hibridé durante toda la noche a la misma temperatura. Luego de
descartada la sonda se realizaron dos lavados sucesivos a temperatura ambiente durante 15
minutos con SSC (2X), SDS (0,1%) y SSC (1X), SDS (0,1%). Posteriormente se repitieron
los lavados pero a la temperatura de hibridacion. Se realizaron exposiciones durante
periodos variables y luego se obtuvieron las autorradiografias que fueron escaneadas

utilizando el equipo Typhoon 9400 (GeHealthcare).

2.2.2.4 Extraccion de ARN
El ARN total fue extraido a partir de 75-100 miligramos (mg) de tejido de papa

procesado en nitrégeno liquido mediante el kit comercial RNAqueous (Ambion) de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. La concentracion de las muestras de ARN se determiné
midiendo la absorbancia a 260 nm considerando que DO (260 nm) = 1 equivale a 40 pg/ml
de ARN. También se determind la pureza del ARN midiendo las absorbancias a 280 y 230
nm, que corresponden a los picos maximos de absorcion de proteinas y polisacaridos y
polifenoles respectivamente, y calculando las relaciones a 260/280 y a 260/230. Se
considerd como buena la calidad del ARN cuando dichas relaciones estaban entre 1,8 y 2,1
y mayor a 2, respectivamente. Para estas mediciones se utilizd un espectrofotometro
NanoDrop 1000A (Thermo Scientific). La integridad de ARN se analiz0 mediante

electroforesis en gel de agarosa 1,5% utilizando MOPs 1X como buffer de corrida y
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desnaturalizando previamente las muestras agregandoles buffer de siembra en una relacién
1/3 viv (60% formamida deionizada; ME 1,2X; 8,5% formaldehido; 0,01% p/v azul de
bromofenol/xilen cianol), incubandolas durante 5 minutos a 65°C y transfiriéndolas

inmediatamente a hielo (Sambrook y col. 1989).

2.2.2.5 Northern blot

Los ARNSs se corrieron en un gel de agarosa 1,5% con MOPs 1X como buffer de
corrida. A las muestras se les agregé buffer de siembra preparado con formamida
deionizada (60%), formaldehido (8,5%) y azul de bromofenol (0,01%). Las sondas
radiactivas se prepararon usando productos purificados de PCR. Se marcaron
radiactivamente con o-[*P]-dCTP haciendo uso del kit Prime-a-Gene Labeling System,
segln las especificaciones del fabricante (Promega).

La transferencia e hibridacion se realizaron siguiendo las técnicas ya descriptas por
Sambrook y col. en 1989. Se utilizaron membranas Hybond N* (Amersham). Para la
prehibridacion e hibridacion se empled la solucion ULTRA™® (Ambion). Se prehibridé
durante 2 horas a 42°C y se hibridd durante toda la noche a la misma temperatura. Luego de
descartada la sonda se realizaron dos lavados sucesivos a temperatura ambiente durante 15
minutos con SSC (2X), SDS (0,1%) y otro de 15 minutos con SSC (1X), SDS (0,1%) a
42°C. Se realizaron exposiciones durante periodos variables y luego se escanearon las

imagenes mediante un Typhoon 9400 (GeHealthcare).
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2.2.3 Caracterizacion fenotipica de las plantas

2.2.3.1 Evaluacion de parametros de crecimiento y desarrollo

Diez plantas micropropagadas in vitro fueron trasplantadas a macetas en condiciones
controladas de invernaculo (24°C a 26°C, con ciclos de 16 horas luz y 8 horas oscuridad).
Las mismas fueron mantenidas aproximadamente 3 meses y en los ensayos donde se evalud

floracién y tuberizacion este tiempo se extendié por dos meses mas.

2.2.3.2 Ensayos de tuberizacion en placas

Segmentos de tallo incluyendo al menos un nudo fueron pasados a placas con MS
(medio Murashige-Skoog) con 10% sacarosa. Después de una semana en dia largo (16
horas luz/ 8 horas oscuridad) y 24°C se pasaron a oscuridad para inducir tuberizacion. Se

cosecharon después de 20 dias.

2.2.3.3 Medicidn de fotosintesis, conductancia y transpiracién

Las medidas de intercambio gaseoso fueron realizadas usando el sistema portatil
gaseosas Licor-6400 (Li-Cor; www.licor.com) que consiste en un sistema abierto
conteniendo un analizador de gases por infrarrojo (IRGA) que infiere con el diferencia
entre CO, y H,0 en un flujo de aire que pasa por la cdAmara donde esta la unidad foliar que
es analizada. La fotosintesis, conductancia estomatica y transpiracion fueron evaluadas en
hojas completamente expandidas de plantas crecidas en invernaculo (n=6) y en horas del
mediodia. Se realizaron curvas de respuesta a luz utilizando los siguientes puntos: 50, 100,
300, 700, 1200, 1500 y 1700 pmol fotones m-°s-! (PFD), 400 PPM CO, y una temperatura

en la hoja de 25°C.
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2.2.3.4 Medicién del area foliar y celular

Con el fin de determinar el area foliar se tomaron imégenes de la 5" hoja de plantas de
las lineas transgénicas y del control NT (10 réplicas) crecidas a 22°C durante 8 semanas y
se cuantifico el &rea con el programa Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Para determinar el area celular, la 5 hoja de 5 plantas independientes fueron clarificadas
y fijadas durante toda la noche en una solucion de etanol: acido acetico (1:1), lavadas en
etanol y mantenidas en hidrato cloral (160 gramos hidrato cloral, 20 ml glicerol, 40 ml H,0
destilada). Se tomaron iméagenes de las células utilizando el programa LAS core (Leica
Application Suite) del microscopio Leica TCS-SPS y se midid el area de aproximadamente
100 células epidérmicas utilizando el programa ImageJ. Los valores de area foliar y area
celular promedio fueron utilizados para estimar el nimero de células por hoja. Los analisis
estadisticos fueron realizados mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis

(InfoStat, http://www.infostat.com.ar).

2.2.3.5 Analisis histologicos

Se realizaron cortes transversales a partir de la parte media de hojas completamente
expandidas. Las muestras fueron fijadas en glutaraldehido durante toda la noche a 4°C y
lavadas 2 veces en buffer fosfato de sodio (pH=7,2) a 4°C. Luego de deshidratarlas en
series crecientes de etanol y xileno, las muestras fueron embebidas en parafina y se
realizaron cortes con la ayuda de un microtomo. Se montaron preparados sobre
portaobjetos previamente cubiertos con poli-L-lisina y se desparafinaron con xileno durante
15 minutos. Se tomaron imagenes con un microscopio Leica TCS-SPS de 3 réplicas

bioldgicas de cada linea transgénica y del control (2 experimentos independientes).



39

2.2.4 ldentificacion de vias metabolicas y procesos fisiologicos

afectados en las lineas transgénicas

2.2.4.1 Analisis de perfiles metabdlicos y composicion de la pared celular

2.2.4.1.1 Extraccion, derivatizacion y analisis de metabolitos solubles

mediante cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas

Se utiliz6 el protocolo descripto por Roessner-Tunalli y col. (2000). Brevemente, se
obtuvieron extractos crudos a partir de 100 mg de tejido de hojas de papa. Las muestras
fueron homogeneizadas en 1400 pl 100% metanol con 60 pl de un estandar interno (ribitol,
0,2 mg/ml) y mantenidas durante 15 minutos a 70°C. Se mezcld el sobrenadante con 750 pl
cloroformo y 1500 ul de agua y se centrifugd a 3600 rpm. Alicuotas del sobrenadante (150
pl) fueron secadas con vacio durante 4 horas, resuspendidas en 40 pl metoxiamina
clorhidrato (20 mg/ml en piridina) y derivatizadas durante 2 horas a 37°C. Se agregd N-
Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamida (70 ul) y una mezcla de alcanos (7 pl) y se
dej6 30 minutos a 37°C. Los andlisis de cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria
de masas (Gas chromatography—mass spectrometry, GC-MS) fueron realizados en un
cromatdgrafo gaseoso HP 5980 (Agilent) acoplado a un espectometro de masas Pegasus 1l
(Leco) El analisis de los datos de los perfiles metabdlicos se realizé mediante los programas
Chroma Tof (Leco) y Tag Finder 4.0 (Luedemann y col. 2008). Se hicieron analisis
estadisticos de prueba t mediante Microsoft Excel (Microsoft). Los datos presentados
corresponden a la media = desvio estandar de 6 réplicas bioldgicas en cada caso. Los
analisis de componentes principales (ACP) fueron realizados mediante el programa Infostat

(http://www.infostat.com.ar).
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2.2.4.1.2 Determinacién de azlcares solubles
Se homogeneizaron 10-20 mg de tejido de hoja en 250 ul de etanol 98% y se dejaron 20

minutos a 80°C. Luego de centrifugar, se agreg6é 150 pl de etanol 80% al precipitado, se
mezclo y se incubo durante 20 minutos a 80°C. Se resuspendio el precipitado en 250 pl de
etanol 50% y se dejo minutos a 80°C. Los contenidos de sacarosa, glucosa y fructosa fueron

determinados espectrofotométricamente a partir del sobrenadante (Stitt y col. 1989).

2.2.4.1.3 Determinacion de acido ascorbico total y acido dehidroascorbico

La determinacion de acido ascorbico total y DHA se realiz6 mediante cromatografia
liquida de alta eficacia (High-performance liquid chromatography, HPLC) con deteccion
electroquimica amperométrica como fue descripto por Diliberto y col. (1983). Para la
extraccion, se homogeneizaron 100 mg de tejido fresco de hojas en 750 pl de &cido
trifluoracético 3% y se centrifugd rapidamente a maxima velocidad por 5 minutos en frio.
Se pasaron 500 pl de sobrenadante por una columna Bond Elut C18 (Agilent) (previamente
equilibrada en metanol, agua y buffer fosfato 100 mM pH=7). Se descartaron los primeros
500 pl y luego se realizd una elucion con 1,5 ml de buffer fosfato 100 mM pH=7 y se
recupero el eluido. Luego se mezclaron partes iguales del sobrenadante (bien agitado) con
sal de K;HPO4 100 mM (pH proximo a 8,5). La mezcla queda con pH cercano a 6. Para
acido ascorbico total se tomaron 450 ul de esta mezcla y se agregaron 15 pl de DTT 100
mM. Para &cido ascérbico reducido se tomaron 450 ul de esta mezcla y se agregaron 15 pl
de agua. Luego se llevé a pH acido agregando 110 pl de &cido trifluoracético 3%.

Para la determinacion de acido ascorbico y DHA se inyectaron muestras en columnas
C18 de silica en fase reversa (particulas de 5 pm, 150X 4,6 mm, HL90-5s, Bio-Sil, Bio-

Rad). La fase movil compuesta por una solucion de KH,P0, (100 mM) a pH 3 (con acido



41

fosforico) fue corrida isocraticamente con un fujo de 0,5 ml/minuto. El pico de &cido
ascorbico se observé a los 3,5 minutos. La concentracion de acido ascorbico total (reducido
mas oxidado) fue determinada luego de reducir con DTT (1 mM). La cantidad de DHA se
determind como la diferencia entre las areas de los picos de las formas reducida y no

reducida.

2.2.4.1.4 Analisis de la composicion de la pared celular

Para los analisis de espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (Fourier
Transformed Infrared Spectroscopy, FT-IR) se tomaron muestras de hojas de plantas de 8
semanas de edad y se hicieron extracciones con metanol. Para ello, se homogeneizaron 500
mg de tejido en 1,5 ml de metanol, se centrifugd durante 10 minutos a 7000 rpm y se
elimino el sobrenadante. Se repitieron los lavados con metanol 3 veces y se dejo secar el
precipitado durante 90 minutos en un concentrador de vacio. Se analizaron 2 o 3 réplicas
bioldgicas y se hicieron 10 réplicas técnicas. Se obtuvieron 14 espectros mediante FT-IR
para cada linea mediante un espectrémetro Thermo Nicolet Nexus 470 (ThermoElectric
Corporation) dentro del rango 4,000-400 cm-*. Para cada espectro, se obtuvieron 64
escaneos con una resolucion de of 4 cm-! para el procesamiento de la transformacion de
Fourier y el célculo del espectro absorbancia se realiz6 usando el programa OMNIC
(Thermo Nicolet). Se corrigieron y normalizaron los espectros mediante el programa win-
das (Wiley), y se evaluaron mediante ACP y el método de la matriz de covariancia
(Kemsley, 1996). Los monosacéridos de la pared celular fueron estimados como derivados
de acetato de alditol (n= 3) (Stevenson y Furneaux 1991) por cromatografia gaseosa
realizada en un equipo SP-2330 (Bellefonte), y los resultados fueron validados como se

reporté previamente (Gibeaut y Carpita 1991). Se utilizO mioinositol (Sigma) como
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estandar interno. El contenido de celulosa fue determinado a partir de la fraccion resistente
a la extraccion con acido trifluoracético 2M (n=3) (Morrison 1988) mediante el ensayo de
fenol-acido sulfarico utilizando equivalentes de glucosa como estandares (Dubois y col.
1956). Los acidos urénicos fueron cuantificados usando la fraccion soluble de acido

trifluoracético 2M (n=5) (Filisetti-Cozzi y Carpita 1991).

2.2.4.2 Estudio de la participacion de SN1 en la homeostasis redox y en el

balance hormonal

2.2.4.2.1 Tinciones histoquimicas para la determinacion de especies reactivas

de oxigeno

Los niveles de H,O, en hojas se detectaron mediante 2,7-diclorodihidrofluoresceina
diacetato (H,DCF-DA) asi como también utilizando diaminobencidina (DAB) (Sigma).

En el caso de la tincion con H,DCF-DA, hojas completamente expandidas fueron
sumergidas en 10 mM Tris-HCI (pH=7,2) con 50 mM de KCIl y 50 uM H,DCF-DA por 10
0 20 minutos. El exceso de colorante fue lavado con el mismo buffer y se escaneé la
emisién de fluorescencia verde en un Typhoon 9400 (GeHealthcare). Para el anélisis
cuantitativo, se incub6 un disco de hoja en un eppendorf con 500 ul de solucién de H,DCF-
DA y se midi6 el cambio de absorbancia a 488 nm a distintos tiempos.

Para realizar la tincién histoquimica mediante la técnica de DAB que permite detectar la
acumulacién de H,0,, se incubaron las muestras de hojas (discos foliares) recientemente
colectadas en 1 mg.ml-! de DAB-HCI, pH=3,8, como fue previamente descripto por
Thordal-Chriestensen (1997).

Para la tincién histoquimica con NBT (Nitroblue Tetrazolium), que permite detectar la

acumulacién de iones superoxido, las muestras de hojas (discos foliares) recientemente
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colectados se sumergieron en una solucion de NBT 0,1% en 50 mM de fosfato de potasio,
pH=7,8, como fue previamente descripto por (Wohlgemuth y col. 2002).

Para ambas tinciones, los discos fueron sumergidos en las soluciones (en cajas de Petri)
y las soluciones fueron infiltradas en los tejidos mediante pequefios pulsos de vacio de 2
minutos y posteriormente incubadas en oscuridad por 16 horas (solucion DAB) o 2 horas
(solucion NBT). El exceso de colorante y los pigmentos foliares fueron removidos
mediante sucesivos lavados con etanol (90%, v/v) caliente. EI H,O, se visualiza como un

precipitado marron y los iones superdxido se detectan como un precipitado de color azul.

2.2.4.2.2 Cuantificacion de los niveles de la enzima Ascorbato Peroxidasa

Las muestras de hoja fueron molidas en morteros con N, y al material asi obtenido le
agreg6 buffer de extraccion de proteinas (100 mM KCI; 5 mM MgCI2; 400 mM Sacarosa;
100 mM TrisHCI pH=8; 10% glicerol; 10 mM [-mercaptoetanol; 2 mM fluoruro de
fenilmetilsulfonilo) en una proporcién 200 ul por cada 100 mg de tejido. La mezcla se
incub6 en hielo durante 10 a 30 minutos y se centrifugd a 12000 rpm durante 20 minutos y
a 4°C. El sobrenadante obtenido se transfirio a un tubo limpio. Se determind la
concentracion total proteica de cada muestra utilizando el kit Protein Assay (BioRad). Las
extracciones proteicas asi obtenidas se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

Para el Western blot, los extractos proteicos (20 pg) fueron resueltos en geles SDS-
PAGE 15%. Los geles fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa (Amersham)
utilizando el sistema de transferencia semiseca Fastblot (Biometra). Las membranas se
bloquearon con caseina (leche en polvo) 0,5% TBS durante 1 hora a 37 °C. Se incubaron
con el anticuerpo primario correspondiente a 4°C durante toda la noche, y luego se

realizaron 3 lavados con TBS-Tween 0,005% de 5 minutos cada uno. Posteriormente se
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incubaron con el anticuerpo secundario durante 2 horas y se hicieron tres lavados en TBS.
Para el revelado se hizo una incubacion de 10 minutos en buffer AP y luego de ese tiempo

se la reemplazo por 10 ml de buffer AP + 33 ul BCIP + 44 pl NBT (Gibco).

2.2.4.2.3 Cuantificacion relativa de la expresion de genes involucrados en la

sintesis y reciclaje de &cido ascorbico

El ARN fue extraido como se describié previamente (2.2.2.4). Previamente a la sintesis
del ADNCc, cada muestra de ARN fue tratada con ADNasa para remover en su totalidad el
ADN contaminante. Para ello, se afiadio 1 pl de ADNasa (Invitrogen) y 1 pl del buffer a
1,5 ng de ARN y se llevo a un volumen de 10 pl con H,O libre de ARNasas. Luego de una
incubacion de 15 minutos a temperatura ambiente se agreg6é 1 pl de EDTA (20 mM) vy se
calentd a 65°C 10 minutos.

Posteriormente, se agreg6 1 ul de una solucién de hexanucleétidos de secuencia al azar
(150 ng/ul) y 1 pl de dNTPs (10mM), se calento a 65°C durante 10 minutos y se incubd en
hielo 5 minutos. Luego de centrifugar se agregaron 4 ul de buffer de sintesis 10X [Tris-HCI
(200 mM, pH 8,4), KCI (500 mM), MgCl, (25 mM), BSA (1 pg/ul)], 1 pl de DTT (0,1 M),
1 ul de RNaeOUT (Invitrogen) y 1 ul de transcriptasa reversa SuperScript 111 RT (200 U/pl,
Invitrogen). Luego se incub6 15 minutos a 25 °C, 50 minutos a 42°C y 15 minutos a 70°C.

Se evaluaron los niveles de expresion de los genes mediante RT-gPCR utilizando un
termociclador en tiempo real ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems). Se realizaron al
menos tres réplicas bioldgicas y dos réplicas técnicas. Las reacciones de PCR cuantitativa
se realizaron utilizando el kit comercial QuantiTectTM SYBR Green PCR (Qiagen),
siguiendo las instrucciones del fabricante (volumen final de 25 ul). Se utilizé el siguiente

programa: 10 minutos iniciales a 95 °C y 40 ciclos de dos pasos: 15 segundos a 95°C y 1
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minuto a 60 °C. Una vez terminada la amplificacion se cred la curva de disociacion, medida
como cambios en los niveles de fluorescencia en funcion de la temperatura, de modo de
detectar los productos no especificos.

La cuantificacion relativa se determind usando el gen del factor de elongacion (Efla)
que fue reportado como gen de referencia en papa (Nicot y col. 2005). Se disefiaron
oligonucleodtidos especificos mediante el software Primer3. La lista de oligonucleétidos
especifica se detalla en la Tabla 2.1. Las eficiencias de los pares de oligonucleétidos y los
valores de Ct (Cycle Threshold) se obtuvieron mediante el software LinRegPCR (Ramakers
y col. 2003). Los analisis de expresion relativa fueron realizados mediante el software
fgStatistics (Di Rienzo 2009) (http://sites.google.com/site/fgStatistics/) que utiliza el
algoritmo desarrollado por Pfaffl y col. (2001).

Tabla 2.1. Oligonucledtidos utilizados para cuantificar la expresion de genes
involucrados en la sintesis y reciclaje de acido ascérbico.

Gen Secuencia (5'a 3")
Efla Up ATTGGAAACGGATATGCTCCA
Efla Low TCCTTACCTGAACGCCTGTCA
StPMI Up ATGGAGGCTGATGGTCTGTC
StPMI Low ACAAGATTCCTTTGCCGAAC
StGMP1 Up TGAAGGAGGACAAACCACAT
StGMP1 Low CATCTCAGGCAAAGGAAAGC
StGMP2 Up ATTTACCTGCTCGACCCTTG
StGMP2 Low CCAGGAAGGACCATAGCGTA
StGME1 Up CGATTGGAAGAAGAATGAGCA
StGME1 Low CAGCAGCGAGATTGAAGACA
StGME2 Up CCTTCCAATCCATCACATCC
StGME2 Low CAACCCATCCTTCAACTTCAT
StGGP1 Up GATGTCACTGCTTGCGAAAC
StGGP1 Low TGCAGCACCTTATCAACTCG
StGGP2 Up CCTCCGATCTCCTCTTCCTC
StGGP2 Low AACATCGGTCCTGTTCTTGG
StGPP1 Up TTGGAACTACGCGGGATAAC

StGPP1 Low ACATGCCACCCAACAGAGAT




StMDHAR1 Up GAGACAAACGCCTGATTGGT
StMDHAR1 Low AGGGTGCCATACTTGAGCAG
StMDHAR2 Up CAGTGGCTGTTGGGTTTGAT
StMDHAR2 Low TGCCCTTTGAATAGAGTCGTG
StDHAR Up CGCATGAACTGACTCGAAAC
StDHAR Low TCCACAGACCAACGATGAAC
StGR Up TACGGTGGATGTGGATGGTA
StGR Low ATCAAGGGCAGCATCAGAAT
StGalDH Up CAGCTCAGACATTGCAGCTC
StGalDH Low GCGTCTTGTTCGGAGACATC
StGalLDH Up TTCGGTATGCTCCGTTGC
StGalLDH Low GCTTCCTCACATTCGCTTCT
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2.2.4.2.4 Tratamiento con acido giberélico

Para evaluar el efecto de la aplicacion exdgena de GA se hicieron ensayos de
crecimiento in vitro y en invernaculo. En el primer caso, apices provenientes de plantas de
las lineas transgénicas y el control fueron micropropagados in vitro en medio MS
suplementado con 10 uM de GA (o sin hormona para los controles). Para el ensayo en
inverndculo las plantas fueron pasadas a macetas y crecidas en bajo condiciones
controladas de humedad y temperatura. Las plantas tratadas fueron rociadas cada 3 dias con
una solucion de GA (10 uM) y en el caso de los controles con agua, y dejadas en las

mismas condiciones de luz y temperatura en gque estaban creciendo.

2.2.4.2.5 Cuantificacion relativa de la expresion de genes relacionados al
metabolismo y sefializacion hormonales

La extraccion de ARN, sintesis de ADNc y RT-gPCR como se describié previamente

(2.2.2.4y2.2.5.3).

