Transient expression of plant specific domain of potato aspartic
proteases (StAP-PSI) restricts P. infestans spread in potato leaves.
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ABSTRACT

Plant specific insert (PSl) is a domain present in the precursors and mature atypical plant
aspartic proteases (APs). Several plant APs have been associated with the plant mechanism
of defence against pathogens. However, only two (StAP1 and StAP3, for Solanum tuberosum
APs) of these proteases, contain the PSI domain into the mature form. We have previously
reported the cytotoxic activity of the recombinant StAP-PSI towards plant pathogens.
However the role of PSI domain of StAPs in the plant mechanism defense is still unknown.
The aim of this work was to analyze the effect of transient expression of StAP-PSI in potato
leaves infected by P. infestans. Results obtained show that StAP-PSI| expression reduces the
P. infestans affected area in a 60 % compared with the control ones. Analysis by gPCR
shows an increase of the transcript level of the hypersensitive response marker (hsr203J) in
potato leaves that express StAP-PSI, independent of the P. infestans infection; however the
highest increase of this gene was detected in leaves at 6 h. after infection. Additionally, an
increase of the WRKI1 transcript level was detected in potato leaves that express StAP-PSI.
Results obtained here indicate that, PSI domain of StAPs could have a direct (as
antimicrobial compound) and indirect (as an inductor molecule) role in the plant mechanism
to restrict the pathogen spread.

Palabras clave: interaccién planta- patégeno, fitoproteasas, proteinas del tipo
saposinas.

INTRODUCCION

Las aspartil proteasas (APs; EC 3.4.23) comprenden una de las cuatro superfamilias
de enzimas proteoliticas las cuales estan ampliamente distribuidas entre todos los
organismos (Alan J. Barrett, J. Fred Woessner, 2012; Davies, 1990; Dunn, 2002;
Rawlings & Barrett, 1999; Simbes & Faro, 2004). Especificamente, las APs de
plantas se dividen en tres categorias: las APs tipicas, las APs de tipo nucelina (del
inglés “nucellin- like”) y las APs atipicas (Faro & Gal, 2005). Las APs tipicas son
sintetizadas como preproteinas conteniendo en la region del extremo carboxilo
terminal, un dominio de 50 a 100 aminoacidos denominado como inserto especifico

de plantas (del inglés “plant specyfic insert” PSI) el cual es removido durante la
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maduracion de la proteina. Este dominio no posee homologia con ninguna secuencia
descripta para APs de animales o microorganismos, sin embargo posee una alta
similitud estructural con proteinas de la familia de las saposinas (SAPLIPs del inglés
“saposin like proteins”) (Mutlu, Chen, Reddy, & Gal, 1999; Simbes & Faro, 2004). Las
APs de plantas de tipo nucelina codifican para proteinas similares a la AP de cebada
(Chen & Foolad, 1997), mientras que las APs atipicas presentan formas intermedias
entre las APs tipicas y las APs del tipo nucelina, incluyendo entre otras APs
extracelulares monoméricas con o sin la presencia del dominio PSI en su forma

madura.

En general las APs, participan en el procesamiento y/o degradacion de proteinas en
diferentes 6rganos de las plantas y se las ha relacionado con la senescencia, la
muerte celular programada, la reproduccion y el mecanismo de defensa de las
plantas frente a diferentes situaciones de estrés (Alan J. Barrett, J. Fred Woessner,
2012; Garcia-Lorenzo, Sjodin, Jansson, & Funk, 2006; Guo et al., 2014; Simdes &
Faro, 2004).

En lo que respecta a la participacion de APs durante diferentes tipos de estrés, Cruz
de Carvalho y col., (Cruz de Carvalho et al., 2001) detectaron un aumento tanto en el
nivel de expresion como en la actividad de APs en plantas de Phaseolus vulgaris L. y
de Vigna unguiculata L. sometidas a estrés hidrico. Los autores sugieren que dicho
incremento en la actividad de APs se debe al rol de estas enzimas en la movilizacién
del nitrégeno hacia los distintos 6rganos de la planta (Cruz de Carvalho et al., 2001).
Se ha observado ademas la induccion en la actividad proteolitica de APs aisladas de
semillas de coliflor que se inducen posteriormente al tratamiento con polietilenglicol,
lo cual sugiere un rol de estas proteinas cuando las plantas son sometidas a estrés
hidrico (Fujikura & Karssen, 1995). Adicionalmente, se ha reportado en A. thaliana la
participacion de APs en la respuesta a estrés por sequia, tal es el caso de la AP
ASPG1 (ASPARTIC PROTEASE IN GUARD CELL 1), la cual se sobreexpresa y le
confiere a la planta la capacidad de evitar dicho estrés a través de la via de
sefalizacion dependiente de la fitohormona ABA (acido abcisico) (Yao, Xiong, Ye, &
Wu, 2012).