Tabla 2.2. Oligonucleotidos utilizados para cuantificar la expresion de genes

relacionados al metabolismo y sefializacion hormonales.
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Gen Secuencia (5'a 3")
Efla Up ATTGGAAACGGATATGCTCCA
Efla Low TCCTTACCTGAACGCCTGTCA
StGAI Up CCAACTGGGATTCTTCCTCA
StGAI Low CTTCACAAGCCACCACGTTA
StCO Up CAGGCCCTCCAATTCAGATA
StCO Low TGCATAGGCTTTTCTTGAAGC
StLFY Up GCGACACTATGTGCATTGCT
StLFY Low AGCCACCAATGGCTTGTAAC
StGA20 Up AGCTTGTTGGAGAAGCGTGT
StGA20 Low AAAAGCGGCAAGTCAAAGAA
StFT Up CCAAGCGACCCTAACTTGAG
StFT Low ATGAGCAAATGGTGGTCCTC
StPR1 Up TATCTTGCGGTTCACAACGA
StPR1 Low AGGTTCTCTCCTGCACCTGA

2.2.4.2.6 Determinacion de hormonas vegetales en muestras de tallos y hojas

de las lineas transgénicas

Las determinaciones de hormonas fueron realizadas en el laboratorio del Dr Sergio
Alemano, Departamento de Ciencias Naturales, FCEF-QyN, Universidad de Rio Cuarto
(Cérdoba). La extraccion y purificacion de acido jasmonico (JA), acido abscisico (ABA),
acido salicilico (SA) y acido giberélico 1 (GA;) del tejido vegetal se realizé por el método
modificado de Durgbanshi y col. (2005). Como estandares internos se adicionaron 50 ng de
[He]-JA, [PHe]-ABA, [?Hs]-SA y 100 ng de [°H,]-GA.. La separacion cromatografia se
realizd con un un HPLC Alliance 2695 (Waters, Inc., California, USA) equipado con una
columna de fase reversa C18 (100 mm x 2.1 mm, 3-um) el cual se encuentra acoplado con
un espectrémetro de masa con triple cuadripolo (Quattro Ultima pt; Micromass,
Manchester, UK), realizandose la ionizacién por electrospray (ESI). La identificaciéon y
cuantificacion se llevé a cabo por inyeccién de las muestras en modo MRM (Monitoreo de

Reacciones Multiples). La adquisicion de datos por MRM se realiz6 por monitoreo de iones
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parentales y sus transiciones para JA, 209 > 59 y para su estandar interno 215>59; para
ABA, 263>153 y 269>159; para SA, 137>93 y 141>97 y para GA;, 347>273 y 349>275.
El software utilizado fue MassLynx (TM v. 4.1, Micromass, Manchester, UK). Las

determinaciones son expresadas en pmol. X gr -* de peso seco.

2.2.4.3 Analisis de los perfiles transcripcionales en plantas transgénicas que

sobreexpresan o silencian SN1

Se han crecido plantas en invernaculo de las lineas que sobreexpresan o silencian SN1 y
control NT y se tomaron muestras de apices y hojas (5 hoja), a partir de las cuales se
realizaron las extracciones de RNA como se describio previamente (2.2.2.4). Se hicieron
dos réplicas biologicas, cada una de ellas correspondientes a un pool de muestras obtenidas
a partir de 3 plantas la linea sobreexpresante S3, la linea silenciada A2 y el control NT. Las
muestras fueron procesadas por el servicio de secuenciacion del Instituto LANGEBIO-
CINVESTAYV (www.langebio.cinvestav.mx) utilizando la plataforma SOLID. El anélisis de
los datos generados de esta manera se realizo en colaboracién con el Dr. Maximo Rivarola
de la unidad de bioinformatica del INTA. Se utilizaron los siguientes programas:
NovoAlignCS (http://www.novocraft.com/wiki/tiki-index.php?page=NovoalignCs),
Cufflinks (http://cufflinks.cbch.umd.edu/manual.html) y CummeRbund
(http://compbio.mit.edu/cummeRbund/) (Trapnell y col. 2012). El anélisis de los genes
diferencialmente expresados se realizd mediante las herramientas disponibles a partir de la
secuenciacion del genoma de la papa (http://www.potatogenome.net/) asi como de otras
bases de datos publicas (http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/, http://solgenomics.net/) y el

programa Blast2GO (Conesa y col. 2005) (http://www.blast2go.de).
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Los oligonucledtidos utilizados para la cuantificacion relativa por RT-gPCR del gen
StDIM/DWARF1 fueron los siguientes: StDIM/DWARF1 Up:
CGTTGTATTGGGAAGGGAAA y StDIM/DWARF1 Low:

CTTTGTGTGGCTTTGAGCAG.
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2.3 Resultados

2.3.1 Evaluacion del nimero de copias y de los niveles de expresion
de SN1 en las lineas transgénicas

Con el objetivo de profundizar el andlisis funcional del gen SN1 se obtuvieron
previamente en nuestro grupo lineas transgénicas de papa que sobreexpresan o silencian el
mismo. El uso de plantas transgénicas para un determinado gen, ya sea por aumento o
disminucion de sus niveles de expresion, constituye una herramienta muy Util para estudiar
el gen en cuestion y su participacion en las funciones fisiologicas in vivo. En el marco de
esta tesis se extendid la caracterizacion molecular realizada con anterioridad a las lineas
que sobreexpresan SN1 (Almasia y col. 2008) y se seleccionaron dos de ellas para estudios
posteriores (S3 y S5); asimismo, se analizaron por primera vez lineas que portan este gen
en antisentido (lineas antisentido, A1-A5). En primer lugar, se evalu6 la presencia del
transgén mediante la técnica de PCR y el nimero de copias que se habia incorporado al
genoma de la planta por Southern blot empleando una sonda marcada radiactivamente
correspondiente al promotor 35S. Los datos obtenidos a partir de las digestiones con la
enzima EcoRlI indican que existen mdltiples inserciones en la linea A1 (por este motivo no
fue considerada en los siguientes andlisis), al menos una copia del transgén en las lineas
A2, A4 y A5 y al menos dos copias en la linea A3. Finalmente, se analizo el nivel de
expresion de SN1 en las lineas transgénicas mediante Northern blot, confirmando la
sobreexpresion del mismo en las lineas S3 y S5 y la disminucién en los niveles de ARNm

de SN1 en las lineas antisentido (A2-A5) con respecto al control NT (Figura 2.1).



o1

— NT S3 Ss Al A2 A3
LT b “
900 bp
- o -G-8 o R - - d Ao

N1 S3 S5 A2 A3 Ad AS

C s1 s2 s3 s5 NI NT Al A2 A3 A4 AS Snakin-1 (X} . o N N

gt T ﬁﬁll!ﬁﬂ

Hoja
(] NT S3 S5 A2 A3

g
- . Snakin-1 )
‘ Br“ - ' ' . .
R -

Figura 2.1. Caracterizacibn molecular de las lineas transgénicas. (a) Representacion

esquematica de los vectores empleados en los ensayos de transformacion. (b) Amplificacion por
PCR de un fragmento de 900 pb correspondiente a la secuencia completa de SN1, el enhancer Q y
parte de la secuencia promotora CaMV35S en las lineas transgénicas. (¢) Evaluacion del nimero de
copias del transgén mediante Southern blot. EI ADN fue digerido previamente con la enzima EcoRl
y se utilizbé una sonda marcada radiactivamente correspondiente al promotor 35S. (d) Analisis de
expresion del transgén por Northern blot. EI ARN total fue extraido a partir de apices y hojas de
plantas crecidas durante 8 semanas en condiciones controladas de invernaculo. Se hibrid6é con una
sonda correspondiente al ADNc de SN1 y como control de siembra se muestra el ARN total tefiido
con bromuro de etidio (BrEt). NT: control no transgénico; S3 y S5: lineas sobreexpresantes de SN1;
Al1-Ab5: lineas antisentido.

2.3.2 Anélisis fenotipico de las lineas transgénicas de SN1

Con el fin de caracterizar fenotipicamente las lineas transgénicas se micropropagaron 10
plantas de cada linea seleccionada (lineas sobreexpresantes S3 y S5 y lineas silenciadas A2
y A3, en los ensayos en que fue posible se incluyeron también A4 y A5) y el control NT
que fueron trasplantadas a macetas y crecidas en invernaculo con condiciones controladas

de humedad y temperatura. Se evaluaron caracteres de crecimiento y desarrollo como
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altura, longitud de entrenudos, area foliar, tiempo de floracion y rendimiento y parametros
fotosintéticos. Si bien no se observan diferencias morfoldgicas evidentes entre las plantas
sobreexpresantes y las no transgénicas, las lineas que poseen el gen enddgeno SN1
silenciado presentan alteraciones fenotipicas notorias (Figura 2.2 a).

Las lineas silenciadas mostraron menor altura y reducida elongacion de entrenudos a lo
largo del tiempo; en el caso de las sobreexpresantes, en la linea S3 se observé una mayor
altura con respecto al NT mientras que no se registraron diferencias para la S5 (Figura 2.2

b).
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Figura 2.2. Analisis fenotipico de las lineas transgénicas de SN1. (a) Fenotipo de las lineas
transgénicas que sobreexpresan o silencian SN1 y del control (NT). (b) Altura y longitud de
entrenudos de las lineas transgénicas y NT a lo largo del tiempo. * indican diferencias significativas

(p <0,05) con respecto al NT.
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2.3.2.1 Tuberizacion

Con el objetivo de estimar el rendimiento de las lineas transgénicas, se analizd la
produccion de tubérculos en macetas y se realizaron ensayos de tuberizacion in vitro. En el
primer caso, 10 plantas micropropagadas de 4 semanas de las lineas sobreexpresantes,
silenciadas y el control, fueron trasplantadas a macetas individuales y crecidas en
inverndculo. Luego de aproximadamente 4 meses se cosecharon los tubérculos. Para el
ensayo de tuberizacion en placas, se partio de entrenudos de plantas crecidas in vitro que
fueron incubados en condiciones inductoras de la tuberizacion. El rendimiento se estimé
como el peso promedio de tubérculos por maceta y peso promedio de microtubérculos
relativizado al nimero inicial de entrenudos, respectivamente. En ambos casos, las lineas
silenciadas presentaron un rendimiento significativamente menor al NT produciendo
tubérculos muy pequefios. Las lineas sobreexpresantes no mostraron diferencias

significativas con respecto al NT en ninguno de los dos ensayos (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Tuberizacion de las lineas que sobreexpresan o silencian SN1. (a) Produccion de
tubérculos en macetas de plantas NT y lineas sobreexpresantes y silenciadas de SN1. Se grafica el
peso promedio de los tubérculos correspondientes a 10 plantas de cada linea y el desvio estandar. Se
realizaron 4 ensayos independientes obteniéndose resultados similares. * indican diferencias
significativas (p < 0,05) con respecto al control NT. (b) Ensayos de tuberizacion en placas del NT y

lineas transgénicas.
2.3.2.2 Floracién

Con respecto al proceso de floracion, se observaron alteraciones en el caso de las lineas
silenciadas ya que las mismas no Ilegan a formar botones florales o lo hacen con un retraso
muy marcado (y que finalmente no progresan) en comparacion a las plantas NT. Las lineas

sobreexpresantes no mostraron diferencias en cuanto al tiempo de aparicion de botones
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florales 0 nimero de flores en relacion al NT (Figura 2.4). Con el objetivo de graficar estas
observaciones, decidimos establecer una escala numérica que nos permitiera agrupar a las
plantas segln su estado con respecto al proceso de floracion, asignandole un valor de 1 a
una planta sin desarrollo de botones florales y un valor de 5 a una planta donde se
observaban flores de 2 0 mas meristemas. Teniendo en cuenta esto, registramos los datos de
aparicion de botones florales y desarrollo de las flores en 14 plantas crecidas en invernaculo
de cada linea transgeénica y el control a lo largo del tiempo, y luego graficamos el
porcentaje de plantas en cada categoria. Los resultados se muestran en la Figura 2.4 b
donde se puede ver que mientras que las lineas sobreexpresantes de SN1 se comportan de
manera similar al control, aquellas que lo silencian presentan claras diferencias en el tiempo

de floracion.

6 semanas 8 semanas

NT S3 S5 A2 A3 AS NT S3 S5 A2 A3 AS

9 semanas
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boton floral cerrado
1 a5 flores abiertas
mas de S flores abiertas
- 2 0 mas meristemas
NT S3 S5 A2 A3 AS

Figura 2.4. Floracion en las lineas que sobreexpresan o silencian SN1. (a) Fotos representativas

de la floracién en las plantas NT y lineas sobreexpresantes y silenciadas de SN1. (b) Registro de la

aparicion de botones florales a lo largo del tiempo en plantas NT y lineas transgénicas. Se grafica el



56

porcentaje de plantas en cada categoria segun su estado con respecto al proceso de floracién (se
evalu6 la floracién en 14 plantas de cada linea y se les asignd una categoria siguiendo una escala
numérica como se describe en el texto). Se realizaron 2 ensayos independientes obteniéndose

resultados similares.
2.3.2.3 Medicién de fotosintesis, conductancia y transpiracion

Para evaluar el posible efecto de la alteracion de los niveles de SN1 en la fisiologia de la
planta se realizaron mediciones de intercambio gaseoso en diferentes intensidades de luz en
hojas completamente expandidas. La tasa de fotosintesis se define como la cantidad de CO,
fijado o asimilado por fotosintesis, menos el CO, liberado por respiracion y
fotorrespiracion, por unidad de tiempo y de superficie de la hoja. Por su parte la
conductancia estomatica es la cantidad de H,O perdida por la superficie de la hoja, por
unidad de tiempo y superficie. Si bien se observé una tendencia de una mayor tasa de
asimilacién de CO, en las lineas sobreexpresantes y menor en las silenciadas con respecto a
las plantas control NT, estas diferencias no resultaron estadisticamente significativas. En el
caso de los resultados obtenidos para la conductancia estomatica y la transpiracion, el
patron no fue tan claro y las diferencias observadas tampoco fueron significativas (Figura

2.5).
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Figura 2.5. Medicion de parametros fisioldgicos en las lineas que sobreexpresan o silencian

SN1. (a) Fotosintesis (umol CO, m-* s-*). (b) Conductancia estomatica (mol H,0 m-* s-!). (c)

Transpiracion (mmol H,0 m-%s-Y). Se analizaron 6 plantas de cada linea transgénica y el control

NT.
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2.3.2.4 Area foliar y celular

Continuando con la caracterizacion fenotipica de las lineas transgénicas nos
concentramos en el fenotipo de las hojas. Las lineas sobreexpresantes (S3, S5), silenciadas
(A2, A3) y el control (NT) fueron micropropagadas in vitro, luego pasadas a macetas y
crecidas en condiciones controladas de invernaculo. Se seleccion6 la 5% hoja (contando
desde el apice hacia abajo) de plantas de 8 semanas de edad para analisis posteriores. Si
bien no se observaron diferencias morfologicas evidentes entre las hojas de las lineas
sobreexpresantes y de las plantas NT, las lineas silenciadas presentaron hojas de una
morfologia atipica (no compuestas) y de menor tamafio (Figura 2.6 a). La cuantificacion del
tamafio de hojas completamente expandidas, revel6 una disminucion estadisticamente
significativa del area foliar en las lineas silenciadas con respecto al control NT (50-60% de
reduccion) mientras que no observamos diferencias en el caso de las lineas

sobreexpresantes (Figura 2.6 b).
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Figura 2.6. Fenotipo de las hojas y area foliar. (a) Fenotipo de hojas de plantas NT y de las lineas

transgénicas (5ta hoja expandida de plantas de 8 semanas crecidas en invernaculo). (b) Area foliar
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promedio (cm?) del NT vy las lineas transgénicas (n=10). * indican diferencias significativas (p <

0,05) con respecto al control NT.

Dado que el tamarfio de la hoja estd determinado por la proliferacion y expansion celular,
nos propusimos evaluar si la reducion observada en el area foliar de las lineas silenciadas
estaba relacionada con una disminucion en el tamafo celular y/o en el nimero de células.
El analisis microscopico de la epidermis adaxial revel6 un aumento en el area celular de las
lineas silenciadas con respecto al NT (Figura 2.7 a). La cuantificacion del area celular
mostrd un incremento significativo en el tamafio de las células epidérmicas de las lineas A2
y A3 (70 a 90% con respecto al NT) (Figura 2.7 b). Posteriormente, se estimo el nimero de
células por hoja dividiendo el area foliar media por el area celular promedio. Como se
muestra en la Figura 2.7 c, el namero de células en la epidermis adaxial por hoja es
significativamente menor en las lineas silenciadas en comparacion al NT. Por su parte, la
sobreexpresion de SN1 no resulté en cambios significativos del area foliar ni del tamafio de
las células epidérmicas, por lo tanto, no se encontraron diferencias en el numero estimado
de células por hoja con respecto al NT. Si bien el area celular fue cuantificada solamente en
la epidermis adaxial, también observamos diferencias en el tamafio de las células del
parénquima. De la misma forma que se vio en la epidermis, las lineas silenciadas mostraron
células parenquimaticas mas grandes (Figura 2.7 d).

Para investigar si los cambios en la expresion de SN1 afecta a las hojas a nivel
histoldgico, se analizaron cortes transversales del foliolo principal de plantas NT y de las
lineas transgénicas. Se observd que la organizacion de los tejidos no presentaba
alteraciones, sin embargo las hojas de las lineas silenciadas eran notablemente mas anchas
(Figura 2.7 €). La cuantificacion de los tejidos mostré que el mayor grosor de las mismas

era resultado de un incremento significativo en la longitud tanto del parénquima en
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empalizada como del esponjoso con respecto al NT, mientras que no se observaron

diferencias entre las hojas de las lineas sobreexpresantes y del control NT (Figura 2.7 f).
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Figura 2.7. Analisis del area celular. (a) Fotos representativas de las células epidérmicas adaxiales
del control NT y de las lineas transgénicas. (b) Area celular promedio (n= 100-150 células) (um2).

(c) Numero estimado de células por hoja. (d) Fotos representativas de las células del parénquima
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esponjoso del control NT y de las lineas transgénicas. (e) Cortes transversales de hojas de plantas
NT y de lineas transgénicas. (f) Cuantificacion de la longitud del parénquima en empalizada y
esponjoso. * indican diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al NT. Estos analisis se
realizaron a partir de muestras de plantas crecidas en invernaculo en 2 ensayos independientes con

resultados similares.
2.3.3 Identificacion de vias metabadlicas y procesos fisiologicos

afectados en las lineas transgénicas

2.3.3.1 Analisis de perfiles metabolicos y composicion de la pared celular de

hojas de lineas transgénicas con niveles alterados de SN1

2.3.3.1.1 Metabolitos solubles

Se realiz6 un analisis de los perfiles metabdlicos de las lineas transgénicas y el control
NT mediante técnicas espectrofotométricas y GC-MS. A partir de hojas completamente
expandidas (5 hoja) de plantas de 8 semanas de edad crecidas en invernaculo se
prepararon extractos crudos de la fraccion soluble como fue descripto por Roessner y col.
(2001) y Fernie y col. (2001) y en el caso de las determinaciones de sacarosa, glucosa y
fructosa segun Stitt y col. (1989). Estos andlisis permitieron identificar 46 metabolitos
incluyendo aminoé&cidos, acidos organicos, azucares y precursores de la pared celular
(Tabla 2.2).

Con el fin de interpretar las diferencias metabdlicas observadas en las lineas
transgénicas se realizd un analisis de componentes principales (ACP). EI ACP es una
operacion matematica que permite reducir una gran cantidad de caracteres a un ndmero
limitado de variables o0 componentes. Cada componente contiene informacion de todos los

caracteres, pero en diferente proporcion, y “explica” asi una parte de la variabilidad total
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entre las muestras. En general, la mayor parte de la variabilidad estd comprendida en los
primeros dos o tres componentes. De este modo, y representando cada componente como
un eje, las muestras pueden ser caracterizadas de acuerdo al valor que les corresponde
respecto a cada uno de esos ejes. Como se muestra en la Figura 2.8 a, en un modelo que
explica 61% de la varianza de los datos el primer y segundo componentes pueden
discriminar las muestras de las lineas transgénicas en relacion a las del control. El anélisis
de la contribucion relativa de las variables individuales en estas dos dimensiones resultd en
la identificacion de 26 metabolitos con mayor efecto en la separacion de los genotipos por
el componente principal 1y 2 (> 0,18 y < -0,18). Todas estas variables correspondieron a
azUcares Yy alcoholes de azucares (fructosa, trehalosa, rafinosa y galactinol), intermediarios
del ciclo de Krebs (glutarato, malato, fumarato y succinato), aminoacidos y compuestos
nitrogenados (fenilalanina, metionina, piroglutamato, acido gamma-aminobutirico, serina,
aspartato, tirosina , valina, prolina y urea), &cidos organicos (quinato, nicotinato, salicilato y
fosfato) e interesantemente cuatro metabolitos involucrados directamente en el
metabolismo de la pared celular (ramnosa, gluconato, ascorbato y dehidroascorbato)
(Figura 2.8 b).

La comparacion de las cantidades relativas de los compuestos solubles revel6 la
existencia de un gran numero de diferencias en los niveles de metabolitos primarios en las
lineas transgénicas en relacion al control NT. Los niveles de aminoacidos fueron menores
tanto en las lineas sobreexpresantes como en las silenciadas; asimismo, los intermediarios
del ciclo de Krebs también resultaron alterados, siendo estos cambios mas pronunciados en
las lineas que silencian SN1. Con respecto a los azUcares y alcoholes de azucares, la

glucosa y fructosa mostraron incrementos del doble o mas en las lineas silenciadas mientras
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que la rafinosa, el galactinol y el precursor de la pared celular ramnosa se encontraron
reducidos en estas lineas. En este sentido, las lineas A2 y A3 mostraron niveles reducidos
de gluconato 1,4-lactona, precursor de biosintesis acido ascorbico, asi como también de
menores contenidos de ascorbato y DHA.

Tabla 2.3 .Niveles de metabolitos en hojas de las lineas transgénicas de SN1.



NT S3 S5 A2 A3
Fraccion Soluble
Azicares
Eritrosa 1+0,047 0,773 =0,054 0,632= 0,037 0,729= 0,051 0,525+ 0,092
Rafinosa 1+0,037 0,601 £ 0,057* 0,842+ 0,077 0,231 0,077 0,210 + 0,063~
Ramnosa 1=0,033 0,842=0,017 0,868 = 0,021 0.790 = 0,039 0,730 = 0,038
Trehalosa 1£0,048 0,433+ 0,010 0,398+ 0,008~ 0,624 = 0,039 0,709 = 0,044
Glucosa 1%0,160 1,369 = 0,159 1,578 % 0,061 2,931 = 0,055 2,573+ 0,063
Fructosa 1£0,193 1,465=0,116 1,486+ 0,090 3375+ 0,043 2,492 + 0,050
Sacarosa 1+0,032 1,257 = 0,059 1.230= 0,025 1.659 = 0,010 1.627= 0,024
Alcoholes de aziicares
Galactinol 10,019 0,928 = 0,035 1,138 = 0,046 0,135+0,029* 0,171 =0,091*
Glicerol 1+0,035 0,691 = 0,030 0,837 0,026 0,715+ 0,031 0,892 0,072
Mioinositol 1+0,029 0,823 =0,029 0,780 = 0,020 0,862%0,019 1,009 0,032
Aminoacidos
Alanina 1=0,060 0,697 = 0,038 0.865 = 0,035 0,592 = 0,056 0.726 = 0,066
Aspartato 1£0,059 0,675 = 0,031 0,643 = 0,032 0,501 = 0,037 0,525+ 0,042
GABA 1+0,035 0,693 = 0,026 0,557+ 0,011% 0,752 = 0,027 0,806 % 0,051
Glutamato 10,051 1,360 = 0,041 1,000+ 0,051 0,773+ 0,034 0,513+ 0,055
Isoleucina 1+0,028 0,722 = 0,034 0,956+ 0,037 0,951 = 0,042 0,672 % 0,067
Lisina 10,027 1,743 £ 0,071 1,083+ 0,017 0,855= 0,044 0,707 + 0,050
Metionina 1+0,048 0,632 £ 0,059 0,460+ 0,011* 0,886 0,057 0,763 = 0,065
Fenilalanina 1=0.,011 0,776 = 0,054 0,588+ 0,017* 0.892= 0,039 0,762 = 0,049
Prolina 1£0,054 1,398 = 0,059 1,167 = 0,036 0,569 = 0,036 0,331 £ 0,074*
Pirog lutamato 10,023 0,777 = 0,025 0,794+ 0,020 1.022= 0,015 0.900= 0,014
Serina 1+0,037 0,553+ 0,031  0476+0,022* 0,527 0,034" 0,616+ 0,060
Treonina 1+0,027 0,881 = 0,038 0,827+ 0,024 1,000 £ 0,025 0,844 £ 0,032
Tiramina 1+0,032 0,428+ 0,077  0,285+0,036* 0,301 = 0,046* 1.371+0,118
Triptofano 1+0,026 0,633 £ 0,086 1,095+ 0,018 0,790 = 0,034 0,651 = 0,073
Tirosina 1+0,022 0,704 = 0,054 0,575+ 0,037*  0,663=0,051* 0,477+ 0,092~
Valina 1+0,030 0,672 + 0,038* 0,836+ 0,051 0,734+ 0,036 0,547 £ 0,070*
Intermediarios ciclo TCA
Citrato 1+0,035 0,882 = 0,066 0,673 + 0,057 0,623 = 0,067 0,689 + 0,061
Fumarato 1+0,040 0,830 = 0,057 0,737 0,070 2,054 % 0,025* 1,377+ 0,038
Malato 1£0,034 1,023 £ 0,044 0,770+ 0,103 1,550+ 0,017 1,492+ 0,039
Oxo-Glutarato 10,061 0,562 = 0,059 0,379 = 0,043* 0,985 = 0,046 0.767 = 0,077
Succinato 1+0,036 0,928 = 0,023 0,801 = 0,035 1,089 = 0,033 1,084+ 0,048
Acidos Organicos
Ascorbato 1+0,039 1,006 = 0,034 0,862+ 0,035 0,644 = 0,047 0,603 £ 0,044*
Benzoato 10,017 0,583+ 0,022  0,688+0,009* 0,690 0,025" 0.971= 0,058
t-Caffeato 1=0,003 0,882 = 0,029 1,025 0,011 1,018 = 0,008 1,187+ 0,045
Dehidroascorbato 1=0,034 0,997 = 0,033 0,849 0,032 0,645 = 0,046 0,631 = 0,048~
Galactonato 10,019 0,885 = 0,054 0,690+ 0,037* 1,019 0,026 0,830 + 0,020
Gluconato 1,4-lactone 10,046 0,684 = 0,017 0,676+ 0,014 0,446 = 0,054" 0,681 + 0,038
Glicerato 1+0,033 1,478 = 0,093 1,165= 0,034 1,952+ 0,039% 1,035+ 0,055
Nicotinato 1£0,047 0,733 20,077 0,477+ 0,024 0,717 0,034 0,739+ 0,053
Fosfato 1=0,054 0234+ 0,050 0,127+ 0,044 0,580 = 0,066 0,579 = 0,059
¢-Quinato 1+0,037 0,799 = 0,015 0,620+ 0,040 0414 0,071% 0,622 + 0,053
t-Quinato 1=0,026 0.852=0,016 0.880= 0,016 0,577 = 0,050* 0.872= 0,069
) Salicilato 1£0,072 0,594 = 0,031 0,761+ 0,009 1,059 0,011 1,329+ 0,046
Acidos Grasos
Estearato 1£0,029 1,030 £ 0,017 0,866+ 0,033 0,927 = 0,041 0,834+ 0,039
Otros
Dopamina 1=0,030 3,381 = 0,091 2,244+ 0,026" 1.688 = 0,078 2,051=0,087
Urea 1£0,022 0,880 = 0,046 0,733 + 0,043 1,114 = 0,065 1,280+ 0,070
Fraccion Insoluble
Galactosa 1=0,015 0,996 = 0,006 0,955 0,023 0,851=0,043* 0,892 =0,062%
Manosa 1+0,007 1,125 £ 0,037 1,014+ 0,013 0,436+ 0,016* 0377 0,313~
Xilosa 1%0,140 0,904 = 0,017 0,928 = 0,003 0,980 = 0,015 0,935= 0,164
Arabinosa 1+0,005 1,017 £ 0,005 1,002+ 0,007 0,977 = 0,020 0,980+ 0,048
Ramnosa 1+0,028 1,101 = 0,027 1.049= 0,037 0,808 = 0,012 0,665 + 0,049
Celulosa 10,006 0,577+ 0,023 0,638+ 0,013* 0,923+ 0,015 0,868+ 0,027
Acidos Urénicos 140,015 0971 0,010 0,960 = 0,007 0,849 + 0,013 0,850 + 0,001
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Figura 2.8. Analisis de los perfiles metabdlicos de hojas de lineas transgénicas con niveles
alterados de SN1. (a) Anélisis de componentes principales de los perfiles metabélicos de las lineas
transgénicas y del control NT. El porcentaje de varianza explicado por cada componente se muestra
entre paréntesis. Cada punto representa una réplica biolégica independiente. En el panel inferior a la
derecha se muestran los 26 metabolitos especificos que tienen mayor impacto en la separacion de
los genotipos por el componente principal 1 y 2 (b) Contenidos relativos de los metabolitos mas
relevantes en el agrupamiento observado en el panel (a). Los * indican diferencias significativas con
respecto al control de acuerdo a la prueba t (p < 0,05). Las muestras corresponden a hojas del
control NT (gris), lineas sobreexpresantes S3 (azul) y S5 (celeste) y lineas silenciadas A2 (verde

oscuro) y A3 (verde claro).
2.3.3.1.2 Medicion de los niveles de acido ascorbico mediante HPLC

El &cido ascérbico constituye un metabolito esencial, participa tanto en el crecimiento
como en el desarrollo de las plantas, siendo una de sus caracteristicas principales su funcién
antioxidante. Para confirmar lo observado mediante los analisis de perfiles metabolicos por
GC-MS, los niveles de acido ascorbico total y reducido fueron medidos mediante HPLC en
muestras de hojas de las lineas transgénicas y el control NT.

Las lineas silenciadas mostraron una reduccion significativa en el contenido de acido
ascorbico total y reducido, mientras que no se encontraron diferencias en las lineas
sobreexpresantes con respecto al control, validandose asi los resultados obtenidos

previamente (Figura 2.9).
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Figura 2.9. Andlisis de los niveles de &cido ascérbico total y reducido. Estudio realizado
mediante HPLC en las lineas transgénicas y en el control NT. Los * muestran las diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control NT (p < 0,05).

2.3.3.1.3 Analisis de la pared celular mediante FT-IR

Dado el fenotipo observado en las lineas que silencian SN1 y para investigar si la
funcién de este gen podria estar mediada por cambios en la composicion/estructura de la
pared celular, muestras de hojas maduras provenientes de las lineas transgenicas y de
plantas control NT fueron analizadas mediante espectroscopia infrarroja transformada de
Fourier.

Los espectros IR de estructuras de gran complejidad como las paredes celulares son
extremadamente complejos y para su estudio se requieren herramientas estadisticas como el
ACP. En el caso de FT-IR acoplada a ACP, los caracteres son las absorbancias a distintas
longitudes de onda, siendo expresada la contribucion de éstas a cada componente en los
gréficos llamados loadings (Kemsley 1988, Chen y col. 1998). En este sentido, el analisis
de componentes principales mostré que el mayor porcentaje de variabilidad se explica a
partir del CP1 (66%), donde las lineas S3 y S5 se agrupan cercanas al NT y en conjunto se
separan claramente de A2 y A3 (Figura 2.10 a). El loading correspondiente a CP1 muestra
cuéles son las longitudes de onda que mas aportan a la separacion de ambos grupos. Las
mayores intensidades, de signo negativo o positivo (el signo es indistinto), se corresponden
con los valores negativos o positivos del eje de CP1. Es decir, las muestras que presentan
mayor intensidad de absorcion en las longitudes de onda en las que se observan picos
negativos en el grafico del loading, se ubican hacia la parte negativa del eje CP1 y estan
enriquecidas en esas bandas de absorbancia. Las absorbancias en el CP1 a 1018 cm-*, 1051

cm-, 1072 cm-, 1103 cm-!, comunes a varios polisacaridos de pared celular son mas
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abundantes en las muestras correspondientes al control y las lineas sobreexpresantes,
mientras que las bandas a 1215 cm-*, 1250 cm-, 1310 cm-*, 1395 cm-*, 1525 cm-%, y 1575
cm-! estarfan incrementadas en las lineas silenciadas (Figura 2.10 b).

Con el fin de obtener un andlisis cuantitativo de los cambios en la pared celular de las
lineas transgénicas, se hizo una comparacién de la composicion de monosacaridos neutros
no celulodsicos asi como también de los contenidos de celulosa y acidos uronicos en hojas
(Reiter y col. 1993). La espectroscopia FT-IR es una técnica muy sensible que permite la
caracterizacion de macromoléculas en base a la absorcion de luz asociada a la vibracion de
enlaces quimicos presentes en sus componentes monomeéricos. Es posible detectar pequefias
diferencias en la composicion de dos muestras, aunque no siempre esas diferencias pueden
asignarse claramente a una determinada estructura o grupo funcional. Las determinaciones
quimicas y la espectroscopia FT-IR, por lo tanto, proveen distinto tipo de informacion
acerca de los componentes de la pared, por lo que pueden considerarse enfoques
complementarios a la hora de lograr una caracterizacion integral de estructuras tan
complejas. Las cantidades de celulosa fueron significativamente menores en las lineas
sobreexpresantes (p < 0,001) y silenciadas (p < 0,05) en relacion al NT (Figura 2.10 c). En
las lineas silenciadas el contenido de galactosa, ramnosa, manosa y acidos urénicos fue
significativamente menor mientras que no se observaron cambios en los niveles de xilosa o
arabinosa respecto al NT. Por otro lado, no se observaron cambios significativos en las
lineas sobreexpresantes en los niveles de acidos uronicos o en los contenidos de

monosacaridos neutros analizados con respecto al control NT (Figura 2.10 d).
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Figura 2.10. Andlisis de la pared celular de las lineas transgénicas y del control NT. (a)
Anélisis de la pared celular mediante FT-IR y componentes principales de los espectros obtenidos.
Los componentes 1 y2 muestran la separacion del control (NT) y las lineas sobreexpresantes (S3 y
S5) con respecto a las lineas silenciadas (A2 y A3). (b) Componente principal 1 donde se muestran
las principales bandas infrarrojas. (c) Contenido de azlcares neutros y celulosa. Los datos
representan valores promedios (+ error estdndar) de 3 réplicas. Los analisis estadisticos se
realizaron mediante la prueba t (*= p < 0,05 y **= p < 0,001). (d) Contenido de monosacéaridos
neutros no celulésicos y acidos urdnicos. Los analisis estadisticos se realizaron mediante la prueba t
(*=p <0,001). ). Las muestras corresponden a hojas del control NT (gris), lineas sobreexpresantes

S3 (azul) y S5 (celeste) y lineas silenciadas A2 (verde oscuro) y A3 (verde claro).
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2.3.3.2 Estudio de la participacién de SN1 en la homeostasis redox y en el

balance hormonal

2.3.3.2.1 Determinacidn de especies reactivas de oxigeno

Teniendo en cuenta los antecedentes que proponen que los péptidos Snakin/GASA
actlan como antioxidantes a través de su dominio rico en cisteinas y considerando la
disminucion observada en los niveles de acido ascérbico en las lineas silenciadas, nos
propusimos evaluar si SN1 participa en la homeostasis redox mediante el analisis de la
acumulacion de EROs.

Como resultado de las tinciones histoquimicas (DAB, H,DFCA y NBT), observamos
que las lineas silenciadas acumulan mas EROs (H,O, y O,7) comparado con el NT (Figura

2.11).
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Figura 2.11. Analisis de los niveles de especies reactivas de oxigeno en las lineas transgénicas y
en el control NT. (a) Tincién histoquimica de DAB para H,0O, en discos de hojas de las lineas
sobreexpresantes, silenciadas y de plantas NT. (b) Analisis cuantitativos de (a). (c) Tincién de H,0,
en hojas mediante el compuesto H,DCFCA en las lineas transgénicas y el control NT. (d) Analisis
cuantitativos de (c) en funcion del tiempo. (e) Tincién de NBT para O, en discos de hojas de las
lineas sobreexpresantes, silenciadas y de plantas NT. (f) Analisis cuantitativos de (e). Los *

muestran las diferencias estadisticamente significativas con respecto al control NT (p < 0,05).

2.3.3.2.2 Cuantificacion de los niveles de la enzima Ascorbato Peroxidasa

Considerando los datos previos que indican que las lineas silenciadas presentan una

desregulacién en la homeostasis redox, analizamos los niveles de la enzima ascorbato
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peroxidasa, la cual estd involucrada en la eliminacion de H,O, utilizando &cido ascorbico
como donante de electrones. El anélisis por Western blot empleando un anticuerpo anti-
APX mostré niveles similares de proteina en las lineas transgénicas y el control. Estos
resultados sugieren que la mayor acumulacion de H,O, observada en las lineas silenciadas
no se debe a una disminucion en los niveles de la enzima ascorbato peroxidasa; aunque no
se pueden descartar cambios a nivel de su actividad. La alteracion en los niveles de EROs
detectada en estas lineas podria explicarse por el bajo contenido de acido ascoérbico.
Ademas, considerando que se ha sugerido que las proteinas Snakin/GASA actlan como
antioxidantes a través de su dominio rico en cisteinas, el silenciamiento de SN1 podria
contribuir a la falta de capacidad antioxidante en estas lineas.

NT S3 S5 A2 A3

APX SR e N T S

Rubisco

Figura 2.12. Determinacion de los niveles de la enzima Ascorbato Peroxidasa. Western blot
realizado a partir de hojas de las lineas transgénicas y el control y revelado con un anticuerpo anti-
APX.

2.3.3.2.3 Cuantificacion relativa de la expresidon de genes involucrados en la

sintesis de acido ascoérbico

Los niveles endégenos de acido ascorbico estdn determinados tanto por la biosintesis de
novo del mismo como por el reciclaje de sus formas oxidadas. Existen varios caminos
alternativos para su sintesis siendo la via conocida como Smirnoff-Wheeler la de mayor
importancia en plantas. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se decidié profundizar

en el estudio de la regulacion génica de las enzimas involucradas en el metabolismo del
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acido ascorbico en muestras de dos tejidos distintos (apice y hojas) de las lineas
transgénicas y del control NT mediante RT-gPCR (Figura 2.13).

Estos analisis mostraron una disminucion significativa de la expresion del gen StGME1
en los apices de la linea A2. La enzima GDP-D-manosa 3,5-epimerase convierte GDP-D-
manosa a GDP-L-galactosa y es considerada una enzima central de la principal via de
sintesis de &cido ascorbico en plantas. Asimismo, esta linea también mostré una reduccién
importante en la expresion del gen StDHAR involucrado en el reciclaje del ascorbato tanto
en apices como en hojas. Este gen codifica para la enzima dehidroascorbato reductasa la
cual es necesaria para recuperar el acido ascorbico a partir de acido dehidroascérbico y
evitar su hidrdlisis irreversible a acido 2,3-diketogulonico. Estos resultados estan en
concordancia con la disminucion en los niveles de acido ascorbico observada en las lineas
silenciadas y sugieren que la reduccion en el contenido de ascorbato podria explicarse por

una regulacion negativa en su biosintesis asi como también por el reciclaje menos eficiente.
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Figura 2.13. Expresion relativa de genes involucrados en la sintesis y el reciclaje de acido

ascorbico. Niveles de expresion relativa determinados mediante RT-gPCR en muestras de apices
(@) y hojas (b) de las lineas S3 (azul) y A2 (verde) de los siguientes genes: StPMI (D-manosa-6-
fosfato isomerasa); StPMM (fosfomanomutasa); StGMP (GDP- manosa pirofosforilasa (manosa-1-
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fosfato guanyltransferasa); StGME (GDP-manosa-3’,5’-epimerasa); StGGP (GDP-L-galactosa
fosforilasa); StGPP (L-galactosa-1-fosfato fosfatasa); StGalDH (L-galactosa deshidrogenasa);
StGalLDH  (L-galactono-1,4-lactona  deshidrogenasa); StMDHAR  (monodehidroascorbato
reductasa); StDHAR (dehidroascorbato reductasa); StGR (glutation reductasa). Se analizaron 3
réplicas bioldgicas y 2 réplicas técnicas en cada caso y se utilizé el gen del factor de elongacion
Eflo. como gen de referencia.

2.3.3.2.4 Relacion entre SN1 y el metabolismo de hormonas en lineas de papa

que sobreexpresan o silencian este gen

Dado que algunas de las caracteristicas fenotipicas observadas en las lineas silenciadas
son similares a alteraciones descriptas para mutantes deficientes en GA y teniendo en
cuenta los antecedentes que sustentan la vinculacion de los genes de la familia
Snakin/GASA con esta hormona, nos planteamos estudiar la funcion de SN1 en el
desarrollo en relacion a las respuestas mediadas por GA. La modulacién de los niveles de
GA vy la regulacion de los componentes de la via de sefializacion afectan directamente el
crecimiento y desarrollo de las plantas. En este contexto, buscamos entender si SN1
participa de alguna manera en los procesos regulados por esta hormona.

Con el fin de evaluar el efecto de la aplicacién exdgena de GA en el crecimiento y el
desarrollo de las plantas que sobreexpresan o silencian SN1 se realizaron ensayos tanto in
vitro como en invernaculo. Si bien el agregado de la hormona al medio de cultivo en
ensayos in vitro permite que las plantas silenciadas se elonguen a niveles comparables al
control NT, no es posible recuperar el fenotipo normal de las hojas (Figura 2.14 a y b).
Asimismo, se obtuvieron resultados similares rociando plantas crecidas en maceta con una

solucion 10 puM de GA; (Figura 2.14 ¢, d y e).
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Figura 2.14. Efecto del acido giberélico en el crecimiento de las lineas que sobreexpresan o
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silencian SN1. (a) Ensayo in vitro de crecimiento en medio de cultivo MS s6lo o con el agregado
de GAa. (b) Altura y longitud de los entrenudos de las lineas transgénicas y del control NT crecidas

en ambas condiciones. (c) Ensayo de aplicacion exdgena de GA; en plantas crecidas en invernaculo.
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(d) Fenotipo de las hojas tratadas y no tratadas con GA;. (e) Altura de plantas tratadas y no tratadas
con GAs.* indican diferencias significativas (p < 0,05) de cada linea tratada con respecto la misma
linea no tratada.

Se ha demostrado que plantas de Arabidopsis con niveles reducidos de GA muestran
caracteristicas de plantas crecidas en luz cuando son mantenidas en oscuridad. Los cambios
morfolégicos inducidos en la oscuridad en estas plantas con bajos niveles endgenos de GA
son reducidos mediante el tratamiento con paclobutrazol, lo que sugiere que el &cido
giberélico es necesario para completar el desarrollo etiolado. El anélisis de mutantes gal-3
deficientes en GA (este gen codifica una enzima que cataliza el primer paso en la sintesis
de esta hormona) crecidas en oscuridad indica que el acido giberélico es necesario para que
ocurra la escotomorfogénesis en estas condiciones. La reversion de este fenotipo por la
aplicacion exdgena de GA es consistente con el rol de esta hormona en la represion de la
fotomorfogénesis ante la falta de luz en Arabidopsis (Alabadi y col. 2004).

Como se mencioné anteriormente, las lineas que silencian SN1 presentan un fenotipo
que comparte ciertas caracteristicas con plantas con niveles reducidos en GA; teniendo en
cuenta esto y los antecedentes que sugieren que esta hormona es necesaria para la represion
de la fotomorfogénesis en ausencia de luz, realizamos un ensayo de crecimiento in vitro en
condiciones de total oscuridad. Los resultados indicaron que luego de crecer en medio MS
y en oscuridad durante 3 semanas las plantas de las lineas silenciadas mostraron un fenotipo
muy parecido a plantas crecidas en luz, mientras que los controles exhibieron un aspecto
etiolado muy marcado. Con el fin de evaluar si este comportamiento podia ser revertido por
la aplicacion de GA al medio, también se crecieron plantas en oscuridad con el agregado de
esta hormona. En este caso, las plantas de las lineas que silencian SN1 presentaron ciertas

caracteristicas de etiolacion y se elongaron de manera similar al control NT. Sin embargo,
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el fenotipo no fue revertido totalmente ya que estas lineas mostraron hojas verdes similares

a las de las plantas crecidas en presencia de luz (Figura 2.15).
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Figura 2.15. Ensayo de crecimiento in vitro en condiciones de oscuridad de las lineas que
silencian SN1. Ensayo in vitro de crecimiento en medio de cultivo MS s6lo o con el agregado de
GA:s.

La ruta de biosintesis de GAs ocurre a través de diferentes pasos catalizados por enzimas
de distinta localizacion celular y se puede dividir en tres partes: 1) la sintesis de ent-
kaureno en los plastidios, 2) la oxidacion de ent-kaureno a GAj;, en el reticulo
endoplasmatico y 3) la oxidacién en el citoplasma de GA1, a GAs activas de 19 atomos de
carbono o inactivas de 20 atomos de carbono (Yamaguchi 2008). En papa, la via
predominante implica, en la Ultima etapa, la 13-hidroxilacion de GA;; a GAs;z seguida de
sucesivos pasos de oxidacion para dar lugar a las GAs activas 1 y 3 (Jackson y col. 2000).
En los ultimos afos, se han clonado casi todo los genes que codifican para las enzimas
involucradas en el metabolismo de GA y se han identificado los mutantes correspondientes

en varias especies de plantas (Hedden y Phillips 2000). Las enzimas que participan en los
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pasos finales de sintesis constituyen los principales puntos de control de la via existiendo
un mecanismo de regulacion por retroalimentacion. De esta manera, las GA20-oxidasas y
las GA3-oxidasas, que catalizan la sintesis de GAs activas, estdn sometidas a una
retroalimentacion negativa, ya que la abundancia del producto final (GA;, GA3, GAy)
reduce sus niveles de ARNm. Por otro lado, las GAZ2-oxidasas (encargadas de la
inactivacion de las GAs) estan sometidas a una retroalimentacion positiva, de forma que el
incremento de GAs activas promueve la expresion de los genes que codifican estas
enzimas, lo que ayuda a regular su concentracion. En papa se clonaron tres GA20-0x
(StGA200x1, StGA200x2 y StGA200x3) (Carrera y col. 1999), dos GA-3ox (StGA3ox1 y
StGA30x2) y una GA-20x (StGA20x1) (Kloosterman y col. 2007).

La cascada de sefiales que se desencadena tras la percepcion de GAs es menos conocida
que la ruta de biosintesis. Se sabe que tras la percepcién de las GAs activas por el receptor
(GID), se forma un complejo GA-GID que induce la ubiquitinizacién de las proteinas
DELLA, que actian como reguladores negativos de la respuesta a GAs. De esta manera son
destinadas a la degradacion por el proteosoma 26S y se activa la transcripcion de genes de
respuesta a esta hormona involucrados en diversos procesos del desarrollo de las plantas
(Harberd y col. 2009).

Con el fin de determinar si SN1 participa en la regulacion de los componentes de la via
de sefializacion por GA se evaluaron mediante RT-gPCR los niveles de expresion de los
genes involucrados en el metabolismo de esta hormona asi como también genes que
codifican proteinas centrales en las respuestas mediadas por GA en papa, tales como
StSOC1, StFT, StLFY (Rodriguez-Falcon y col. 2006). Los resultados mostraron una

reduccion significativa del nivel de expresion de StGA20 en una de las lineas silenciadas
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(A2) y de StCO en las lineas sobreexpresantes y en A2, mientras que no se encontraron
diferencias en los niveles de expresion en los otros genes analizados que forman parte de la

via de sefalizacion de esta hormona en las lineas que sobreexpresan o silencian SN1.
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Figura 2.16. Niveles de expresion de genes que codifican enzimas clave del metabolismo de GA
y genes que forman parte de la via de sefializacion de esta hormona. Andlisis mediante RT-
gPCR de los niveles de expresion de genes involucrados en las vias de sefializacion de GA en hojas
de las lineas sobreexpresantes y silenciadas de SN1. Se analizaron 3 réplicas bioldgicas y 2 réplicas

técnicas en cada caso y se utilizo el gen del factor de elongacién Ef/a como gen de referencia.