Hasta la actualidad existen pocos ejemplos de aspartil proteasas cuya funcion ha
sido relacionada con el mecanismo de defensa de las plantas frente a la infeccidn
por patéogenos (M. G. Guevara, Oliva, Huarte, & Daleo, 2002; M. G. Guevara,
Verissimo, Pires, Faro, & Daleo, 2004; Maria G. Guevara et al., 2005; Prasad,
Creissen, Lamb, & Chattoo, 2009, 2010; Rodrigo, Vera, Van Loon, & Conejero, 1991;
Xia et al., 2004).

Xia y col., (2004) reportaron en A. thaliana una AP atipica monomérica extracelular y
sin PSI denominada CDR1 (Constitutive Disease Resistance 1) necesaria para la
induccion de genes relacionados a patogénesis (PR). Estos autores proponen que la
actividad proteolitica de CDR1 liberaria en el apoplasto un péptido de bajo peso
molecular que actuaria como una sefal movil capaz de desencadenar la respuesta
de defensa en plantas en zonas lejanas al sitio de infeccion. Adicionalmente, Prasad
y col., aislaron y caracterizaron el gen ortélogo de CDR1 en arroz denominado como
OsCDR1 (Oryza sativa Constitutive Disease Resistance 1), y determinaron que su
expresion ectdpica, tanto en A. thaliana como en arroz, confiere a las plantas una
mayor resistencia frente a la infeccion por bacterias y hongos patégenos (Prasad et
al., 2009, 2010). Al igual que CDR1, OsCDR1 es capaz de inducir respuestas de
defensa sistémica en las plantas y dicha induccion es dependiente de su actividad
proteolitica (Prasad et al., 2010). Recientemente fue reportada la induccién de otra
aspartil proteasa de arroz, OsAP77 en respuesta a la infeccion de virus, bacterias y
hongos en el tejido vascular de plantas de arroz, sugiriendo la participacion de esta

proteasa en la defensa de la planta frente al ataque de patdégenos (Alam et al., 2014).

Anteriormente, en nuestro laboratorio, se ha correlacionado el nivel de expresion de
dos APs extracelulares de hojas y tubérculos de papa (StAP1 y StAP3) con el nivel
de resistencia a campo P. infestans. Estas APs de papa son, al igual que CDR1 vy
OsCDR1, del tipo atipicas, sin embargo en las StAPs el dominio PSI persiste en su
forma madura confiriéndole a estas enzimas la capacidad de ejercer actividad
citotoxica frente a microorganismos patégenos (M. G. Guevara et al., 2002; Maria G.
Guevara et al., 2005; Mendieta, Pagano, Mufioz, Daleo, & Guevara, 2006; Munoz et

al., 2010). Asimismo, resultados obtenidos por Mufioz (Mufoz, 2012) indican que la



presencia de la proteina StAP3, tanto en su forma activa como inactiva, ocasiona
una disminucién del area foliar afectada por P. infestans en hojas de papa de un
cultivar susceptible, siendo mayor la restriccion de la zona de infeccion en presencia
de la StAP3 activa. Adicionalmente se pudo demostrar que al igual que OsCDR1 y
CDR1, StAP3 es capaz de generar una/s sefal/es peptidica/s mévil/les de bajo peso
molecular la/s cual/les producen una disminucion del area foliar afectada por este
patdgeno cuando son infiltradas en hojas (Munoz, 2012). Por otra parte, la actividad
proteolitica de StAP3, al igual que para CDR1 y OsCDR1 (Prasad et al., 2009, 2010;
Xia et al., 2004) es requerida para producir una mayor acumulacion en los niveles de
transcriptos de los genes relacionados con HR y/o una sefial peptidica mévil para
inducir SAR.

Basandonos en los antecedentes anteriormente descriptos, el presente estudio
consistié en determinar el rol del dominio StAsp-PSI en el mecanismo de defensa de

hojas de planta de papa frente a la infeccion por P. infestans.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico. La cepa de Escherichia coli DH10B (Invitrogen) fue crecida en
medio LB liquido y/o LB agar 1,2%, con el agregado del antibiético espectinomicina o

no, e incubada a 37°C.

La cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) (Invitrogen) fue crecida en
medio LB y/o LB agar 1,2%, con el agregado de los antibidticos e incubada a 30°C
durante la noche. Los antibiéticos utilizados fueron: rifampicina, que es la resistencia
propia de la cepa; y espectinomicina, que es la resistencia otorgada por el plasmido
pCHF3.