Si bien en un principio se consideraba la relacion con GA como una caracteristica que
definia a la familia Snakin/GASA, las evidencias posteriores sugieren que estos genes estan
vinculados también a otras hormonas. En este sentido, se ha demostrado que la expresion
de la mayoria de los genes Snakin/GASA esta regulada por hormonas y ademas, que
algunos de ellos participan en vias de sefializacion hormonal modulando tanto las
respuestas como los niveles de hormonas en la planta. Con el objetivo de profundizar el
estudio de la participacion de SN1 en el balance hormonal, se analizaron los niveles de GA
(GA, forma activa predominante en papa), SA, JA 'y ABA en muestras de tallos y hojas de

las lineas transgenicas y del control NT (Figura 2.17). Con respecto a las hojas, los
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resultados mostraron un aumento significativo de GA en las lineas sobreexpresantes, de SA
en las lineas silenciadas, y de JA en la linea A3. En cuanto a los resultados obtenidos a
partir de las muestras de tallo, en las lineas silenciadas se observd un incremento
significativo en los niveles de JA y un aumento en el contenido de SA con respecto al
control NT, aunque éstos no resultaron estadisticamente significativos. Por otro lado, no se
detectaron cambios significativos en los niveles de GA, SA o JA en las lineas
sobreexpresantes con respecto al control NT. Es importante destacar que las
determinaciones del contenido de JA en la linea S5 asi como también de ABA en todas las

muestras (lineas transgénicas y control NT) mostraron mucha variabilidad por lo que no fue

posible sacar conclusiones al respecto.
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Figura 2.17. Determinacién de los niveles hormonales en las lineas que sobreexpresan o
silencian SN1. Analisis de los niveles de acido giberélico (GA,), acido salicilico y acido jasmonico
en muestras de hoja y de tallo de las lineas transgénicas y el control NT. Se grafica el promedio de 3
0 4 réplicas bioldgicas y el error estdndar. Los * muestran las diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control NT (p < 0,05).
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Teniendo en cuenta estos resultados se evalud la expresion del gen StPR1 (implicado en
el mecanismo de accion del SA) en muestras de hojas de las lineas transgénicas. En
concordancia con los niveles elevados de SA observados en las lineas que silencian SN1, se
detecto una fuerte induccion de StPR1 en A2 y A3 (Figura 2.18).

NT S3 S5

StPRI o

Figura 2.18. Niveles de expresion del gen StPR1 en muestras de hoja de las lineas
transgénicas. Andlisis mediante Northern blot de los niveles de expresion de StPR1 en muestras de

hojas de las lineas sobreexpresantes y silenciadas de SN1. Se analizaron 3 réplicas bioldgicas.

2.3.3.3 Analisis de los perfiles transcripcionales en las lineas transgénicas que

sobreexpresan o silencian SN1

Con el fin de identificar cambios transcripcionales que nos permitan esclarecer el modo
de accion de SN1 se hicieron andlisis de RNAseq de las lineas transgénicas y del control
NT en dos tejidos: apice y hoja. Los resultados obtenidos a partir de las muestras de apice
mostraron un total de 96 genes diferencialmente expresados en los &pices de la linea S3 (q
< 0,005, 41 genes inducidos y 55 reprimidos con respecto al control NT) y 317 genes en la
linea A2 (q < 0,005, 164 genes inducidos y 153 reprimidos con respecto al control NT). En
el caso de los analisis realizados a partir de las muestras de hojas, los resultados obtenidos
mostraron un total de 120 genes diferencialmente expresados en la linea S3 (g < 0,005, 39
genes inducidos y 81 reprimidos con respecto al control NT) mientras que para la linea A2
el andlisis estadistico revelé un nimero de genes mucho mayor (q < 0,005, 867 genes
inducidos y 1124 reprimidos con respecto al control NT). Cabe destacar que una de las

réplicas de la linea A2 (hoja) no pudo ser incluida en el analisis ya que se obtuvieron muy
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pocas lecturas (con respecto al resto de las librerias) probablemente debido a un problema
en el procesamiento de las muestras (se repitié la secuenciacion y se obtuvieron resultados
similares). Posteriormente, los transcriptos fueron clasificados en diferentes grupos de
acuerdo a sus funciones putativas (debido al gran nimero de genes diferencialmente
expresado en las muestras de hoja de la linea A2 la misma no fue incluida en este analisis)

(Figura 2.19).
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Figura 2.19. Analisis de los perfiles transcripcionales en las lineas que sobreexpresan o
silencian SN1. (a) Numero de genes diferencialmente expresados en apices y hojas de la linea S3 y
A2 con respecto al control NT (genes inducidos en verde y reprimidos en azul, entre paréntesis el
numero total de genes en cada caso). (b) Clasificacion de genes diferencialmente expresados segin
sus funciones putativas. Los genes identificados mediante el analisis de RNAseq en las lineas que
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sobreexpresan o silencian SN1 fueron agrupados en categorias funcionales de acuerdo a la

informacién disponible en bases de datos publicas y mediante el programa Blast2go.

2.3.3.3.1 Niveles de expresion de genes relacionados a la sintesis de

Brasinoesteroides

Entre los genes que mostraron niveles de expresion reducidos en la linea que silencia
SN1 pudimos identificar varios relacionados a la sintesis de esteroles. Estos compuestos son
metabolitos entre los que podemos encontrar al colesterol, campesterol y sitosterol, los
cuales tienen un rol fundamental como constituyentes de la membrana celular, asi como
también son el punto de partida para la sintesis de BR. La sintesis de esteroles ocurre a
través de 4 grandes etapas: (1) sintesis de acido mevalonico desde acetato, (2) conversion
del &cido mevalonico a escualeno, (3) ciclacion del escualeno para formar cicloartenol y (4)
conversion de cicloartenol a esteroles como productos finales (Benveniste 2004). En la
figura 2.20 se esquematizan los principales pasos de esta via y los genes que mostraron
cambios significativos en la linea A2 en los analisis de RNAseq. En la primera etapa, la
acetyl-coenzima A (acetil-CoA), precursor de la sintesis de esteroles, es convertida a
acetoacetil-CoA. Posteriormente, una reaccion de condensacién catalizada por la enzima
HMG-CoA synthase (PGSC0003DMG400022750) entre acetoacetil-CoA y una segunda
molécula de acetil-CoA genera el producto 3-hidroxi- 3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). El
HMG-CoA constituye un importante precursor de todos los compuestos isoprenoides
presentes en las plantas y su reduccion a acido mevaldnico es considerado un paso limitante
siendo catalizado por la enzima 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase (HMG-
CoA reductase, PGSC0003DMG400013663). En pasos subsecuentes, el acido mevaldnico
es convertido a escualeno y luego a cicloartenol, el cual es el primer esterol ciclico y

constituye el precursor de todos los esteroles en plantas. La sintesis de fitoesteroles se lleva
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a cabo a través de tres vias paralelas: el colesterol es sintetizado mediante la via de C8, el
campesterol por la de C9, y el isofucosterol, el sitosterol y el estigmasterol mediante la via
de C10. En el paso inicial, la enzima S-adenosyl-L-methionine-sterol-C- methyltransferase
1 (SMT1) agrega un grupo metilo al cicloartenol en la posicion 24, dando como resultado
24-metilencicloartanol (Bouvier-Navé y col. 1998). En los pasos subsecuentes, el 24-
metilencicloartanol es desmetilado en el C-4 por la accion de la enzima sterol-4a-methyl
oxidase 1 (SMO1, PGSC0003DMG400012763) generando cicloeucalenol, el cual es
isomerizado a obtusifoliol por la enzima cyclopropyl sterol isomerase (CPI,
PGSC0003DMG400004674) (Lovato y col. 2000). La obtusifoliol 14 a-demethylase
(PGSC0003DMG400016402) perteneciente a la familia del citocromo P450 convierte el
obtusifoliol a 4 a-metilergostatrienol (Bak y col 1997). Se ha demostrado que el
silenciamiento transiente de el gen que codifica para esta enzima en Nicotiana benthamiana
resulta no solo en la acumulacion de su sustrato obtusifoliol, sino también en un
crecimiento reducido, sugiriendo la importancia de los esteroles para el desarrollo normal
de la planta (Burger y col. 2003). Una C-14 esterol reductasa, codificada por el gen
FACKEL (FK, PGSC0003DMG400002720), es responsable de convertir 4 a-
metilergostatrienol a 4 a-metilfecosterol (Jang y col. 2000). Souter y col. (2002),
demostraron que el gen HYDRA1 (HYD1, PGSC0003DMG400002720) codifica una A8-A7
esterol isomerasa, que convierte 4 a-metilfecosterol a 24-metilenelofenol. En una segunda
reaccion de metilacion, el 24-metienlofenol es convertido a 24- etilidenlofenol por accion
de la enzima C-24 sterol methyltransferase 2 (SMT2). En este punto la via se bifurca
resultando en dos caminos paralelos que llevan a la formacion de campesterol o sitosterol.

La enzima sterol-4a-methyl oxidase 2 (SMO2, PGSC0003DMG400002156) remueve el
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segundo grupo metilo del C-4 del 24- metilenelofenol y del 24-etilidenelofenol para generar
episterol y A7- avenasterol (Darnet y col. 2001). En este sentido, se ha demostrado que el
silenciamiento de SMO2 en Nicotiana benthamiana, lleva a la acumulacion de 24-
metilenelofenol y 24-etilidenelofenol (Darnet y Rahier 2004). La enzima C-5-desaturasa
DWF7/STE1 (PGSC0003DMG400026401) es responsable de introducir un enlace doble en
el C-5 de los compuestos episterol (C9) y A7-avenasterol (C10) para obtener 5-
dehidroepisterol y 5-dehydroavenasterol (Choe y col. 1999). En el siguiente paso, la enzima
A7-reductasa DWF5 (PGSC0003DMG400005931) cataliza la reduccion del doble enlace
del 5-dehidroepisterol y del 5-dehydroavenasterol para generar 24-metilencolesterol (C9) e
isofucosterol (C10) (Choe y col. 2000). Finalmente, se produce campesterol y sitosterol por
medio de la enzima A24-reductasa DIM/DWF1 (PGSC0003DMG400021142) (Klahre y

col. 1998).
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Figura 2.20.Esquema simplificado de la via de sintesis de esteroles. Se muestran los pasos
principales y los genes que mostraron niveles de expresion significativamente reducidos en la linea
que silencia SN1 (verde) en el andlisis de RNAseq (en azul se grafica el nivel de expresion
correspondiente observado en la linea sobreexpresante S3).

Posteriormente y con el fin de confirmar estos resultados, se evalu6 mediante RT-gPCR
el nivel de expresion del gen que codifica la enzima StDIM/DWFL1 involucrada en la
sintesis de BR. Los resultados revelaron una reduccion significativa en la expresion de
StDIM/DWF1 en las lineas silenciadas en los dos tejidos analizados (como se habia
observado en los anélisis de RNAseq). Si bien mediante el andlisis de los perfiles
transcripcionales no se detectaron cambios en el nivel de expresion del gen StDIM/DWF1
en S3, también se incluyd esta linea en los andlisis de RT-gPCR donde tampoco se
observaron cambios en los niveles de expresion de este gen en los dos tejidos analizados
con respecto al control.
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Figura 2.21. Niveles de expresion del gen StDIM/DWARF1 en muestras de &pice y hoja de las
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lineas transgénicas. Analisis mediante RT-qPCR de los niveles de expresion de StDIM/DWARF1
(codifica para una enzima que participa en la sintesis de brasinoesteroides) en apices y hojas de las
lineas transgenicas de SN1. Se analizaron 3 réplicas bioldgicas y 2 réplicas técnicas en cada caso y
se utilizd el gen del factor de elongacion Ef1a como gen de referencia.

En linea con estos resultados, en apice la linea A2 mostré niveles reducidos del gen
PGSC0003DMG400007095 que codifica para un factor de transcripcion homologo a

BES1/BZR1 caracterizados como reguladores positivos de la sefializacion por BR (Wang y

col. 2002, Yin y col. 2002, Clouse 2011).
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2.4 Discusion

2.4.1 SN1 esta involucrado en el crecimiento y desarrollo de la

planta

Previamente al desarrollo de esta tesis, se habian obtenido en nuestro grupo lineas de
papa que sobreexpresan o silencian el gen SN1. En ensayos de desafio frente a hongos y
bacterias, las lineas sobreexpresantes mostraron mayor tolerancia a las infecciones,
demostrandose de esta manera el rol en defensa in vivo de SN1 (Almasia y col. 2008).

Con el objetivo de profundizar el estudio funcional de SN1, en este trabajo se realiz6 una
caracterizacion detallada de lineas transgénicas de papa con niveles de expresion alterados
del mismo. Se extendio la caracterizacion molecular realizada con anterioridad a las lineas
que sobreexpresan SN1 (Almasia y col. 2008) (S3 y S5) y se analizaron por primera vez
lineas que portan este gen en antisentido (lineas antisentido, A1-A5). Como resultado, se
seleccionaron las lineas A2, A3, A4 y A5 para estudios posteriores. Desafortunadamente,
nos resulto imposible evaluar el nivel de expresion del péptido en las lineas transgénicas ya
que no se dispone de un anticuerpo especifico para detectarlo y no fue posible expresarlo en
sistemas bacterianos o de levaduras. Esto probablemente se deba a que la actividad
intrinseca antimicrobiana/ antifungica afecta la viabilidad de los sistemas mencionados.

Snakin-1 fue clasificado como miembro de la familia Snakin/GASA basado en la
homologia de secuencia de aminoacidos con péptidos de la familia GASA (Gibberellic
Acid-Stimulated in Arabidopsis) de Arabidopsis (Berrocal-Lobo y col. 2002). Como se
menciono anteriormente, estos genes han sido identificados en un gran numero de especies

y codifican pequefias proteinas que se distinguen por presentar 12 cisteinas en posiciones



91

muy conservadas. Sus funciones bioldgicas especificas no estan completamente dilucidadas
hasta el momento, aunque es probable que estén determinadas por la expresion temporal y
espacial durante el desarrollo de la planta, y por la secuencia N-terminal variable (Ben-
Nissan y col. 2004). El uso de las plantas transgénicas, ya sea por aumento o disminucion
de los niveles de expresion de los genes, constituye una potente herramienta que permite
estudiar las funciones in vivo del gen en cuestion y ha sido utilizada con el fin de
comprender el rol biologico de varios genes Snakin/GASA en distintas especies de plantas.
Cabe destacar que en ciertos casos la obtencion de lineas que silencien alguno de los genes
Snakin/GASA ha fracasado o solo se ha conseguido una disminucion moderada en los
niveles del ARNm en cuestion, indicando la importancia de estos genes para el desarrollo
de la planta (Kotilainen y col. 1999, Moyano-Cariete y col. 2012).

Si bien se ha demostrado que SN1 esta involucrado en defensa, se ha propuesto que su
participacion en otros procesos biolégicos no seria incompatible con su funcion
antimicrobiana (Segura y col. 1999). En este sentido, las lineas sobreexpresantes no
mostraron diferencias morfoldgicas evidentes con respecto a las plantas NT; sin embargo,
el silenciamiento de SN1 resultd en notorias alteraciones fenotipicas sugiriendo que este
gen también cumpliria un rol en el crecimiento y desarrollo de la planta. Las lineas
silenciadas mostraron una menor altura y una reduccion en la longitud de los entrenudos a
lo largo del tiempo, asi como también hojas de menor tamafio y de una forma atipica.
Asimismo, el rendimiento y la floracion se vieron seriamente afectados: las lineas
silenciadas presentaron una produccion de tubérculos significativamente menor al NT y un

retraso muy marcado o ausencia total del desarrollo floral. Estos datos indican que SN1
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cumpliria roles fundamentales en el crecimiento y desarrollo de la planta ademas de su
funcién en defensa previamente asignada.

En concordancia con estos resultados, se ha visto recientemente que ciertos péptidos
antimicrobianos presentan una funcién dual, no solo participan en defensa sino que también
estan involucrados en el crecimiento y desarrollo de la planta. Por ejemplo, Stotz y col.
(2009) demostraron que la sobreexpresion de la defensina de tomate DEF2 aumenta la
resistencia foliar al patdgeno fangico Botrytis cinerea y ademas altera el crecimiento de
varios organos. Por otro lado, la sobreexpresion constitutiva o la supresion por antisentido
de este gen, reduce la viabilidad del polen y la produccion de semillas. Asimismo, semillas
de Arabidopsis en germinacion tratadas exdgenamente con defensinas mostraron inhibicién

del crecimiento radicular (Allen y col. 2008).

2.4.2 SN1 afecta la division celular

Continuando con la caracterizacion fenotipica de las lineas transgénicas nos
concentramos en el fenotipo de las hojas donde se observan las alteraciones mas evidentes
de las lineas silenciadas. La cuantificacion del tamafio de hojas completamente expandidas,
reveld una disminucion del 50-60% en el area foliar en las lineas silenciadas con respecto al
control NT, mientras que no se observaron diferencias en el caso de las lineas
sobreexpresantes. Dado que el tamafio final de la hoja esta determinado por la divisién y la
expansion celular (Gonzalez y col. 2010), la reduccion en el area foliar observada en las
lineas silenciadas podria ser el resultado de un menor ndmero de células debido a la
inhibicion de la division celular o de celulas mas pequefias debido a la inhibicion en el
crecimiento celular. Los andlisis del area celular de la epidermis adaxial revelaron que las

lineas que silencian SN1 presentan un incremento significativo en el tamafio celular medio
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con respecto a las plantas NT, indicando una disminucion en el nimero total de celulas por
hoja. Estos resultados sugieren que SN1 esté involucrado en el proceso de division celular.
En este sentido, teniendo en cuenta la expresion en tejidos meristematicas se ha
propuesto previamente que GIP4, GIP5 y GASA4 (genes homologos a SN1) participan en la
division celular (Aubert y col. 1998, Ben-Nissan y col. 2004, Roxrud y col. 2007). En
plantas transgénicas, la expresion de GUS dirigida por el promotor de GASA4 fue detectada
principalmente en tejidos caracterizados por la ocurrencia de una rapida division celular
como lo son las regiones meristematicas. Asi, en el meristema radicular la expresion de
GUS esta limitada a la zona de division mientras que las regiones de elongacion y
diferenciacion no mostraron actividad de la proteina reportera; por su parte, en el apice se
observo una mayor tincién en el meristema y en el primordio foliar demostrandose que
GASA4 se expresa preferentemente en células en division. Ademas, no se observo tincion
en el hipocotilo en elongacion, en el tallo, en los peciolos o los pedicelos. Por lo tanto, los
datos obtenidos sugieren que GASA4 estaria involucrado en el proceso de division celular
y no en la elongacién celular (Roxrud y col. 2007). Asimismo, Furukawa y col. (2006)
demostraron que la expresion de los genes OsGASRs esté sincronizada con la proliferacion
celular en cultivos de células de arroz; y ademas, que OsGASR1 y OsGASR2 se expresan
fuertemente en meristemas lo cual sugiere que ambos genes estan implicados en division
celular (Furukawa y col. 2006). Es interesante destacar que los arboles filogenéticos que
reflejan las relaciones evolutivas de los genes de la familia Snakin/GASA vy los anélisis de
sus secuencias de aminodcidos revelan una cercana relacion entre SN1 y OsGASR1

(Furukawa y col. 2006, Peng y col. 2010).
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Recientemente, nuestro grupo aislé y caracterizo la secuencia regulatoria de SN1. El
estudio temporal y espacial de la expresion dirigida por la region promotora de SN1 en
plantas transgénicas de Arabidopsis determind que la misma presenta mayor actividad en
las zonas de activa division celular (base de la flor, raices, zonas meristematicas de las
hojas, zona de formacién de yemas laterales), en las zonas de tejido vascular (de hojas y
tallo), y en dérganos reproductivos (flores) y de almacenamiento (semillas). Mas aun, dicha
expresion mostro ser dependiente de la ontogenia vegetal ya que es mas fuerte cuando la
planta es joven y disminuye con el tiempo (Almasia y col. 2010). Asimismo, el estudio de
la expresion en el sistema homologo de papa confirmd que la secuencia regulatoria es
activa en las mismas zonas y Organos que en Arabidopsis, principalmente en los estadios
tempranos de desarrollo y decreciendo hacia la senescencia (Almasia 2009). Estos
resultados indican que el promotor de SN1 es tiene mayor actividad en tejidos jovenes y en
activo crecimiento lo cual esta de acuerdo con su funcién en el proceso de division celular.

La organogénesis, es decir, el desarrollo de los 6rganos, involucra la division de células
y su posterior crecimiento y diferenciacion. Hay dos procesos principales implicados en el
crecimiento: primero, la division celular, que incrementa el nimero de células en un
organo, y segundo, la expansion de esas células (Meyerowitz 1997). Aunque se conoce
muy poco acerca de los mecanismos involucrados, el nimero de células en el 6rgano de una
planta podria, en teoria, ser regulado en diferentes niveles: la cantidad de células
inicialmente reclutadas al primordio, la ventana de tiempo durante la cual ocurre la division
celular (comienzo/final de la proliferacion) y la tasa de proliferacion (Autran y col. 2002).
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que SN1 afecta la division celular aunque

seria interesante estudiar de qué manera participa en este proceso. Por otro lado, la
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presencia de un menor nimero de células pero de un tamafio mayor en las hojas de las
lineas que silencian SN1 podria ser una consecuencia de un efecto de compensacion. Este
fendmeno, que puede ocurrir cuando la proliferacion celular es inhibida en hojas en
crecimiento o en organos laterales relacionados, compensa parcialmente la disminucion en
el area foliar total mediante el aumento en la expansion celular (Tsukaya y Beemster 2006,
Tsukaya 2008). Ademas, se ha visto que los mutantes y plantas transgénicas que exhiben un
efecto de compensacion usualmente tienen hojas mas pequefias y con una morfologia
alterada (Ferjani y col. 2007, De Veylder y col. 2001, Wang y col. 2000, Verkest y col.

2005, Horiguchi y col. 2005).

2.4.3 SN1 afecta el metabolismo primario y la composicion de la
pared celular de las hojas

Teniendo en cuenta las alteraciones fenotipicas en las lineas que silencian SN1, se
analizaron los niveles de 46 intermediarios del metabolismo primario y de 7 constituyentes
de la pared celular en las hojas de las lineas transgénicas usando una combinacién de
técnicas de GC-MS, FT-IR y espectrofotometria. Se ha evidenciado que lineas transgénicas
con alteraciones en el metabolismo de las hojas muestran cambios en la morfologia de la
planta, sugiriendo que el desarrollo puede ser modulado por el estado metabdlico de la hoja.
Sin embargo, no se han definido hasta el momento los mecanismos involucrados en
determinar esos cambios (Raines y Paul 2006).

En este trabajo, se demostré que las lineas que silencian SN1 exhiben importantes
cambios en su metabolismo primario. Los niveles de ciertos intermediarios del ciclo de

Krebs asi como de algunos componentes de la via del &cido ascorbico resultaron alterados
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significativamente. Estos metabolitos son los que mejor explican el modelo de
componentes principales aplicado que permite separar las lineas transgénicas del control.
En este sentido, existen dos estudios interesantes que proponen una intima relacion
funcional entre la respiracion y el metabolismo del ascorbato. Millar y col. (2003)
demostraron que la enzima L-galactono-1,4 lactona-deshidrogenasa (L-GalDH), que
cataliza los ultimos pasos en la biosintesis del acido ascorbico, esta asociada con el
complejo | de la cadena de transporte mitocondrial. Por otro lado, Alhagdow y col. (2007)
describieron que plantas de tomate con niveles reducidos de esta enzima presentan cambios
en la funcion mitocondrial, alteraciones en el estado redox del ascorbato e importantes
defectos en el crecimiento de las hojas como consecuencia de una reduccion en la
expansion celular. Dada la importancia del ascorbato en la fotosintesis, seria esperable que
estas lineas presenten alteraciones en la capacidad fotosintética. Sin embargo, los resultados
indican que la disminucion en el crecimiento observada en las lineas que silencian L-
GalDH no se debe a una menor tasa de fotosintesis ya que ésta no se vio afectada. En este
sentido se ha sugerido que una de las consecuencias metabdlicas mas importantes que
podria explicar las alteraciones en el crecimiento celular en las hojas de estas lineas
transgénicas es el cambio en la funcién mitocondrial dado por las alteraciones en el ciclo de
Krebs (Alhagdow y col. 2007). De la misma forma, la disminucion en el crecimiento
observada en las lineas que silencian SN1 no puede ser explicada por una reduccién en la
fotosintesis, ya que si bien observamos una tendencia hacia una menor tasa de asimilacion,
estas diferencias no resultaron ser significativas con respecto al control NT. Sin embargo, la
caracterizacion de los perfiles metabdlicos reveld importantes cambios en varios

intermediarios del ciclo de Krebs que podrian contribuir al fenotipo observado.



97

El &cido ascorbico es el principal antioxidante de las células vegetales y también actla
como cofactor de enzimas involucradas en la regulacion de la fotosintesis, en la sintesis de
hormonas y en la regeneracion de otras moléculas antioxidantes (Gallie 2013). Asimismo,
esta molécula ha sido implicada en la modulacién de procesos claves del desarrollo como la
expansion y la division celular. Con respecto a la division celular se ha propuesto que el
ascorbato seria necesario para completar la transicion G1-S del ciclo celular (Arrigoni
1994, Potters y col 2002). En este sentido, se ha observado que existe una correlacion entre
altos niveles de acido ascérbico y células en division: se ha demostrado que el contenido
del mismo es incrementado durante la division celular de células BY-2 de tabaco y en los
tejidos meristematicos de Pisum sativum, resultados que son compatibles con el
requerimiento de ascorbato para la progresion normal del ciclo celular (Kato y Esaka 1999,
de Pinto y De Gara 2004). Asimismo, se ha demostrado que la proliferacion celular esta
restringida en células transgénicas BY-2 deficientes en ascorbato por la expresion en
antisentido del gen L-GalDH (Tabata y col. 2001). EI hecho de que las lineas que silencian
SN1 muestren alteraciones en la division celular y niveles reducidos de &cido ascorbico,
refuerza el rol propuesto para esta molécula en la regulacion de este proceso y sugiere que
SN1 podria participar en la division celular mediante la modulacion de los niveles de
ascorbato.

Los niveles end6genos de acido ascorbico estan determinados tanto por la biosintesis de
novo del mismo como por el reciclaje de sus formas oxidadas. El anélisis de la expresion de
genes implicados en el metabolismo del &cido ascorbico mostré una disminucion
significativa en los niveles del gen StGMEL1 en los apices de la linea A2, el cual codifica

para la GDP-D-manosa 3,5-epimerasa considerada una enzima central de la principal via de
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sintesis de &cido ascorbico en plantas. Asimismo, esta linea también mostrd una reduccién
importante tanto en apice como en hoja en la expresion del gen StDHAR involucrado en el
reciclaje del ascorbato. Este gen codifica para la enzima dehidroascorbato reductasa la cual
es necesaria para recuperar el cido ascorbico a partir de acido dehidroascérbico y evitar su
hidrolisis irreversible a acido 2,3-diketogulonico. Se ha demostrado que el nivel de
actividad de la enzima DHAR es un factor determinante en el contenido de ascorbico y/o el
estado redox (Gallie 2013). Existen numerosas evidencias que indican que la
sobreexpresion de este gen resulta en un aumento del contenido de acido ascérbico como
consecuencia de una mayor recuperacion a partir de dehidroascorbato (Chen y col. 2003,
Goo y col. 2008, Wang y col. 2010, Yin y col. 2010, Haroldsen y col. 2011, Qin y col.
2011, y Li y col. 2012). Estas observaciones sugieren que este gen se expresa en cantidades
limitantes y que contribuye significativamente a los niveles de &cido ascorbico en las
células (Chen y Gallie 2006). La importancia del reciclaje del &cido ascérbico en el
crecimiento de la planta fue demostrado en lineas de tabaco suprimidas para la expresion
del gen DHAR las cuales exhiben una tasa de expansion foliar reducida, un crecimiento méas
lento y un retraso en la floracion, entre otras alteraciones (Chen y Gallie, 2006).

Los bajos niveles de expresion de los genes StGMEL y StDHAR observados en la linea
A2 estan en concordancia con la disminucion de los niveles de &cido ascorbico encontrados
y sugieren que la reduccion en el contenido de ascorbato, podria explicarse por una
regulacion negativa de su biosintesis asi como también por un reciclaje menos eficiente.

La importancia del acido ascorbico no solo se debe a su funcion como protector frente a
estreses sino también a su participacion en el crecimiento y el desarrollo de la planta. Si

bien esta idea es aceptada ampliamente, el mecanismo por el cual esta molécula esta
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involucrada en los procesos celulares no esta establecido claramente. En este sentido, se ha
propuesto que la relacién entre el ascorbato y el control del crecimiento de la planta podria
estar determinada por la conexidn que existe entre la principal via de sintesis del ascorbato
y la biosintesis de la pared celular. La formacién de GDP-manosa constituye uno de los
primeros pasos en la sintesis de acido ascorbico y también actia como precursor para la
sintesis de diversos polimeros de la pared celular. La enzima GME produce GDP-L-
galactosa a partir de GDP-D-manosa y representa la interseccion entre la biosintesis de
acido ascorbico y polisacaridos de la pared celular. Recientemente, Gilbert y col. (2009)
demostraron que el silenciamiento de GME en tomate efectivamente reduce el contenido de
ascorbato en la planta, generando una acumulacion de EROs y defectos en el desarrollo
encontrandose afectadas tanto la division como la expansion celular. Asimismo, observaron
que los cambios metabdlicos mas significativos en estas lineas estan asociados al
metabolismo central y al metabolismo relacionado a la pared celular y sugirieron una
intima relacion entre las vias de sintesis del acido ascorbico y de los polisacaridos no
celulésicos de la pared celular (Gilbert y col. 2009). En este sentido, se ha propuesto que
las alteraciones fenotipicas observadas en las lineas transgénicas de tomate que silencian
GME estan relacionadas a defectos en la formacion de la pared celular (Voxeur y col.
2011). Por otro lado, el silenciamiento de la enzima GDP-manosa pirofosforilasa, que
cataliza la sintesis de GDP-manosa, result6 en una reduccion de los niveles de ascorbato asi
como del contenido de manosa en las paredes celulares en lineas transgenicas de papa,
poniendo en evidencia la relacion que existe entre las vias de sintesis del acido ascorbico y

de los precursores de la pared celular (Keller y col. 1999). De la misma manera, las lineas
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que silencian SN1 presentan niveles reducidos de acido ascérbico asi como también una
disminucion en el contenido de manosa en las paredes celulares.

Asimismo, se ha visto que la ruptura de los polimeros de la pared celular aumenta la
disponibilidad de precursores para la sintesis de ascorbato a través de la via del acido L-
galactonico (Di Matteo y col. 2010). Las paredes celulares constituyen mucho mas que un
simple soporte mecanico ya que los cambios en la morfologia de los tejidos y 6rganos que
tienen lugar durante el crecimiento y desarrollo de la planta, estan controlados por la
division celular junto con las modificaciones y las reorganizaciones de los componentes de
la pared y con la sintesis e insercion del nuevo material entre los constituyentes de las
paredes ya existentes (Cosgrove 2005). En este trabajo se demostré que el silenciamiento
de SN1 no sélo resulta en importantes alteraciones en la division celular sino también en
cambios en la composicion de la pared celular de las hojas. El contenido de azlcares
neutros no celulésicos, en particular aquellos correspondientes a la fraccion de pectinas
(galactosa y ramnosa), asi como también los niveles de acidos urénicos, se encontraron
significativamente reducidos en las paredes celulares de A2 y A3 sugiriendo una regulacién
negativa de las estructuras de ramnogalacturonanos-1 en las lineas silenciadas.

La pared celular no solo participa en diversos eventos del desarrollo de la planta sino
que tambien esta involucrada en la trasmision de informacion proveniente de estimulos
externos (Hématy y col. 2009). Ciertos cambios en la composicion de la pared celular
pueden alterar las respuestas de defensa a diferentes tipos de patogenos (Ellis y Turner
2001, Vogel y col. 2002, Vogel y col. 2004, Hernandez-Blanco y col. 2007, Sanchez-
Rodriguez y col. 2009). Por ejemplo, Hernandez-Blanco y col. (2007) demostraron que las

deficiencias en las proteinas CESAs requeridas para la sintesis de celulosa en la pared
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celular secundaria en los mutantes ixr lleva a la activacion especifica de vias de defensa.
Nosotros encontramos que los niveles de celulosa estan significativamente reducidos en la
pared celular de las lineas transgénicas, siendo estas diferencias mas pronunciadas en S3 'y
S5. Estos cambios en las lineas sobreexpresantes, las cuales se demostré previamente que
son mas tolerantes frente a infecciones fungicas y bacterianas (Almasia y col. 2008),
podrian estar relacionados de alguna manera a la resistencia mediada por irx. En este
mismo sentido, el galactinol que fue descripto recientemente como un componente de la via
de sefializacion del mecanismo de resistencia sistémica inducida en plantas (Kim y col.
2008), mostrd una reduccion significativa en las lineas silenciadas. Si bien seria interesante
evaluar el comportamiento de las lineas que silencian SN1 frente a infecciones, las
alteraciones fenotipicas que presentan estas plantas agregarian variables mecanicas con
respecto al control NT y los resultados obtenidos en ensayos de desafio no serian
comparables. En este contexto, realizamos ensayos de inhibicion de crecimiento de
Sclerotinia sclerotiorum en placa utilizando extractos proteicos de hojas las lineas
transgénicas. Los resultados indicaron que los extractos de las lineas que sobreexpresan
SN1 fueron capaces de reducir el crecimiento del hongo mientras que los extractos
provenientes de las lineas silenciadas no exhibieron actividad inhibitoria e incluso
permitieron un mayor crecimiento del hongo con respecto al control (Figura suplementaria
1). Estas evidencias, aunque de manera indirecta, confirman el rol en defensa de SN1.
Adicionalmente, se ha sugerido que tanto el galactinol como la rafinosa, los cuales se
encuentran reducidos en A2 y A3, actian como secuestradores de EROs para proteger a las
células vegetales del dafio oxidativo causado por el tratamiento con metilvioldgeno,

salinidad o frio (Nishizawa y col. 2008, VVan den Ende y Valluru 2009). Por otro lado, se ha
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demostrado que la inhibicion de la enzima 1D-mio-inositol-3-fosfato sintasa (MIPS) en
lineas transgénicas de papa produce alteraciones morfologicas y resulta en niveles
fuertemente reducidos de inositol, galactinol y rafinosa (Keller y col. 1998). Las plantas
que expresan el gen que codifica para esta enzima en antisentido comparten ciertas
alteraciones fenotipicas con las lineas que silencian SN1 (altura reducida, aumento en el
grosor de la hoja, defectos en la tuberizacion y en la floracion), no obstante, la morfologia
de las hojas sigue siendo compuesta y no muestran una reduccion en el tamario foliar como
se describid para A2 y A3. Si bien la regulacién negativa de los azucares de la familia de la
rafinosa (galactinol y rafinosa) en las lineas que silencian SN1 probablemente contribuye al
fenotipo observado, es razonable suponer que las alteraciones morfologicas sean el
resultado de todos los cambios metabdlicos en conjunto causados por el silenciamiento de

SN1.

2.4.4 SN1 participa en la homeostasis redox

Se ha propuesto que las proteinas Snakin/GASA participan en la modulacion de los
niveles de EROs debido a la presencia de cisteinas capaces de formar puentes disulfuro
cataliticos en su estructura (Wigoda y col. 2006, Rubinovich y Weiss 2010). Los analisis
informéaticos sugieren que las cisteinas presentes en estas proteinas podrian crear
potencialmente hasta cinco puentes disulfuro (Wigoda y col. 2006). La formacion de este
tipo de enlace entre dos residuos de cisteinas puede ser solamente estructural y funcionar
estabilizando la proteina manteniendo su estructura terciaria (donde ayuda a prevenir la
desnaturalizacion y disminuye la susceptibilidad a la degradacion proteolitica) o puede ser
reversiblemente oxidado (S—S) y reducido (—SH HS—) y este cambio en el estado redox

resultar en un cambio catalitico o regulatorio. Los puentes disulfuros cataliticos se forman
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entre dos cisteinas separadas por uno o dos aminoacidos y estos sitios activos redox pueden
funcionar como dadores o aceptores de electrones (Buchanan y Balmer 2005).

Cuando sus niveles son elevados, las EROs son perjudiciales para las células; por lo
tanto, las plantas tienen varios mecanismos para su detoxificacion, incluyendo superoxido
dismutasas, ascorbato peroxidasas, catalasas, glutation peroxidasas, acido ascorbico,
tiorredoxinas, glutation y peroxirredoxinas (Mittler y col. 2004). Las ultimas dos moléculas
contienen cisteinas activas redox para reducir el peréxido. Dado que todas las proteinas
Snakin/GASA tienen pares de cisteinas separadas por uno o dos aminoacidos que podrian
funcionar de la misma manera, se ha especulado que podrian cumplir un rol en la
regulacién redox.

Teniendo en cuenta estos antecedentes y la disminucion en los niveles de moléculas
involucradas en el secuestro de EROs (acido ascorbico, galactinol y rafinosa) observada en
las lineas que silencian SN1, evaluamos los niveles de EROs en las lineas transgénicas con
el objetivo de determinar si SN1 estd involucrado en el balance redox. Los resultados
indicaron que las lineas silenciadas tienen mayores niveles de EROs (H,0, y O;)
comparado con el NT, sugiriendo que SN1 podria cumplir su rol participando en la
regulacion de la homeostasis redox.

En este sentido, Weiss y col. (2006) demostraron que en petunia los genes GIP son
inducidos por H,O, y que GIP2 participa en la regulacion de los niveles de EROs. Sin
embargo, no esta claro de qué manera estas proteinas actian removiendo el H,O, de la
célula. Se ha sugerido que podrian funcionar de una forma similar al glutation,
tiorredoxinas o peroxirredoxinas, donde las cisteinas reducidas actuarian como dadoras de

electrones para reducir el perdxido directamente, o a través de la reduccion de otras
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moléculas. Para determinar si el efecto es directo o indirecto, serian necesarios
experimentos in vitro que prueben si las proteinas Snakin/GASA en estudio pueden
eliminar H,O,, directamente. Se ha demostrado que la supresion de la expresion de GIP2 en
lineas transgénicas de petunia inhibe la elongacion del tallo en condiciones de bajas
temperaturas (Ben-Nissan y col. 2004) mientras que su sobreexpresion promueve la
elongacion del tallo y la corola (Wigoda y col. 2006). Una cuestion todavia no resuelta es
de qué manera la actividad antioxidante de GIP2 afecta el crecimiento celular. Se sabe que
el H,0, promueve la elongacién celular pero que altos niveles de EROs pueden inhibir la
expansion de la célula produciendo cambios en la pared celular y causando estrés oxidativo,
que impide numerosas funciones celulares (Mittler y col. 2004). Se ha sugerido que la
hormona GA induce la elongacion celular y la expresion de los genes GIP y que esto Gltimo
seria necesario para mantener niveles adecuados de EROs para la elongacion de las células
(Wigoda y col. 2006).

En el afio 2010 el grupo de Weiss aportd evidencias que apoyan la hipotesis de la
participacion de los genes Snakin/GASA en la homeostasis redox. En este sentido, han
demostrado que la sobreexpresion de GASA4 en Arabidopsis es capaz de suprimir la
acumulacion tanto de H,O, como de 6xido nitrico en hojas heridas y que las semillas de
estas lineas transgénicas son resistentes parcialmente al nitroprusiato de sodio, un donante
de Oxido nitrico. Asimismo, se observd que E. coli que expresan GASA4 son mas
resistentes a los efectos inhibitorios en el crecimiento producidos por el nitroprusiato de
sodio. Los resultados de este trabajo indican que la region C-terminal es responsable de la
actividad antioxidante observada ya que al expresar una version truncada de GASA4

conteniendo solo este dominio se obtiene un efecto similar. Ademaés, la expresion de
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versiones mutadas de esta proteina (donde se reemplazaron 4 cisteinas por residuos de
alanina) en plantas reveld que las cisteinas conservadas de GASA4 son esenciales para su
actividad redox y para la promocion de las respuestas asociadas a GA como la floracion y
la germinaciéon de las semillas. El analisis bioinforméatico del dominio C-terminal de
GASA4 reveld cierta similitud con el dominio rico en cisteinas de la proteina ABCEL
(ATP-binding cassette 1). Estas proteinas tienen la capacidad de unir moléculas de hierro y
azufre a través de sus cisteinas y de esta manera participar en reacciones redox. A partir de
estos resultados, se sugirié que las proteinas Snakin/GASA podrian actuar de una forma
similar aunque esta posibilidad no fue evaluada experimentalmente (Rubinovich y col.
2010).

Recientemente, con el objetivo de profundizar el estudio acerca del modo de accién de
las proteinas Snakin/GASA se investigo el efecto de las cisteinas en la secuencia Cisteina-
Prolina-Cisteina (CPC) sobre la actividad antioxidante de GCGAST. Se construyeron
plasmidos recombinantes de la proteina asi como también dos versiones mutadas (Serina—
Prolina—Cisteina o SPC y Cisteina—Prolina—Serina o CPS) los cuales fueron expresados en
E. coli. Estos residuos se eligieron teniendo en cuenta estudios previos que indican que el
motivo Cisteina-Prolina-Cisteina (CPC) de una oxidoreductasa presente en la mitocondria
es sensible al estado redox y seria importante en el plegamiento oxidativo de las proteinas
en el espacio de la membrana mitocondrial. La expresion de la version mutante CPS resulto
en una mayor sensibilidad al H,O, y en una menor capacidad de eliminar perdxido
indicando que el segundo residuo de cisteina en la CPC de GCGAST es mas importante

para su actividad antioxidante (Bai y col. 2013).
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En frutilla, se ha propuesto que FaGAST2 esta involucrado en la maduracion y en la
elongacion del fruto y se ha especulado que podria participar en la modulacion de los
niveles de EROs y que esto podria estar asociado a la relajacion de la pared celular que
ocurre durante el proceso de maduracion. En este sentido, se ha demostrado que la
sobreexpresion de FaGAST2 promueve la disminucion del tamafio de los frutos y de la
planta en general probablemente mediante la reduccion del tamafio celular. Asimismo, se
observo que se expresa diferencialmente durante el desarrollo del fruto y que sus niveles
transcripcionales aumentan con el tratamiento con H,O, (Moyano-Cafiete y col. 2012).

De la misma manera, se ha propuesto que GASA14 regula el crecimiento de la planta y la
resistencia a estreses abidticos mediante la modulacién de las EROs. La sobreexpresion de
GASA14 promueve la expansion foliar mientras que las lineas mutantes gasal4-1 muestran
un area foliar reducida. El andlisis de la epidermis en estas lineas revel6 que los cambios en
el tamafio de las hojas se correlacionan con una diferencia en el area de las células,
sugiriendo que GASA14 esta involucrado en el proceso de elongacién celular (Sun y col.
2013). Asimismo, se ha demostrado que la sobreexpresion de GASA14 incrementa la
tolerancia a ABA y a estrés salino; y que, cuando son tratadas con ABA o sal, las plantas
sobreexpresantes presentan menores niveles de H,O,, mientras que en las mutantes gasal4-
1 la acumulacién de H,O, es mayor que en las plantas sin transformar. Teniendo en cuenta
que los estreses usualmente causan dafio oxidativo como resultado del aumento de las
EROs, se ha propuesto que GASA14 esté involucrado en la tolerancia a estrés a través de la
detoxificacion de EROs. GASA14 es atipica ya que contiene el dominio GASA
caracteristico de las proteinas Snakin/GASA asi como también un dominio rico en prolinas

(PRP). La sobreexpresion del dominio PRP solamente no modifico la respuesta de las
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lineas transgénicas de Arabidopsis cuando fueron tratadas con ABA o sal, sugiriendo que el

dominio GASA es necesario para la funcién de esta proteina (Sun y col. 2013).

2.4.5 SN1 esta involucrado en el balance hormonal

Dado que algunas de las caracteristicas fenotipicas observadas en las lineas que silencian
SN1 son similares a alteraciones descriptas para mutantes deficientes en GA y teniendo en
cuenta los antecedentes que sustentan la vinculacion de los genes de la familia
Snakin/GASA con esta hormona, nos planteamos estudiar de la funcion de SN1 en el
desarrollo en relacion a las respuestas mediadas por GA. La modulacién de los niveles de
GA y la regulacion de los componentes de la via de sefalizacion afectan directamente el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Si bien el agregado de GA permite que las lineas
silenciadas se elonguen a niveles comparables al NT, no es posible recuperar el fenotipo
normal de las hojas. La capacidad de responder al tratamiento con GA indica que las lineas
que silencian SN1 son sensibles a esta hormona y que los componentes de la via de
sefializacion son funcionales. Sin embargo, estos resultados sugieren que su fenotipo no
puede ser explicado Unicamente por una deficiencia en esta hormona.

Zhang y col (2009) propusieron un modelo para explicar el modo de accion de GASA5
en el cual este homologo de SN1 cumpliria su funcion como regulador negativo del tiempo
de floracion y elongacion del tallo mediante la modulacion de la expresion de GAI (una de
las 5 DELLAs en Arabidopsis). Por otro lado, GASA5 también afectaria directamente la
expresion de genes clave del proceso de floracion como FT y LFY. De la misma forma,
también se vio que otros genes Snakin/GASA participan en el crecimiento de la planta 'y en
la tolerancia frente a estrés modulando la transcripcion de las DELLAs (Li y col. 2011,

Zhang y col., 2011, Moyano-Cariete y col. 2012). En este sentido, el analisis de los niveles
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de expresion de los genes involucrados en el metabolismo y en respuestas mediadas por GA
en papa no nos permitio confirmar si SN1 participa de alguna manera en los procesos
regulados por esta hormona.

La expresion de la mayoria de los genes Snakin/GASA esta regulada por hormonas
vegetales y se ha demostrado ademas, que algunos de ellos son capaces de modular tanto
las respuestas como los niveles de hormonas en la planta. Las determinaciones de los
niveles hormonales en las lineas transgénicas de SN1 mostraron un aumento significativo
de GA en las hojas de las lineas sobreexpresantes y de SA en las lineas silenciadas,
mientras que en las muestras de tallo, en las lineas silenciadas se observé un incremento
significativo en los niveles de JA y un aumento en el contenido de SA con respecto al
control NT, aungue estos cambios no resultaron estadisticamente significativos.

Las evidencias sugieren que las proteinas Snakin/GASA participan en la interaccion de
distintas vias de sefializaciébn hormonal; y de esta manera, estdn involucradas en el
desarrollo de la planta y sus respuestas frente a estimulos ambientales. En este sentido se ha
demostrado que la sobreexpresion de FSGASA4, inducible por GA, es capaz de incrementar
los niveles enddgenos de SA y la expresidn de genes implicados en la sintesis y respuestas
de esta hormona (Alonso-Ramirez y col. 2009). Asimismo, se encontrd que la sefializacion
de SA esta limitada en las plantas que sobreexpresan GASAS y que este bloqueo puede ser
parcialmente revertido por la aplicacion exdgena de GA (Zhang y col. 2011).

El incremento en el contenido de SA en las lineas que silencian SN1 podria estar
relacionado a los mayores niveles de EROs observados en las mismas. Se ha demostrado
que la alteracion de la homeostasis redox en plantas transgénicas de tabaco deficientes en

catalasa, enzima involucrada en la detoxificacion de H,O,, induce la acumulacién de SA asi
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como también de proteinas PRs (Chamnongpol y col. 1998). De la misma manera, las
lineas que silencian SN1 presentaron niveles elevados de SA asi como también una fuerte
induccion en la expresion de StPR1.