El aislamiento de Phytophthora infestans (Mont.) De Bary raza R2 R3 R6 R7 R9 tipo
A2 fue obtenido a partir de la coleccion Cdérdoba. EI mismo se crecié sobre rodajas
de tubérculos cv. Spunta a 18°C y 100% de humedad relativa en oscuridad. Cinco
dias post- inoculacion se cosechd el micelio en agua destilada estéril y se estimulé la
liberacion de zoosporas mediante agitacion y posterior incubacion en oscuridad a 4°C



durante 3 h. Una vez filtrado, se cuantificaron las esporas y esporangios utilizando un
microscopio de campo claro ajustando la concentracion a 10° esporangios/ ml
(Pieterse, Derksen, Folders, & Govers, 1994).

Los tubérculos de papa-semilla del cultivar Bintje fueron provistos inicialmente por la
estacion experimental del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) de
Balcarce, Argentina y del cual actualmente el laboratorio cuenta con stock. Las
plantas de papa fueron crecidas en una mezcla estéril de tierra y vermiculita (2:1 v/v)
y fueron mantenidas a 18°C durante 6 semanas con un fotoperiodo de 14 h/10 h

(luz/oscuridad).

Ampilificacion por PCR de las regiones correspondientes al péptido senal y al
PSI (StAsp-PSIl). Anteriormente, Guevara y col.,, (2004, 2005) reportaron la
localizacion apoplastica de las StAPs aisladas de hojas y tubérculos de papa.
Teniendo en cuenta este antecedente, y con el objetivo de direccionar el dominio
StAsp-PSI hacia el espacio extracelular, se decidid construir un ADNc conteniendo la
secuencia correspondiente al péptido sefial del clon de ADNc de StAsp (GenBank
accession number AY672651), ligado a la secuencia correspondiente al dominio
StAsp-PSI. Para ello, en primer lugar se realizé la amplificaciéon por PCR de las
secuencias que codifican para: 1- el péptido sefial de un peso molecular estimado de
72 pb; y 2- el dominio StAsp-PSI, de un peso molecular estimado de 447 pb. Las
regiones del ADNc StAsp1 propuestas para la amplificacion por PCR fueron desde el
nucleotido 1 al 72 para la amplificaciéon del péptido senal y desde el nucleétido 810
hasta el 1257 para la amplificacion del dominio StAsp-PSI. Los primers utilizados
para estas amplificaciones fueron: 1- para el péptido sefial: PRO-BamHI Fw como
primer forward (conteniendo el sitio de corte para BamHI) y PRO-EcoRIl Rv como
primer reverse (conteniendo el sitio de corte para EcoRl) y 2- para el dominio StAsp-
PSI: PSI-EcoRI Fw como primer forward (conteniendo el sitio de corte para EcoRl) y

como primer reverse PSI-PSTI Rv (conteniendo el sitio de corte para PSTI).

Los productos de amplificacién fueron purificados del gel, y sometidos a la digestion
enzimatica utilizando la enzima de restriccion EcoRI. Los productos de la digestion

fueron purificados y ligados. Una alicuota de la mezcla de ligacion se utilizé como



ADNCc templado para una reacciéon de PCR utilizando como primer forward PRO-
BamHI Fw (conteniendo el sitio de restriccion para BamHI) y como primer reverse

PSI-PSTI Rv (conteniendo el sitio de restriccion para PSTI).

Clonado del ADNc StAsp-PSI, transformacion y preparacion de plasmido. El
producto de amplificacién péptido sefial-StAsp-PSI se purifico del gel y se sometié a
una digestién con las enzimas BamHI y PSTI. Los productos de la digestion fueron
purificados y ligados al vector binario pCHF3, el cual fue previamente digerido con
las mismas enzimas de restriccion. De esta manera la construccion péptido sefial-
StAsp-PSI de ADNc, quedd bajo control del promotor constitutivo del virus de
mosaico de la coliflor (CaMV35S). Posteriormente se transformaron, con este vector,
células de E. coli DH10B quimicamente competentes y se seleccionaron aquellas
colonias transformantes por resistencia a la espectinomicina, resistencia otorgada

por el vector pPCHF3 en bacterias.

A partir de las colonias resistentes obtenidas (transformantes), se purificé el ADN
plasmidico mediante minipreparaciones, confirmando por PCR la presencia de la

construccion péptido senal-StAsp-PSI. Dichas minipreparaciones fueron utilizadas

para transformar células de A. tumefaciens GV3101 (pMP90).