Ademas de participar en las respuestas frente a estreses bioticos y abioticos, el SA
cumple un rol fundamental en la regulacion de procesos fisioldgicos durante el ciclo de
vida de la planta. Si bien su funcién en el crecimiento y en el desarrollo ha sido menos
estudiada en relacion a otras hormonas, las evidencias indican que el SA también esta
involucrado en la fotosintesis, respiracion, germinacion de semillas, floracién y
senescencia. Dado que el SA es un regulador de la homeostasis redox ya que es capaz de
inhibir la actividad de catalasas y peroxidasas, se ha propuesto que podria participar en
estos procesos mediante la modulacion de los niveles de EROs. (Rivas-San Vicente y
Plasencia 2011). En este sentido, se ha demostrado que mutantes de Arabidopsis con
niveles elevados de SA presentan un fenotipo enano mientras que aquellas deficientes en
esta hormona muestran una mayor tasa de crecimiento (Bowling y col. 1997, Abreu y
Munné-Bosch 2009).

Cabe destacar que como resultado del analisis de los perfiles transcripcionales en las
lineas transgénicas pudimos identificar varios genes relacionados a la sintesis de esteroles
gque mostraron niveles de expresion reducidos en la linea que silencia SN1. Estos
compuestos son metabolitos entre los que podemos encontrar al colesterol, campesterol y
sitosterol, los cuales tienen un rol fundamental como componentes de la membrana celular,
asi como también constituyen el punto de partida para la sintesis de BR. En linea con estos
resultados, la linea A2 mostro niveles reducidos del gen PGSC0003DMG400007095 que

codifica para un factor de transcripcion homologo a BES1/BZR1 caracterizados como
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reguladores positivos de la sefializacion por BR (Wang y col. 2002, Yin y col. 2002, Clouse
2011).

Recientemente, se ha demostrado que OsGSR1 es capaz de regular los niveles de BR
como resultado de la interaccion directa con una enzima que participa en la biosintesis de
esta hormona (DIM/DWF1), y por otro lado, modular las respuestas de GA mediante la
disminucion de la expresion de la proteina DELLA, por lo que se ha propuesto que
OsGSR1 participa en la interaccion de las vias de sefializacion de ambas hormonas (Wang y
col. 2009). Los BR vy las giberelinas son hormonas vegetales que promueven el crecimiento
y tienen efectos similares en un amplio rango de procesos de desarrollo. Los mutantes
deficientes o insensibles ya sea a GA o BR resultan en fenotipos similares, como enanismo,
germinacion de semillas reducida, desetiolacion en la oscuridad y retraso en la floracién
(Bai y col. 2012).

Los resultados obtenidos mediante los andlisis de RNAseq sugieren que SN1 podria
regular la sintesis y los niveles de BR. Los BR son hormonas vegetales que estan
involucradas en distintas funciones como la elongacion y la division celular, la
reproduccion, respuestas a estrés y el proceso de fotomorfogénesis (Clouse y Sasse 1998).
Se han identificado mutantes tanto para la sintesis como para la sefializacion por BR y se ha
demostrado que las deficiencias en esta hormona resultan en severos defectos en el
crecimiento (Li y Chory 1999, Noguchi y col. 1999). Las enzimas C5-desaturasa, A7-
reductasa, y A24-reductasa juegan un papel fundamental en el metabolismo de esteroles en
plantas ya que funcionan en los Gltimos pasos de la sintesis de campesterol, precursor
directo de los BR. Se ha demostrado que las mutaciones en los genes correspondientes

DWF7/STE1, DWF5 y DWF1/DIM en Arabidopsis bloquea los sucesivos pasos en la
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conversion de episterol a campesterol. Estos mutantes tienen un fenotipo caracteristico que
incluye enanismo, hojas oscuras y redondeadas, reducida fertilidad, retraso en la
senescencia y en la floracion y su crecimiento puede ser revertido por aplicacion exdgena
de BR (Clouse 2002, Schaller 2004).

Una de las funciones asignadas a los BR es participar no solo en expansion sino también
en el proceso de division celular (Gudesblat y Russinova 2011). En este sentido, Nakaya y
col. (2002) han observado que la aplicacion exdgena de BR puede revertir el tamafio de la
hoja en el mutante deetiolated2 (det2), defectuoso en la biosintesis de BR, mediante el
aumento tanto del nimero como del tamafio de las células; lo cual implica que los BR
promueven el crecimiento foliar regulando positivamente ambos procesos: expansion y
division celular (Nakaya y col. 2002). Asimismo, se ha demostrado que el tamafio foliar
aumentado de las lineas de Arabidopsis que sobreexpresan BRI1 resulta del incremento en
el nimero de células (Gonzalez y col. 2010). Por otro lado, se ha observado que los BR son
requeridos para la progresion normal del ciclo celular en el meristema radicular y que
contribuyen a la regulacion del tamafio meristematico y del crecimiento de la raiz

(Gonzalez-Garcia y col. 2011).
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2.5 Conclusiones

En este trabajo se demostrd que el silenciamiento de SN1 result6 en notorias alteraciones
fenotipicas sugiriendo que este gen también cumpliria un rol en el crecimiento y desarrollo
de la planta ademaés de su funcién en defensa previamente asignada. Los andlisis posteriores
nos permitieron determinar que SN1 esta involucrado en el proceso de division celular.
Asimismo, pudimos evidenciar que este gen afecta el metabolismo primario: las lineas que
silencian SN1 exhiben importantes cambios en los niveles de ciertos intermediarios del
ciclo de Krebs asi como de algunos componentes de la via del &cido ascorbico. En este
sentido, el hecho de que estas lineas muestren alteraciones en la division celular y, en
particular, niveles reducidos de acido ascorbico, refuerza el rol propuesto para esta
molécula en la regulacion de este proceso y sugiere que SN1 podria participar en la division
celular mediante la modulacion de los niveles de ascorbato. El silenciamiento de SN1
también resultd en alteraciones en la composicion de la pared celular de las hojas, que a la
vez puede ser la causa de los defectos en el crecimiento y desarrollo observados en las
lineas que silencian este gen. Por otro lado, los andlisis de acumulacion de EROs indicaron
que SN1 participa en la homeostasis redox. Como fue descripto para otros genes de la
familia Snakin/GASA, es posible que SN1 funcione mediante la modulacién de las EROs
(directa o indirectamente regulando los niveles de acido ascérbico), y que esto actué como
sefial en la célula activando a su vez vias de sefializacion que tenga como resultado final un
impacto sobre el crecimiento y desarrollo de la planta. El analisis de los perfiles
transcripcionales en las lineas transgénicas nos permitio identificar varios genes
relacionados a la sintesis de esteroles, compuestos que tienen un rol fundamental como

constituyentes de la membrana celular y son precursores de los BR, que mostraron niveles
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de expresion reducidos en la linea que silencia SN1. En este sentido, SN1 estaria
involucrado en el establecimiento del balance hormonal al menos, mediante la regulacion
de la sintesis de BR, como fue descripto previamente para su homoélogo en arroz OsGSR1

(Wang y col. 2009).
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Capitulo 3: Identificacion de nuevos genes Snakin/GASA en

Solanum tuberosum
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3.1 Introduccion

En los ultimos afios, se han identificado un gran nidmero de genes Snakin/GASA en
distintas especies de plantas, tanto en mono como en dicotiledoneas. Los péptidos
Snakin/GASA han sido clasificados dentro del gran grupo de péptidos ricos en cisteinas
(Silverstein y col. 2007). Los mismos pueden ser divididos en varias clases segun el
numero y la disposicion de los residuos de cisteinas en su secuencia primaria y entre ellos
encontramos proteinas como las defensinas, las tioninas y las LTPs (lipid transfer
proteins). Todos tienen caracteristicas comunes: (i) tamafio pequefio (menos de 160
aminoacidos), (ii) una region N-terminal correspondiente a un péptido sefial, y (iii) un
dominio C-terminal rico en cisteinas (Marshall y col. 2011). Aungue el nimero y la
diversidad de péptidos ricos en cisteinas en plantas es grande, se ha sugerido que todavia
restan por identificarse muchos mas miembros de esta superfamilia (Silverstein y col.
2007). El desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacion a gran escala y la
disponibilidad de bases de datos de genomas secuenciados constituyen una herramienta
muy util para el descubrimiento de nuevos genes. En este contexto, se han identificado en
los genomas de Arabidopsis thaliana y Medicago truncatula cientos de secuencias
correspondientes a genes codificantes para defensinas (Silverstein y col. 2005). Si bien
trabajos previos indicaban que estos genes formaban parte de pequefias familias, estos
resultados sugieren que los genes tipo defensinas constituyen grandes grupos y que
probablemente su deteccion sea dificil utilizando métodos experimentales vy
bioinformaticos clasicos (Silverstein y col. 2005).

En papa se han aislado y caracterizado hasta el momento dos miembros de la familia

Snakin/GASA (Snakin-1 y Snakin-2); para ambos péptidos se ha demostrado actividad



116

antimicrobiana y se los ha involucrado en la defensa de la planta (Segura y col. 1999,
Berrocal-Lobo y col. 2002, Almasia y col. 2008, Kovalskaya y Hammond 20009,
Kovalskaya y col. 2011). Asimismo, Berrocal-Lobo y col. (2002) mencionaron también la
presencia de un tercer miembro de la familia Snakin/GASA en papa aungue éste no fue
caracterizado funcionalmente adn.

La reciente publicacion del genoma de papa por el Consorcio de Secuenciacion del
genoma de la papa constituye un gran avance en el conocimiento de este importante cultivo
ya que facilitara la tarea del estudio de sus genes y sus productos. La genémica provee
posibilidades para entender a nivel molecular los cultivos de interés agronémico y a partir
de estos datos comprender mecanismos bioldgicos de los organismos vegetales en general
(http://www.potatogenome.net/index.php/Introduction). A pesar de la importancia de esta
especie, la genética y la herencia de muchos caracteres cuantitativos y cualitativos de
importancia agrondmica no se comprenden en su totalidad. Esto se debe principalmente a la
naturaleza tetraploide de su genoma, al alto grado de heterocigocidad y a la falta de
disponibilidad de mutantes. EI genoma de la papa consta de 12 cromosomas Y tiene una
longitud (haploide) de aproximadamente 840 millones de pares de bases, por lo que es una
planta con un genoma de tamafio mediano. Fuera de su rango natural en Ameérica del sur, se
considera que la papa cultivada tiene una estrecha base genética resultado de la
introduccién limitada de germoplasma originalmente en Europa. La mayoria de los
cultivares son autotetraploides (2n=4x=48), son altamente heterocigotas, sufren depresion
por endogamia, y son susceptibles a una gran cantidad de patdgenos. En el marco del
proyecto de secuenciacion del genoma de esta especie y con el fin de superar la cuestion de

la heterocigocidad y generar un borrador de alta calidad, se utilizé un tipo particular de



117

homocigota denominado doble monoploide (DM). Los datos generados a partir de este
genotipo, S. tuberosum grupo Phureja DM1-3 516 R44 (DM) se utilizaron para integrar las
secuencias obtenidas a partir de una linea heterocigota diploide S. tuberosum grupo
Tuberosum RH89-039-16 (RH). Estos dos genotipos representan una muestra de la
diversidad gendmica de la papa; DM deriva de un cultivar primitivo de América del Sur
mientras que RH se parece mas a la papa tetraploide cultivada comercialmente. En el mes
de julio del 2011 se anuncid finalmente que se habia concluido el proyecto de la
secuenciacion del genoma de la papa, hecho que provee una nueva plataforma para el
mejoramiento genético de este cultivo (http://

www.nature.com/nature/journal/v475/n7355/full/nature10158.html).
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3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 ldentificacion de genes de la familia Snakin/GASA en
Solanum tuberosum

Con el fin de identificar posibles genes Snakin/ GASA no descriptos hasta el momento
se realizo un analisis en la base de datos del Consorcio de Secuenciacion del Genoma de la
Papa (PGSC, Potato Genome Sequencing Consortium,
http://solanaceae.plantbiology.msu.edu/) utilizando como criterio de busqueda la anotacion
InterPro del dominio GASA (IPR003854;

http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR003854).

3.2.2 Clonado de los genes Snakin/GASA

A partir de las secuencias gendmicas obtenidas se disefiaron oligonucleétidos
especificos (Tabla 3.1) y se amplificaron por PCR las secuencias completas de los genes
correspondientes. Las extracciones de ADN Yy las reacciones de PCR se realizaron como fue
descripto en el Capitulo 2 (Materiales y Métodos). Los productos amplificados fueron
corridos en un gel de agarosa 1,5% Y purificados mediante el kit comercial QlAquick Gel
Extraction (Qiagen). Posteriormente, los productos purificados fueron clonados en el vector
comercial pPGEM-T (Promega). La ligacion de los fragmentos de ADN se llevé a cabo en

un volumen final de 10 ul con 1 pl de T4 ADN ligasa y 1 ul de buffer de ligasa 10X vy la

reaccion se incub0 a 16 °C durante 16 horas.



119

Tabla 3.1. Oligonucleétidos utilizados para amplificar los genes Snakin/GASA en

papa y evaluar sus niveles de expresion.

Gen

Secuencia (5'a 3")

PGSC0003DMG400014441 Up
PGSC0003DMG400014441 Low

CCAGGCTTGAAGTTTATTCAC
GCACATCAAGGCTTTGAACC

PGSC0003DMG400025759 Up
PGSC0003DMG400025759 Low
PGSC0003DMG400025759 RT Up

ACTGCGCGGGTCTATAAATG
TGACAGTGGCAGAAAAGAAGA
GGGACTTATGGAAACAAGCATC

PGSC0003DMG400018474 Up

CTCAATATTGTTTGGAATTTTTGTT

PGSC0003DMG400018474 Low TCACACTATCAGGTCACACC
PGSC0003DMG400003642 Up TGCCTTTTTTGTTTCTGAAAGA
PGSC0003DMG400003642 Low TGCATCACAAGCTTCGTACA
PGSC0003DMG400009244 Up GCACATTAAATGCCTTTGCCC
PGSC0003DMG400009244 Low GCACACTTGCATACACTCATGC
PGSC0003DMG400024474 Up TGTTAAAGAGGAGCTGCGGT

PGSC0003DMG400024474 Interno Low
PGSC0003DMG400024474 Interno Up
PGSC0003DMG400024474 Low

TCTTTATGTGCTAAATGGTCTTCT
AATGTTTAGTTTATTTTACTTTATG
ACAACAGCAACTTGCACATGG

PGSC0003DMG400024474 RT Low TAATAGAACCCTGTGCCTTA
PGSC0003DMG400029338 Up AAGTTTATTTCAAGAAGTGTTAGCC
PGSC0003DMG400029338 Low CGCATGCAATCGAGCATAAG

PGSC0003DMG400015602 Up
PGSC0003DMG400015602 Low

GTTGGGCACTGACTTTGTTGC
CCAGCTACCAAACGACACAAC

PGSC0003DMG400003641 Up
PGSC0003DMG400003641 Low

TCAGAGTTCTCAGCTTTCCTTCT
TCAAGAGCTGACATAGTACACAACA

PGSC0003DMG400001227 Up
PGSC0003DMG400001227 Interno Low
PGSC0003DMG400001227 Interno Up

ATTTTCTTCTTCATCTTCACAAAT
ATTCTCAATAGAGATGTTACATTG
TCAAGTATTGTTTATGTGATTAG

PGSC0003DMG400001227 Low AACCCTCTTTTTCTCCTCGT
PGSC0003DMG400001226 Up AGTGGATTCATAGCAATCAT
PGSC0003DMG400001226 Low TCAAGAAGATCAAATAAAGTAAAT
PGSC0003DMG400033044 Up AATTGTTGCCTTTTTGGCCCT
PGSC0003DMG400033044 Low CCACTTGGGTTAGATAAAAGTGCAA
PGSC0003DMG400007621 Up TCATTTCTCTCTTTTGTTCA
PGSC0003DMG400007621 Low ACATAAAAATTCTTTTCACCG
PGSC0003DMG400007621 RT Low TTAGGAGGTTGTGGCTGAGG
PGSC0003DMG401019533 Up TTCTGTGAAGCAAAATCAGCA
PGSC0003DMG401019533 Low CAGCTCTCATATCGGGCAAT

SN15°UTR
SN1/77

CACTTCATCAAATTTTCAGCTTAG
CCAGCCATGGTAGTTTGAATGAG




120

Efla Up ATTGGAAACGGATATGCTCCA
Eflo Low TCCTTACCTGAACGCCTGTCA
Actina Up TGGCATCATACCTTTTACAA
Actina Low TCCGGGCATCTGAACCTCT

SN2 RT Up GGCATGTGGAACTTGTTGTG

SN2 RT Low AGGGCATTTACGTTTGTTGC

SN3 Up ATGGCAAAGAGTGGTCACAATGC
SN3 Low TTAAGGGCATTTAGGTTTTCC
SN3 RT Up GCAAAGAGTGGTCACAATGC

SN3 RT Low GGGCGGAGCTTGTTGTAA

3.2.2.1 Transformacion de bacterias E.coli competentes

Se mezclaron 3 pl de reaccion de ligacion con 50 ul de células bacterianas competentes
(DH5a) descongeladas en hielo, se homogeneizaron suavemente y se dejaron 30 minutos en
hielo. Las bacterias se colocaron en un bafio de agua a 42° C durante 1 minuto 30 segundos
y luego se mantuvieron en hielo durante 2 minutos. Se agregd 1 ml de medio LB [bacto-
triptona (DIFCO Laboratories) (10 g/l), extracto de levadura (5 g/l), NaCl (10 g/l), pH 7]
sin antibidticos y se incub6 a 37° C con agitacion suave durante 45 minutos. Se
centrifugaron 5 minutos a 4000 rpm, se descartdé el sobrenadante y el precipitado se
resuspendio en el medio remanente. Finalmente, alicuotas de 200 pl se sembraron en placas
que contenian 15 ml de LB-agar suplementado con ampicilina y en presencia de X-gal e
Isopropil-p-tiogalactopirandsido (IPTG). Las placas fueron incubadas a 37°C durante toda
la noche. Los clones recombinantes se seleccionaron por actividad de -galactosidasa y se
picaron colonias blancas en medio LB suplementado con ampicilina. Los cultivos se

crecieron a 37°C con agitacion durante toda la noche.
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3.2.2.2 Aislamiento de ADN plasmidico y confirmacién de los clones

Para las preparaciones de ADN plasmidico, se centrifugd el cultivo bacteriano a 8000
rpm durante 5 minutos y se resuspendio el precipitado en 100 ul de solucion | [TEG:
Glucosa (50 mM), EDTA (10 mM), Tris-HCI (25 mM, pH 8)]. Se agregaron 200 pl de
solucién 11 [NaOH (0,2 M), SDS 1%] para producir la lisis celular. Se mezclé suavemente
por inversion y se dejé 5 minutos en hielo. Luego se agregaron 150 ul de solucion 11 fria
(acetato de potasio 3 M), se mezcld por inversion y se dejé en hielo 5 minutos. Se
centrifug6 a 12000 rpm durante 20 minutos a 4° C. Se transfirio el sobrenadante obtenido a
un nuevo tubo (aproximadamente 450 ul) y se agregaron 0,6 voliumenes de isopropanol
para precipitar el ADN plasmidico. Se centrifugd a 12000 rpm durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se lavo el precipitado con 300 pl de etanol 70%, se centrifugo a
12000 rpm durante 10 minutos. Se seco el precipitado durante 30 minutos y se resuspendié
en 50 ul de H,0.

El ADN plasmidico obtenido fue analizado por medio de restricciones con la enzima
EcoRI (Volumen final 20 pl: templado 1,5 ul, buffer (10X) 2 ul, EcoRI 1 ul, BSA (10X) 2
ul, ARNasa 0.6 ul; 2 horas a 37°C) para confirmar la presencia del inserto. EI ADN de los
clones utilizados para la secuenciacion se purific6 mediante columnas de Qiaprep Spin

Plasmid (Qiagen) siguiendo las especificaciones de los fabricantes.

3.2.2.3 Secuenciacion y analisis de las secuencias

Los plasmidos se secuenciaron en la Unidad de Gendmica del Instituto de Biotecnologia,
INTA Castelar, a partir de los oligonucleodtidos especificos T7 y SP6. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas mediante el programa Bioedit y los alineamientos multiples

fueron realizados por medio del ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Los datos de la



122

localizacion cromosomica de los genes Snakin/GASA y las estructuras génicas fueron
obtenidas a partir de la informacion disponible en la base de datos del Consorcio de
Secuenciacion del Genoma de Papa y por comparacion de las secuencias depositadas de los
transcriptos y las secuencias gendémicas correspondientes amplificadas y secuenciadas en
este trabajo.

Los arboles filogenéticos fueron construidos a través del método de Neighbor-Joining,
con 1000 réplicas bootstrap, de acuerdo al programa Molecular Evolutionary Genetics

Analysis (MEGA) version 5.0 (http://www.megasoftware.net/mega.html).

3.2.3 Analisis de las putativas regiones promotoras de los genes

Snakin/GASA

Con el objetivo de identificar elementos regulatorios en las secuencias promotoras de los
genes Snakin/GASA, se obtuvieron 2000 pb correspondientes a la secuencia genémica rio
arriba del coddn de iniciacion de la traduccidn a partir de la base de datos del PGSC. En el
caso de Snakin-2 (PGSC0003DMG400001598) solo se consideraron en este analisis 1500
pb ante la falta de secuencias de mayor longitud. Se utilizé el sitio PlantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) para la blsqueda e

identificacion de posibles elementos regulatorios en cis.

3.2.4 Analisis de la regulacion de la expresion génica

Las extracciones de ARN, los ensayos de Northern blot, la sintesis de ADNc vy las
reacciones de RT-gPCR se realizaron como se describié en el Capitulo 2 (Materiales y

Métodos).
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3.2.4.1 Expresion de genes Snakin/GASA en distintos tejidos

Plantas de Solanum tuberosum subsp. tuberosum cv. Kennebec micropropagadas in vitro
fueron pasadas a macetas y crecidas en inverndculo bajo condiciones controladas de
humedad y temperatura. Luego de 6 semanas se tomaron muestras de los distintos tejidos;
en el caso de las muestras de flores y de tubérculos la edad de las plantas fue mayor

(aproximadamente de unos 2 meses).

3.2.4.2 Tratamiento con hormonas vegetales en papa

Plantas de Solanum tuberosum subsp. tuberosum cv. Kennebec micropropagadas in vitro
fueron pasadas a macetas y crecidas en inverndculo bajo condiciones controladas de
humedad y temperatura. Las plantas fueron rociadas con una solucién de GA (100 uM),
ABA (100 uM) o agua (en el caso de los controles) y dejadas en las mismas condiciones de

luz y temperatura en que estaban creciendo y se tomaron muestras a distintos tiempos.

3.2.4.3 Ensayos de infeccion con patdégenos

Las cepas bacterianas de Pseudomonas syringae pv. tabaci fueron cultivadas en medio
King’s B (peptona g¢/l, sulfato de magnesio 1,5 g/l, fosfato de potasio 1,5 g/l, agar 15 g/I,
pH=7,2) conteniendo 25 mg/I"* de rifampicina y 2 mg/l™ de tetraciclina, a 28°C y agitacién
(200 rpm) por 24 horas y posteriormente se centrifugaron 5 minutos a 4000 rpm. Los
sedimentos bacterianos se resuspendieron en MgCl, 10 mM vy se ajust6 la concentracién a
10® cfu/ml™. Para los ensayos, Se inocularon hojas completamente expandidas de plantas de
papa de 6 semanas de edad con una solucion de bacterias utilizando jeringas hipodérmicas
sin aguja. Los controles fueron inoculados con MgCl, 10 mM sin bacterias. Se tomaron

muestras de las hojas inoculadas luego de 6 y 24 horas de la infiltracion.
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En el ensayo con Rhizoctonia solani, el hongo fue crecido en placas de Potato Dextrose
Agar (PDA, Gibco). Se crecieron plantas in vitro en cajas magentas durante 4 semanas (4
plantas por cada caja) y se inoculd en el centro de cada caja con un blogue de PDA
conteniendo micelio de Rhizoctonia. Se tomaron muestras de planta entera luego de 7, 10 y
12 dias de la inoculacion. Cada muestra correspondié a un pool de 3 plantas tomadas a

partir de una caja magenta diferente.
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3.3 Resultados

3.3.1 Identificacion de nuevos genes Snakin/GASA en Solanum
tuberosum

Teniendo en cuenta la disponibilidad del genoma secuenciado de la papa, nos
planteamos como un nuevo objetivo en el marco de esta tesis, la identificacion de posibles
nuevos genes Snakin/GASA. Para ello se hizo un anélisis en la base de datos del Consorcio
de Secuenciacion del Genoma de la Papa utilizando como criterio de bdsqueda la anotacién
InterPro del dominio GASA caracteristico de estas proteinas (IPR003854). Esto se debe a
que la homologia entre los genes Snakin/GASA es baja ya que en realidad la familia esta
definida por la presencia del dominio GASA en sus proteinas.

Como resultado de este analisis pudimos identificar 14 nuevos miembros de la familia
Snakin/GASA que se suman a los tres genes previamente reportados (SN1, SN2 y SN3;
Segura y col. 1999, Berrocal-Lobo y col. 2002) sugiriendo que en papa esta familia consiste
en al menos 17 miembros. Estos genes fueron enumerados siguiendo la nomenclatura
establecida en la base de datos del genoma de papa. Las siglas de este codigo corresponden
a: Potato Genome Sequencing Consortium (PGSC), el 0003 porque es la tercera version de
ensamblado del genoma, DM es la variedad del cultivo doble monoploide utilizaday G, T o
P corresponde a gen, transcripto o proteina, respectivamente.

El estudio de la localizacion cromosémica de los genes Snakin/GASA reveld que todos
ellos corresponden a diferentes loci en el genoma y se encuentran distribuidos en 9 de los

12 cromosomas de papa (Tabla 3.2, Figura 3.1 a). Con la informacion de las secuencias y
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utilizando el método de Neighbor-Joining, se elaboro un arbol con el fin de visualizar las
relaciones de similitud existentes entre estos genes. La longitud de la secuencia codificante
de los genes Snakin/GASA se encuentra entre 472 pb (PGSC0003DMG400003641) y 2584
pb (PGSC0003DMG400024474). La comparacion de la secuencia depositada de los
transcriptos con su correspondiente secuencia gendémica mostré que las secuencias
codificantes de los genes Snakin/GASA se encuentran interrumpidas por 1 a 3 intrones
(Figura 3.1 b), siendo el patron estructural (exones-intrones) diferente ain dentro de un
mismo subgrupo filogenético.

Tabla 3.2. Miembros de la familia de genes Snakin/GASA en papa.



Nombre (Potato Genome
Sequencing Consortium)

Gen
Transcripto
Proteina

Posicion

Cromosoma

Proteina

(aa)

Péptido
senal

(aa)
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Snakin-1

Snakin-1

GAST1 protein

GAST]1 protein

GAST]1 protein

Snakin-2

Snakin-2

Gastl

Gibberellin-regulated

protein 1

Gonadotropin beta chain

GAST

Gibberellin-regulated

protein 3

Gastl

Protein RSI-1

Snakin-3

Gibberellin regulated

protein

Gibberellin-regulated family

protein

Gipl

GASA2

Gipl

PGSC0003DMG400021517
PGSC0003DMT400055426
PGSC0003DMP400037307

PGSC0003DMG100014441
PGSC0003DMT400037423
PGSC0003DMP400025440

PGSC0003DMG400025759
PGSC0003DMT400066182
PGSCO0003DMP400044609

PGSC0003DMGH00018474
PGSC0003DMT400047535
PGSC0003DMP400032186

PGSCO0003DMG400001598
PGSC0003DMT400004046
PGSC0003DMP400002893

PGSC0003DMG400003642
PGSC0003DMT400009368
PGSC0003DMP400006510

PGSC0003DMGA00009244
PGSC0003DMT400023914
PGSCO0003DMP400016314

PGSC0003DMGH00024474
PGSCO0003DMT400062877
PGSC0003DMP400042322

PGSC0003DMG400029338
PGSC0003DMT400075426
PGSCO0003DMP400051082

PGSC0003DMG400015602
PGSC0003DMT400040298
PGSC0003DMP400027335

PGSCO0003DMG400003641
PGSC0003DMT400009367
PGSCO0003DMP400006509

PGSC0003DMG402015659
PGSC0003DMT400040585
PGSC0003DMP400027523

PGSC0003DMG400001227
PGSC0003DMT400003089
PGSC0003DMP400002225

PGSC0003DMG400001226
PGSCO0003DMT400003087
PGSC0003DMP400002223

PGSC0003DMG400033044
PGSC0003DMT400083077
PGSCO0003DMP400055795

PGSC0003DMG400007621
PGSCO0003DMT400019726
PGSCO0003DMP400013485

PGSC0003DMG401019533
PGSC0003DMT400050285
PGSC0003DMP400033943

chr04:59491029..59492034

chrl2:46969002..46969986

chr01:76746849..76747684

¢hr08:3467061..3467910

¢hr01:80055736..80056866

chr02:38622526..38623218

chr11:8267776..8269476

chr03:39532682..39535828

chr12:55030963..55032946

chr05:6793163..6794986

chr02:38628014..38628701

¢hr11:3324145.3325559

PGSC0003DMB000000967:

24516..26736

PGSC0003DMB000000967:

17046..18340

chr06:46584532..46585393

chr04:14299743..14300907

chr03:41635257..41637138

(5]

11

12

88

88

89

89

104

103

143

113

90

103

96

94

94

103

114

104

25

26

23

24

22

23

19

24

24
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Figura 3.1. Genes Snakin/GASA en papa. (a) Localizaciébn cromosémica de los genes
Snakin/GASA. (b) Arbol filogenético de los genes Snakin/GASA de papa construido mediante el
método de Neighbor-Joining luego de alinear las secuencias con el programa ClustalW. La parte de
la derecha ilustra la estructura exén-intrén de cada gen. Los exones e intrones estan representados

por barras y lineas en color gris oscuro, respectivamente.

Con el objetivo de confirmar la presencia de los genes identificados en la variedad
comercial de papa S. tuberosum subsp. tuberosum cv. Kennebec las secuencias gendmicas
de cada uno de los genes fueron utilizadas para disefiar oligonucleotidos especificos. Asi,
las secuencias completas de cada gen fueron amplificadas por PCR obteniéndose para cada
uno de ellos un producto de amplificacion utilizando como templado ADN de la variedad

Kennebec (Figura 3.2 a). Estos productos fueron clonados en vectores comerciales y
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secuenciados. Este andlisis reveld que las secuencias genomicas de tres genes estaban
incorrectamente anotadas (PGSC0003DMG400003641, PGSC0003DMG400003642 vy
PGSC0003DMG400015602). En el <caso de PGSC0003DMG400003641 vy
PGSC0003DMG400003642 las secuencias depositadas no se correspondian con el
transcripto en cuestion. Con respecto a PGSC0003DMG400015602, la proteina predicha a
partir de la secuencia depositada correspondia a un producto génico de 90 aminoéacidos; sin
embargo, la secuenciacion de este gen mostré que un cambio de base en la secuencia
anotada generaba un codon de terminacion prematuro y que en realidad la proteina predicha
seria de 106 aminoacidos.

El analisis de las secuencias de las 17 proteinas Snakin/GASA de papa permitid
identificar en todas ellas, los tres dominios caracteristicos de esta familia: (1) un péptido
sefial putativo (de 24 a 43 aminoacidos en el extremo amino-terminal, que de acuerdo al
programa SignalP.v4.0, consiste en una secuencia sefial clivable caracteristica de proteinas
secretadas a la matriz extracelular); (2) una regién variable tanto en composicion como en
nimero de aminodcidos (oscila entre 62 residuos en PGSC0003DMG400024474 |/
PGSC0003DMP400042322 a s6lo 4 en el caso de PGSC0003DMG400021517 /
PGSC0003DMP400037307, PGSC0003DMG400014441/ PGSC0003DMP400025440 vy
PGSC0003DMG400025759 / PGSC0003DMP400044609); y (3) una region de
aproximadamente 60 amino&cidos en el extremo carboxi-terminal dentro del cual hay unos
20 aminoacidos, incluyendo las 12 cisteinas, en posiciones perfectamente conservadas. El
alineamiento multiple de estas secuencias ilustra la conservacion de este dominio (Figura

3.2 b). El tamafio de las proteinas varia desde 88 (PGSC0003DMG400021517
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/PGSC0003DMP400037307 y PGSC0003DMG400014441/PGSC0003DMP400025440) a

143 aminoacidos (PGSC0003DMG400024474 / PGSC0003DMP400042322).
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Figura 3.2. Familia Snakin/GASA en papa. (a) Amplificacion por PCR de los 17 genes

Snakin/GASA a partir de ADN gendmico de Solanum tuberosum subsp. tuberosum cv. Kennebec.

(b) Alineamiento multiple de las secuencias de las proteinas Snakin/GASA mediante el programa

ClustalW. Los aminoacidos conservados en todos los miembros de la familia estan resaltados en

negro y los residuos altamente conservados que son relevantes para la clasificacion de las

subfamilias estan marcados en gris claro. El péptido sefial putativo de acuerdo al programa

SignalP.v4.0 se encuentra resaltado en gris oscuro.
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3.3.2 Analisis filogenético de las proteinas Snakin/GASA

Con el objetivo de estudiar las relaciones evolutivas existentes entre las proteinas
Snakin/GASA de papa, las secuencias completas de aminoacidos fueron utilizadas para
construir un arbol filogenético. Las 17 proteinas se agruparon en tres subfamilias (I-111)
como fue propuesto previamente por Berrocal-Lobo y col. (2002) (Figura 3.3 a). El
alineamiento de las secuencias aminoacidicas y la construccion de un arbol filogenético
incluyendo proteinas Snakin/GASA identificadas en otras especies también resultd en tres

grandes grupos, consistente con estudios previos (Zimmerman y col. 2010) (Figura 3.3 b).
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Figura 3.3. Analisis filogenético de las proteinas Snakin/GASA. (a) Arbol filogenético de las
proteinas Snakin/GASA de papa construido mediante el método de Neighbor-joining luego de
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alinear las secuencias con el programa ClustalW. (b). Arbol filogenético construido a partir del
alineamiento mdltiple de secuencias de las proteinas Snakin/GASA identificadas en diferentes
especies de plantas. SN1 (ABQ42622, Segura y col. 1999); SN2 (Q93X17, Berrocal Lobo y col.
2002); GEG (CAB45241, Kotilainen y col. 1999); GAST1 (XP_004232126, Shiy col. 1992); RSI-1
(NP_001234666, Taylor y Scheuring 1994); GIP1 (CAA60677), GIP2 (AAG43509), GIP3
(CAD10104), GIP4 (CAD10105), GIP5 (CAD10106) (Ben Nissan y Weiss 1996, Ben Nissan y col.
2004); FaGAST1 (AAB97006, de la Fuente y col. 2006); FaGAST2 (XP_004290947, Moyano-
Cariete 2013); FSGASA (CAJ77893, Alonso Ramirez y col. 2009); GSGASA1 (ADX36135, Li y
col. 2011); CaSn (ACC91329, Mao y col. 2011); OsGSR1 (AAT42201, Wang y col. 2009);
OsGASR1 (NP_001051348), OsGASR2 (NP_001053024) (Furukawa y col. 2006) ; OsGSL1
(NP_001055385), OsGSL5  (NP_001055630), OsGSL7  (NP_001050637), OsGSL8
(NP_001058649), OsGSL9 (EAZ40506), OsGSL10 (NP_001063170) (Zimmerman y col. 2010);
GASAl (AAM96972), GASA2 (NP_192699), GASA3 (NP_192698), GASA4 (NP_197027)
(Herzog y col. 1995); GASAS5 (NP_566186), GASA6 NP_177605), GASA7 (NP_179096), GASA8
(NP_181486), GASA9 (NP_173683), GASA10 (NP_568914), GASA1l (NP_179433), GASA12
(NP_180639), GASA13 (NP_196996), GASA14 (NP_001077504), GASA15 (NP_001078130)
(Zhang y col. 2008), PRGL (AAS48461, Peng y col. 2008).

3.3.3 Analisis de las regiones promotoras de los genes Snakin/GASA

Con el objetivo de identificar la presencia de elementos regulatorios en cis, se
obtuvieron las putativas secuencias promotoras (2-kb rio arriba del codon de iniciacion de
la traduccion, ATG) de cada uno de los genes Snakin/GASA a partir de la informacion
disponible en la base de datos del consorcio de secuenciacion del genoma de la papa y se
analizaron mediante la base Plant cis-acting Regulatory DNA Elements (PlantCARE;
Lescot y col. 2002). Se ha demostrado que la expresion de la mayoria de estos genes
Snakin/GASA esta regulada por hormonas y factores externos. En concordancia con ésto,
los estudios in silico de las putativas secuencias promotoras de estos genes en papa
permitieron identificar numerosos elementos regulatorios, siendo los de mayor interés

aquellos relacionados de respuesta a estrés y a distintas hormonas (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Elementos regulatorios identificados mediante la base PlantCARE en las

secuencias promotoras putativas de los genes Snakin/GASA en papa.

HORMONAS

ESTRES

NHHENHHHHHHHRSEEE
Nombrede (o Funcién SHEEHHEEEEEEHEEEE
= HHHREEEHHHEEREHEE
S S =3
AuxRR-core GGTCCAT Respuesta 2 Auxinas 1
TGA-box TGACGTAA! - Paedomdemaio domameina 1
TGA-¢lement AACGAC Respuesta 2 Auxinas 1 1 1
CGTCA-motif CGTCA Respuesta a MeJA 2|1 2 1 1 2 1
TGACG-motif TGACG Respuesta a MeJA 2|1 2 1 1 2 1
ERE ATTTCAAA Respuesta a Etileno 3 1)1 3|11 1 1
GARE-motif AAACAGA Respuesta a Giberelinas 1 1 2 11 1
GARE-monf TCTGTIG Respuesta 3 Giberelinas 1)1 1
TATC-box TATCCCA Respussta a Giberelinas 1
P-box CCTTTTG Respuesta a Giberelinas 1 12 1 1 2
P-box GCCTTTTGAGT Respoesta a Giberelinas 1 1
TCA-element GAGAAGAATA  Respuestaa AcidoSalicilico | 1| 1 1 1 1
TCA-element TCAGAAGAGG  Respuestaa Acido Salicilico 1
TCA-element CCATCTTTIT Respuesta a Acido Salicilico 11 1|1
ABRE CCTACGTGGC Respuesta a Acido Absicico 6 1
ABRE TACGTG Respuesta a Acido Absicico 1)1
ABRE GCAACGTGTC Respuesta a Acido Absicico 1
ARE TGGTTT Induccion Anaerébica 2 1 1221 13 32
GC-motif cceece Induccidn Anzerdbica 2 1 11
HSE AAAAAATTTC Fognomafureperile | 22|11 2)1]1]2 1 1)1
HSE CNNGAANNTTCN Respuesta a Estrés por Altas 1
NG Tmpum
LTR CCGAAA """’“T“m Bys 1412 1
TC-richrepeats  ATTTTCTTCA RespoestaaEstrés yDefensa | 3 [ 3] 1 12 12 111
TC-nch repeats GTTTTCTTAC Respuesta a Estrés y Defensa 1 1
TC-richrepeats  ATTCTCTAAC Respoesta a Estrés y Defensa 1 1
Box-W1 TTGACC amam:m 2 3|11 1 1 1)1
AT-nich sequence TAAAATACT Activacién mediada por Elicitor 1 1|1
CCAAT-box CAACGG Sitio de uniéa 3 MYBH1 1)1 1 1
MBS CGGTCA Sitio de unién a MYB 1 1 1
MBS TAACTG Sf'” o m‘:’: S“;‘:"m"“"“ 1|1
MBS CAACTG W:m&‘gg&ﬂm 1 2 1 1 1
WUN-motif TCATTACGAA Respoesta a Heridas 1
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3.3.4 Regulacion de la expresion de los genes Snakin/GASA

Dado que el rol que desempefian los genes Snakin/GASA en la planta no se conoce
completamente, el estudio de los patrones de expresion temporal y espacial puede aportar
evidencias acerca de sus funciones. En estudios previos se ha demostrado que su expresion
es altamente especifica y que en algunos casos hay solapamiento, sugiriendo que estos
genes podrian cumplir funciones diversas y redundantes en el desarrollo.

Con el fin de profundizar el estudio de los genes Snakin/GASA en papa, analizamos la
expresion en diferentes 6rganos de la planta de un miembro de cada subfamilia (SN1, SN2 y
SN3) mediante Northern blot. Si bien en trabajos previos se habia demostrado que SN1 y
SN2 tienen distintos patrones de expresion (Segura y col. 1999, Berrocal-Lobo y col. 2002),
estos andlisis fueron realizados con genotipos de papa diferentes al que nosotros estudiamos
(Solanum tuberosum cv. Desireé para SN1 y Solanum tuberosum cv Jaerl para SN2) por lo
que decidimos confirmar sus niveles de expresion en nuestro sistema y ampliar el analisis a
SN3 (no caracterizado hasta el momento). Estos anélisis revelaron un patron de expresion
especifico de tejido para cada gen y también ciertas discrepancias con respecto a los datos
publicados previamente para SN1 y SN2. Se encontrd6 que la expresién de SN1 es
particularmente alta en yemas axilares y tallos y no se detectd expresion en estolones; en
contraste con Segura y col (1999) los analisis de Northern blot y RT-gPCR mostraron que
SN1 también se expresa en hojas. A diferencia de SN1, la expresion de SN2 es alta en
tubérculos y flores, asi como también en raices y hojas (aunque en menor medida).
Finalmente, se observo que SN3 se expresa en raices, estolones, tallos y yemas axilares
mientras que no se detectd expresion en los otros tejidos analizados (Figura 3.4 a). Los

resultados obtenidos fueron confirmados mediante RT-gPCR (Figura 3.4 b). En este caso,
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como se trata de un analisis relativo, los datos de expresion de cada gen en cada tejido
fueron relativizados a los de raiz, una vez que fueron normalizados utilizando el Ef7a como
gen de referencia. Asimismo, se evaluo la expresion espacial mediante RT-gPCR de otro
miembro de cada subfamilia (elegidos al azar) PGSC0003DMG400025759 (1),
PGSC0003DMG400024474 (I11) y PGSC0003DMG400007621 (I11). Los resultados indican
que PGSC0003DMG400025759 (I) se expresa preferentemente en  flor,
PGSC0003DMG400024474 (1) en tubérculo, tallo, yema y é&pice; mientras que
PGSC0003DMG400007621 (111) fue detectado principalmente en flor, apice, hoja, yema y

tallo (Figura 3.4 ¢).
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Figura 3.4. Andlisis de expresion de genes Snakin/GASA en distintos tejidos. (a) Northern blot
realizado a partir 12 pg de ARN extraido de distintos tejidos de plantas de papa (S. tuberosum
subsp. tuberosum cv. Kennebec) de 8 semanas de edad crecidas en invernaculo en condiciones
controladas de humedad y temperatura. Como control de siembra se muestra el ARN total tefiido
con bromuro de etidio (BrEt). En la parte inferior se muestran las cuantificaciones SN1, SN2 y SN3
realizadas con las imagenes de las membranas adquiridas con el Thyphoon y analizadas con el
programa ImageJ. Los valores fueron relativizados a la carga de RNA total en cada calle (BrEt). (b)
Anadlisis de la expresion relativa de SN1, SN2 y SN3 en distintos tejidos mediante RT-gPCR. Se
utilizé el factor de elongacion Ef1a como gen de referencia. Los valores de expresion de cada tejido
fueron relativizados a los de raiz. (c) Analisis de la expresién relativa de los genes
PGSC0003DMG400025759 (1), PGSC0003DMG400024474 (11) y PGSC0003DMG400007621 (l11)
en distintos tejidos mediante RT-gPCR. Entre paréntesis se indica la subfamilia correspondiente. Se
utilizé el factor de elongacion Ef1a como gen de referencia. Los valores de expresion de cada tejido

fueron relativizados a los de raiz.

Se ha demostrado que la mayoria de los genes Snakin/GASA estan regulados por
hormonas. Con el objetivo de profundizar el estudio de los mismos, analizamos el efecto
del tratamiento con GA o ABA en la expresion de algunos genes Snakin/GASA. Como
resultado encontramos que la expresion de SN1 es regulada negativamente por GA y no se
veria afectada por ABA en los tejidos analizados. Por otro lado, vimos que la expresion de
SN2 en é&pice es incrementada a las 12 horas luego del tratamiento con ABA; en hoja
disminuye con GA a las 24 horas y no cambiaria con ABA; asimismo, en tallo es inducida
por ABA luego de 24 horas mientras que disminuye con GA. Finalmente, la expresion SN3
no se vio afectada por estos tratamientos al menos en los tejidos y en las condiciones

ensayadas (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Regulacién de la expresién de genes Snakin/GASA por GA 'y ABA. (a, c y e)
Northern blot realizado a partir 10 pug de ARN extraido de muestras de (a) apice, (c) hoja y (e) tallo
de plantas de papa (S. tuberosum subsp. tuberosum cv. Kennebec) de 8 semanas de edad crecidas en
invernaculo. Como control se hibridd con una sonda correspondiente al gen de Actina. En la parte
de la derecha de cada figura se muestran las cuantificaciones de SN1, SN2 y SN3 realizadas con las
imagenes de las membranas adquiridas con el Thyphoon y analizadas con el programa ImageJ. Los
valores de cada calle fueron relativizados a la banda del gen de referencia y al control
correspondiente para cada tiempo (al cual se le asigné un valor arbitrario de 1 luego de relativizarlo

a la Actina). (b, d y f) Analisis de la expresion relativa de SN1, SN2 y SN3 en muestras de (a) apice,
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(c) hoja y (e) tallo &pice mediante RT-gPCR. Se utilizo el factor de elongacion Ef7a como gen de

referencia.

Teniendo en cuenta que los dos miembros de la familia Snakin/GASA en papa
caracterizados hasta el momento fueron involucrados en la defensa de la planta y las
observaciones que indican que la expresion de algunos de estos genes esta modulada por
factores bidticos, también una infeccion con patégenos bacterianos o fangicos es capaz de
regular la expresion de SN1, SN2 y SN3. Los analisis de Northern blot mostraron que la
expresion de SN1 es regulada negativamente y la de SN2 no se ve afectada por la
inoculacién con la bacteria P. syringae pv. tabaci, mientras que SN3 es inducido 24 horas
post-infeccion (Figura 3.6 a). Los resultados obtenidos fueron confirmados mediante RT-

gPCR (Figura 3.6 b).
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Figura 3.6. Regulacion de la expresion de genes Snakin/GASA por la bacteria P. syringae. (a)
Northern blot realizado a partir 10 ug de ARN extraido de hojas de plantas de papa (S. tuberosum

subsp. tuberosum cv. Kennebec) de 5 semanas de edad crecidas en invernaculo en condiciones
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controladas de humedad y temperatura e inoculadas con la bacteria P. syringae pv. tabaci. Como
control se hibrid6 con una sonda correspondiente al gen de Actina. En la parte inferior se muestran
las cuantificaciones de SN1, SN2 y SN3 realizadas con las imagenes de las membranas adquiridas
con el Thyphoon y analizadas con el programa ImageJ. Los valores de cada calle fueron
relativizados a la banda del gen de referencia y al control correspondiente para cada tiempo (al cual
se le asigno un valor arbitrario de 1 luego de relativizarlo a la Actina). (b) Analisis de la expresion
relativa de SN1, SN2 y SN3 en hojas infectadas con P. syringae mediante RT-qgPCR. Se utilizo el

factor de elongacion Ef1a como gen de referencia.
Por otro lado, la infeccion con Rhizoctonia solani incrementd los niveles de expresion de
SN1 mientras que para SN2 y SN3 el efecto fue opuesto (Figura 3.7 a). Los resultados

obtenidos fueron confirmados mediante RT-qPCR (Figura 3.7 b).
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Figura 3.7. Regulacion de la expresion de genes Snakin/GASA por el hongo Rhizoctonia
solani. (a) Northern blot realizado a partir 10 pg de ARN extraido a partir de plantas de papa (S.
tuberosum subsp. tuberosum cv. Kennebec) crecidas in vitro e inoculadas con el hongo Rhizoctonia
solani. Como control se hibrid6 con una sonda correspondiente al gen de Actina. En la parte inferior

se muestran las cuantificaciones de SN1, SN2 y SN3 realizadas con las iméagenes de las membranas
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adquiridas con el Thyphoon y analizadas con el programa ImageJ. Los valores de cada calle fueron
relativizados a la banda del gen de referencia y al control correspondiente para cada tiempo (al cual
se le asigno6 un valor arbitrario de 1 luego de relativizarlo a la Actina). (b) Andlisis de la expresion
relativa de SN1, SN2 y SN3 en plantas infectadas con R. solani mediante RT-qgPCR. Se utilizé el
factor de elongacion Ef1a como gen de referencia.
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3.4 Discusion

La reciente publicacion del genoma de papa por el Consorcio de Secuenciaciéon del
genoma de la papa constituye una herramienta muy importante en el estudio de esta
especie. En este contexto, la informacion disponible nos permitio identificar 14 nuevos
miembros Snakin/GASA indicando que en papa existen al menos 17 genes de esta familia.
El primer gen Snakin/GASA descripto fue GAST1 en tomate (Shi y col. 1992) y a partir de
ese momento, se han caracterizado varios miembros de esta familia en un amplio rango de
especies, tanto mono como dicotiledéneas. Si bien para la mayoria de las especies
estudiadas se han reportado pocos genes Snakin/GASA, Ultimamente se ha demostrado en
algunos casos que en realidad este nimero es mayor. En este sentido, entre las especies
donde se han identificado la mayor cantidad de genes Snakin/GASA hasta el momento se
encuentran Arabidopsis, maiz y arroz con 15, 9 y 10 genes respectivamente (Zhang y col.
2008, Zimmermann y col. 2010). La identificacion de genes Snakin/GASA en especies
poco relacionadas refleja la importancia de estas proteinas y sugiere que sus funciones
serian esenciales en la planta.

El estudio de la localizacion cromosémica de los genes Snakin/GASA reveld que todos
ellos corresponden a diferentes loci en el genoma y se encuentran distribuidos en 9 de los
12 cromosomas de papa. La longitud de los genes es bastante variable y las secuencias
codificantes se encuentran interrumpidas por 1 a 3 intrones. El andlisis comparativo de las
mismas revel0 porcentajes de similitud a nivel nucleotidico que oscilaron entre el 60 y
80%.

En este trabajo pudimos confirmar la presencia de los genes identificados in silico en la

variedad comercial de papa S. tuberosum subsp. tuberosum cv. Kennebec. Con respecto a
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las secuencias depositadas provenientes del genotipo S. tuberosum grupo Phureja DM1-3
516 R44, observamos algunas diferencias que se encontraron principalmente en las
regiones correspondientes a intrones. En cada uno de los péptidos predichos codificados
por estos genes se pueden reconocer los tres dominios caracteristicos de las proteinas
Snakin/GASA: una region N-terminal de 21-27 aminoacidos que actuaria como un péptido
sefial clivable; una region intermedia variable en cuanto a la longitud y la composicion de
aminoacidos; y una region C-terminal que incluye los 12 residuos de cisteinas
perfectamente conservados.

Las relaciones evolutivas dentro de la familia Snakin/GASA se estudiaron mediante la
construccidn de un arbol filogenético basado en el alineamiento maltiple de las secuencias
proteicas. Como resultado pudimos ver que los péptidos de la familia Snakin/GASA en
papa forman tres grupos consistente con estudios previos (Berrocal-Lobo y col. 2002). Con
respecto a la homologia observada a nivel de secuencia aminoacidica, dentro de cada grupo
los porcentajes de similitud méas altos corresponden a valores cercanos al 75% y en general
estan entre 50-60%, mientras que entre subfamilias las diferencias son mayores y los
porcentajes se encuentran entre 30-45%. Sin embargo, cuando consideramos sélo el
dominio C-terminal los porcentajes son mayores. Cuando incorporamos en este analisis las
proteinas Snakin/GASA identificadas en otras especies también obtuvimos un patrén
similar con tres grandes grupos, como fue descripto previamente (Zimmerman y col. 2010).
Si bien el primer péptido de la familia Snakin/GASA se describio en el afio 1992, hasta el
momento se conoce relativamente poco y no existe un consenso acerca del rol que estas
proteinas desempefian en la planta. Esto hace que sea muy dificil especular sobre las

posibles funciones de los nuevos miembros identificados en papa teniendo en cuenta sus
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homologias y la informacion disponible en la bibliografia. Ademas, los analisis
filogenéticos no necesariamente resultan en la formacion de subgrupos que reflejen
relaciones funcionales. En frutilla, por ejemplo, tanto las diferencias encontradas entre las
secuencias de aminoacidos de FaGAST1 y FaGAST2 como las diferencias observadas en
sus patrones de expresion indican cierta divergencia de ambas proteinas que no
necesariamente implican una funcion fisiolégica distinta sino mas bien una
complementariedad espaciotemporal (Moyano-Cariete y col. 2012).

Las proteinas Snakin/GASA han sido involucradas en diferentes aspectos del desarrollo
de la planta y la tolerancia a estreses. En este sentido, se ha demostrado que la expresién de
la mayoria de estos genes esta regulada por hormonas y factores externos. Con el objetivo
de profundizar el estudio de los genes Snakin/GASA en papa, se analizaron las putativas
secuencias promotoras a fin de identificar la presencia de elementos regulatorios en cis. Si
bien es necesario realizar una validacion experimental de los resultados obtenidos, los
estudios in silico permitieron identificar varios elementos de respuesta a estrés y a distintas
hormonas, entre otros. Cabe destacar que para el gen PGSC0003DMG400014441 no se
encontraron sitios de respuesta a hormonas y en el caso de PGSC0003DMG401019533
elementos relacionados con estrés.

Los analisis de expresion de los genes Snakin/GASA en papa indican que la regulacion
espacial es altamente especifica como fue descripto previamente en otras especies. Si bien
en trabajos previos se habia demostrado que SN1 y SN2 tienen distintos patrones de
expresion (Segura y col. 1999, Berrocal-Lobo y col. 2002), estos analisis fueron realizados
con genotipos de papa diferentes al que nosotros estudiamos (cv. Desireé para SN1 y cv

Jaerl para SN2) por lo que decidimos confirmar sus niveles de expresion en nuestro sistema
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y ademas ampliar el andlisis a otros genes de la familia. Estos analisis revelaron un patron
de expresion especifico de tejido para cada gen y también ciertas discrepancias con
respecto a los datos publicados previamente para SN1 y SN2. Es posible que estas
diferencias se deban a las distintas variedades analizadas y/o a la edad de las plantas en el
momento que fueron tomadas las muestras. En este sentido, analizando otra variedad de
papa Berrocal-Lobo y col. (2002) encontraron algunas diferencias en la expresion espacial
de SN1 con respecto a los resultados obtenidos previamente por el grupo de Garcia-Olmedo
(Segura y col. 1999). De la misma manera, se ha demostrado que el gen GIP1 se expresa
diferencialmente en dos variedades distintas de petunia (Ben Nissan y col. 2004). En el
presente trabajo y en concordancia con los datos previos, se encontrd que la expresion de
SN1 es particularmente alta en yemas axilares y tallos y que no se expresa en estolones; sin
embargo, en contraste con Segura y col (1999) se detectd expresion de SN1 en hojas. A
diferencia de SN1, la expresion de SN2 es alta en tubérculos y flores, asi como también en
raices, hojas y apice (aunque en menor medida). Previamente, Berrocal y col. (2002) no
habian detectado expresion de SN2 en raices ni apices. Finalmente, se observé que SN3 se
expresa en raices, estolones, tallos y yemas axilares y no se detectd su expresién en otros
tejidos analizados. El andlisis mediante RT-gPCR de otros miembros de la familia
Snakin/GASA reveld que si bien existe cierto solapamiento, cada gen presenta un patron de
expresion particular y que no puede relacionarse con la subfamilia a la cual pertenece. Los
resultados indicaron que el gen PGSC0003DMG400025759 (1) se expresa preferentemente
en flor, PGSC0003DMG400024474 (11) en tuberculo, tallo, yema y apice; mientras que
PGSC0003DMG400007621 (111) fue detectado principalmente en flor, apice, hoja, yema y

tallo.
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Los genes Snakin/GASA han sido implicados en multiples vias de sefializacion, como
ser respuesta a estrés o procesos de desarrollo y se ha demostrado que la mayoria de ellos
estan regulados por hormonas. Estudiar los niveles de expresion de los genes proporciona
en determinados casos, datos acerca de su funcionalidad o de sus mecanismos de
activacion. En este contexto, analizamos el efecto del tratamiento con GA o ABA en la
expresion de algunos genes Snakin/GASA en apices, hojas y tallos de papa. Como
resultado encontramos que la expresion de SN1 es regulada negativamente por GA y no se
veria afectada por ABA. Previamente, Segura y col. (1999) no habian observado respuesta
de SN1 frente al tratamiento con ciertas hormonas, incluyendo GA,; sin embargo, en ese
trabajo ellos analizaron hojas jovenes de papa, en las cuales tampoco habian detectado
expresion. Por otro lado, vimos que la expresion de SN2 en apice es incrementada a las 12
horas luego del tratamiento con ABA; en hoja disminuye con GA a las 24 horas y no
cambiaria con ABA,; asimismo, en tallo es inducida por ABA luego de 24 horas mientras
que disminuye con GA. Berrocal y col. (2002) habian demostrado que SN2 era fuertemente
inducido por ABA en hojas de papa y en menor medida en tallos mientras que los niveles
de expresion disminuian con GA en ambos tejidos, a las 17 y 48 horas luego del
tratamiento. Si bien nosotros detectamos un patron similar en la regulacion de SN2 frente al
tratamiento con ABA o GA las diferencias de expresion con respecto a los controles son
menores (particularmente en el tratamiento con ABA). Esto puede deberse al disefio del
experimento, ya que en nuestro caso se rociaron las plantas en las macetas mientras que en
el trabajo de Berrocal y col. (en el cual también se demuestra que SN2 es inducido por dafio
mecanico) las mismas fueron cortadas y sumergidas en una solucién con la hormona

correspondiente. Finalmente, la expresion SN3 no se vio afectada por estas hormonas al
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menos en los tejidos y en las condiciones ensayadas. Cabe destacar que se observo el
mismo patrén de regulacion en los tres tejidos analizados. Se ha demostrado en algunos
casos que la regulacién de la expresion por GA es especifica de tejido: GASA4 es inducido
en regiones meristematicas y reprimido en cotiledones y hojas (Aubert y col. 1998).
Asimismo, se ha observado que, bajo la influencia de GA, el patron de expresion de
GsGASAL en hojas y raices es mas complejo ain y depende no sélo del 6rgano en cuestion
sino también de la duracién del tratamiento (Li y col. 2011).

Teniendo en cuenta que los dos miembros de la familia Snakin/GASA en papa
caracterizados hasta el momento fueron involucrados en la defensa de la planta, también
analizamos si la expresion de estos genes estd regulada por la infeccion con patdgenos
bacterianos y fungicos. Estos andlisis mostraron que luego de inocular con la bacteria P.
syringae pv. tabaci la expresion de SN1 es reprimida y la de SN2 no se ve afectada,
mientras que la de SN3 es inducida 24 horas post-infeccion. Por otro lado, la infeccion de
plantas crecidas in vitro con el hongo Rhizoctonia solani incrementd los niveles de
expresion de SN1 mientras que para SN2 y SN3 se observé el efecto opuesto.

Previamente, el grupo de Garcia Olmedo no habia detectado cambios en la expresion de
SN1 frente a la inoculacién con P. syringae pv. tomato DC3000 o con el hongo B. cinerea
(Segura y col. 1999). Con respecto a SN2, asi como SN1, fue aislado a partir de tubérculos
de papa y caracterizado como un péptido antimicrobiano al demostrarse su actividad in
vitro frente a varios patdgenos fungicos y bacterianos. Asimismo, se ha demostrado que su
expresion es inducida en tubérculos infectados con el hongo B. cinerea y es reprimida
luego de la inoculacion con patdgenos bacterianos como Ralstonia solanacearum y Erwinia

chrysanthemi (Berrocal-Lobo y col. 2002). Una observacion similar fue documentada por
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Balaji y col (2008) donde el homologo de SN2 en tomate fue regulado negativamente por la
infeccion con Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Balaji y col. 2008). Por
otro lado, se ha demostrado que los niveles de expresion de CaSn son inducidos frente a la
infeccion con nematodos y los de FaGAST2 por el hongo Colletotrichum acutatum (Mao y
col. 2011, Moyano-Cafiete y col. 2013).

Las diferencias observadas en este trabajo pueden deberse a los distintos patdgenos y a
las condiciones experimentales ensayadas, asi como también a los diferentes genotipos de
papa analizados en cada caso. Por otro lado, la induccion por patdgenos fungicos y la
represion por bacterias fueron descriptas para otros genes que codifican péptidos
antimicrobianos, como la lipid transfer protein HvLTP4.3 de cebada y la defensina StPTH1
de papa (Moreno y col. 1994, Molina y col. 1996). En el caso de StPTH1, se ha demostrado
que el péptido purificado presenta actividad frente a los patdgenos Clavibacter
michiganensis, Fusarium solani y Pseudomonas solanacearum. Sin embargo,
contrariamente a lo que se podria esperar teniendo en cuenta su rol en defensa, la
inoculacién de hojas de papa con P. syringae causa una marcada disminucion en los niveles
de expresion de esta defensina (Moreno y col. 1994). Si bien la actividad antimicrobiana de
SN1 ha sido demostrada tanto in vitro como in vivo frente a varios patégenos fungicos y
bacterianos (Segura y col. 1999, Almasia y col. 2008, Kovalskaya y Hammond 2009,
Kovalskaya y col. 2011, Rong y col. 2013), de la misma manera que para StPTH1, la
expresion de SN1 es regulada negativamente por la infeccion causada por P. syringae pv.
tabaci. Se ha sugerido que esto podria representar un mecanismo por el cual al menos
algunos patogenos intentan superar las defensas de la planta (Jakobek y col. 1993, Wada y

col. 1995).



149

3.5 Conclusiones

El desarrollo de nuevas tecnologias de secuenciacion a gran escala y la disponibilidad de
bases de datos de genomas secuenciados constituyen una herramienta muy til para el
descubrimiento de nuevos genes. La reciente publicacion del genoma de papa por el
Consorcio de Secuenciacion del genoma de la papa constituye un gran avance en el
conocimiento de este importante cultivo ya que facilita la tarea del estudio de sus genes y
sus productos. En este contexto, pudimos identificar 14 nuevos miembros de la familia
Snakin/GASA que se suman a los tres genes previamente reportados (SN1, SN2 y SN3;
Segura y col. 1999, Berrocal-Lobo y col. 2002) sugiriendo que en papa esta familia consiste
en al menos 17 miembros. Asimismo, pudimos confirmar la presencia de los genes
identificados in silico en la variedad comercial de papa S. tuberosum subsp. tuberosum cv.
Kennebec. El analisis filogenético reveld que estas proteinas se agrupan en tres subfamilias
mientras que los analisis de expresion de los genes Snakin/GASA en papa indican que la
regulacién es especifica para cada gen como fue descripto previamente para los homdlogos

en otras especies.
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Capitulo 4: Conclusiones generales
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4.1 Conclusiones generales

La identificacion de genes Snakin/GASA en especies poco emparentadas denota la
importancia de estas proteinas y sugiere que sus funciones son esenciales en las plantas por
lo que han sido conservadas a lo largo de la evolucion. Teniendo en cuenta la informacion
disponible a partir de la secuenciacion del genoma de la papa, y la cantidad de miembros de
la familia descriptos para Arabidopsis y otras especies, nos planteamos como hipétesis de
trabajo que en papa podrian existir mas genes Snakin/GASA no descriptos ain. Luego del
andlisis bioinformatico realizado, fue posible identificar 14 nuevos genes Snakin/GASA
que se suman a los tres genes previamente reportados (SN1, SN2 y SN3; Segura y col. 1999,
Berrocal-Lobo y col. 2002). Posteriormente, mediante amplificacion por PCR vy
secuenciacion se confirmd la presencia de los genes identificados in silico en la variedad
comercial de papa S. tuberosum subsp. tuberosum cv. Kennebec indicando que en esta
especie existen al menos 17 miembros en esta familia.

El analisis de las secuencias de aminoécidos de estas proteinas permitio identificar en
todas ellas, los tres dominios caracteristicos de la familia Snakin/GASA: (1) un péptido
sefial putativo; (2) una region variable en composicién como en nimero de aminoacidos, y
(3) una regidén de aproximadamente 60 aminoacidos en el extremo carboxi-terminal dentro
del cual hay unos 20 aminoéacidos, incluyendo 12 cisteinas, en posiciones perfectamente
conservadas. Asimismo, la construccion de un arbol filogenético resultd en tres subfamilias
(I-111) como fue propuesto previamente por Berrocal-Lobo y col. (2002).

A pesar de que se ha demostrado su participacion en diversos procesos del crecimiento y
del desarrollo de la planta, el rol exacto que cumplen estas proteinas no se conoce hasta el

momento. Es posible que la funcion bioldgica especifica de cada uno de los genes esté
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determinada por la expresion espacial y temporal durante el desarrollo de la planta. Los
antecedentes indican que la regulacion temporal y espacial de los genes Snakin/GASA es
altamente especifica. Si bien se ha observado que los distintos miembros de la familia
pueden tener localizaciones iguales, este solapamiento siempre es parcial. De la misma
manera, los andlisis de expresion en distintos tejidos de algunos miembros de la familia
Snakin/GASA en papa mostraron que cada uno de ellos presenta un patron de expresion
particular. Asimismo, se analizo la regulacion de la expresion por hormonas (GA y ABA) y
por infecciones con patdgenos donde también se observd una expresion diferencial entre
distintos genes Snakin/GASA. También se ha sugerido que la especificidad de cada
proteina puede depender de la secuencia N-terminal variable en cada una de ellas aunque
esto no ha sido probado experimentalmente. Es importante destacar que diferentes
miembros de la familia pueden cumplir la misma funcion o justamente la opuesta. Ademas,
si bien una funcion especifica pudo haber sido asignada a un gen Snakin/GASA particular,
evidencias posteriores indican que un determinado gen Snakin/GASA puede cumplir
diferentes roles y podria participar en mas de un proceso de desarrollo de la planta.

Si bien se ha demostrado que SN1 esté involucrado en defensa, su participacion en otros
procesos bioldgicos no seria incompatible con su funcién antimicrobiana. En este contexto,
nos planteamos como hipétesis de trabajo que SN1 presenta un rol dual en defensa y en
desarrollo. Homologos de este gen en otras especies han sido implicados en diversas
funciones relacionadas al crecimiento y al desarrollo de la planta como la regulacion de la
elongacion celular o de la division celular, estimulacion o inhibicion de la elongacion del
tallo y de la corola. El uso de las plantas transgénicas, ya sea por aumento o disminucion de

los niveles de expresion de los genes, constituye una potente herramienta que permite
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estudiar las funciones in vivo de un gen de interés y ha sido utilizada con el fin de
comprender el rol biologico de varios genes Snakin/GASA en distintas especies de plantas.
En este contexto, las lineas que sobreexpresan SN1 no mostraron diferencias morfoldgicas
evidentes con respecto a las plantas NT; sin embargo, el silenciamiento de SN1 resultd en
notorias alteraciones fenotipicas sugiriendo que este gen también cumple un rol en el
crecimiento y el desarrollo de la planta.

La caracterizacion fenotipica detallada de las lineas transgénicas reveld que las lineas
que silencian SN1 presentan una altura reducida, hojas de una forma atipica y de menor
tamano, e importantes defectos en los procesos de floracion y de tuberizacion. El area foliar
en las lineas silenciadas presenta una disminucién del 50-60% como resultado de un menor
numero de células por hoja. Aun mas estas células mostraron un incremento significativo
en el tamafio medio que podria explicarse por un efecto de compensacion. En conjunto,
estos resultados sugieren que SN1 esta involucrado en el proceso de division celular.

Por otra parte, en este trabajo se demostrd que las lineas que silencian SN1 exhiben
importantes cambios en su metabolismo primario. Los niveles de ciertos intermediarios del
ciclo de Krebs asi como de algunos componentes de la via del acido ascorbico resultaron
alterados significativamente. El hecho de que las lineas que silencian SN1 muestren
alteraciones en la division celular y niveles reducidos de &cido ascérbico, sugiere que SN1
podria participar en la division celular mediante la modulacion de los niveles de ascorbato.
Asimismo, el silenciamiento de SN1 tambien resultd en alteraciones en la composicion de
la pared celular de las hojas, lo cual es posible que explique los defectos en el crecimiento y

el desarrollo observados en las lineas que silencian este gen.
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Los analisis de acumulacién de EROs indicaron que SN1 participa en la homeostasis
redox. Como fue descripto para otros genes de la familia Snakin/GASA, es posible que SN1
funcione mediante la modulacion de las EROs (directa o indirectamente regulando los
niveles de &cido ascorbico), y que esto actué como sefial en la célula activando a su vez vias
de sefializacion que tenga como resultado final un impacto sobre el crecimiento y desarrollo
de la planta.

Asimismo, las evidencias indican la participacion de los genes Snakin/GASA en la
compleja red de interaccion de las distintas hormonas, tanto a nivel de sintesis como de
accion. El analisis de los perfiles transcripcionales en las lineas transgénicas nos permitio
identificar varios genes relacionados a la sintesis de esteroles, compuestos que tienen un rol
fundamental como constituyentes de la membrana celular y son precursores de los BR,
mostraron niveles de expresion reducidos en la linea que silencia SN1. En este sentido, y de
la misma forma que fue descripto previamente para su homologo en arroz OsGSR1 (Wang
y col. 2009), SN1 estaria involucrado en el balance hormonal, mediante la regulacién de la
sintesis de BR. La Figura 4.1 constituye un esquema simplificado dela participacion de SN1
en el crecimiento y el desarrollo de la planta teniendo en cuenta los resultados mas

relevantes del presente trabajo de tesis.
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Figura 4.1. Snakin-1y su participacién en el crecimiento y el desarrollo de la planta.

En conjunto, resultados de este trabajo y antecedentes publicados hasta el momento
sugieren que las proteinas Snakin/GASA pueden actuar como integradores de sefiales
internas o ambientales participando en el establecimiento de la homeostasis hormonal y el
balance redox para modular el desarrollo de la planta y las respuestas frente a estreses
mediante el ajuste del balance entre la promocion y la inhibicidn del crecimiento celular

(Figura 4.2).
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Figura 4.2. Modelo simplificado de la funcion de las proteinas Snakin/GASA.
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Figura suplementaria 1. Inhibicion del crecimiento del hongo en placa. Se obtuvieron extractos
crudos de planta a partir de 2 gramos de hojas de las lineas transgénicas y el control homogeneizado
en 5 ml de buffer fosfato. Se inocularon placas conteniendo medio PDA y el extracto
(concentracion final 3,75 v/v) con Sclerotinia sclerotiorum y se incubaron a 28°C por 5 dias en
oscuridad. Se realizaron dos experimentos independientes con 4 réplicas por tratamiento. (a) Efecto
de los extractos proteicos crudos de hoja sobre el crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum a 3dpi. (b)
Se midio el crecimiento del hongo fue (didmetro) y se calcul6 el porcentaje de inhibicién a 5 dpi (el
didmetro total de la placa se consideré como 100%).