Transformacién transitoria de hojas de papa del cultivar Bintje. Las hojas de
planta de papa fueron cortadas e infiltradas con el medio conteniendo A.
tumefaciens. De esta manera se realizaron 3 o -5 spots de infiltraciéon en el espacio
intercelular del envés de cada hoja, infiltrando del lado derecho medio de infiltracion

conteniendo la construccién péptido sefal-StAsp-PSI (Figura 1), y del lado izquierdo

medio de infiltracidon conteniendo células de A. tumefaciens sin transformar como

control. &
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Ensayos de infeccion de hojas con P. infestans. Para la realizaciéon de los
ensayos de infeccidbn con el oomicete P. infestans, se utilizaron las hojas
agroinfiltradas, las cuales fueron inoculadas por medio de spray con agua estéril
(control) o una suspensién de 10° esporangios/ ml de P. infestans. Posteriormente,
las hojas tratadas se colocaron en placas de Petri y se las incub6 a 18°C y 100% de
humedad relativa durante 0, 1, 6, 12, 24, 48, 72 y 144 horas. Finalmente, el area
foliar infectada por P. infestans se determin6 y cuantificd utilizando el software

ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Extracciéon de ARN, sintesis de ADNc y analisis de niveles de expresion

mediante PCR en tiempo real

a) Extraccion de ARN total.
El ARN total se extrajo pulverizando las hojas de plantas de papa (cv. Bintje) en
nitrogeno liquido. Rapidamente se agrego el reactivo TRizol (Invitrogen), se vortexeo
y se centrifugd a 12000 xg durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido fue
transferido a un tubo nuevo y luego se incub6 durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se adicionaron 0.2ml de cloroformo, se agité vigorosamente por 15
segundos y se incubo por 2- 3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
centrifugd a 12000 xg por 15 minutos a 4° y se recuperé la fase acuosa superior a la
cual se le adicionaron 0.25 ml de isopropanol y 0.25ml de solucién de precipitacion
de alta sal (citrato de sodio 0.8M y NaCl 1.2M). A continuacién se mezclé y se
centrifugd a 12000 xg por 10 minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se
realizaron dos lavados del precipitado con 1ml de etanol 70% vy posterior
centrifugacion a 12000 xg por 5 minutos y 4°C. Se llevé a cabo un lavado adicional

con etanol 100%. EI ARN obtenido se resuspendié en agua estéril.

b) Sintesis del ADN complementario (ADNc).
Para la sintesis de ADNCc, se incub6 1ug de ARN tratado con ADNasa con 0.25ug de
primer oligo dT (Biodynamics) en un volumen final de 10ul. Luego se calent6 a 70°C
por 10 minutos y se incubd a 4°C durante 10 minutos. Brevemente se agregaron
buffer de RT (concentracion final: 1X), dNTPs en una concentracion final de 2,5 mM
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cada uno, 200 U de enzima RT M-MLV (Promega) al tubo de reaccién y se llevé a un
volumen final de 25ul. A continuacion, se incubd primero a 37°C por 90 minutos y
luego a 70°C durante 15 minutos. Finalmente el ADNc obtenido fue utilizado

inmediatamente o guardado a -20°C.

c) Amplificacion del ADNc mediante PCR en tiempo real.
La reaccion de PCR en tiempo real se realizé utilizando el equipo StepOne™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, USA). Las mezclas de reaccion se
realizaron colocando 1ul de una dilucion 1:5 de ADNc de los distintos tratamientos
para los genes EF-1-a, WRKY1, hsr203J y StSBTc-3, 5ul de la mezcla “Fast Start
Universal Sybr Green Master (Rox) 2X” y 0.50ul de la mezcla de primers
correspondientes. La reaccion de PCR se realiz6 de acuerdo a las siguientes
condiciones: 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 60°C

en una placa de 48 pocillos.

Analisis estadisticos. Con el objetivo de determinar el area foliar afectada por la
infeccion por P. infestans en hojas de papa agroinfiltradas y para determinar si
existen diferencias significativas en los niveles de transcriptos de los diferentes
genes, se calcularon los valores P a partir de los datos correspondientes realizando
analisis de ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey, utilizando el

programa GraphPad Prism 5.

RESULTADOS

Transformacion transitoria de hojas de papa con la construccion pCHF3-
péptido senal-StAsp-PSl. Mediante la realizacién de este trabajo se logré obtener la

construccion de un ADNc denominado como péptido senal-StAps-PSI de un peso

estimado de 519 pb. Este ADNc esta compuesto por una secuencia correspondiente
a la region del péptido senal del ADNc StAsp-1 (GenBank accession number
AY672651) ligada a la secuencia nucleotidica correspondiente al dominio PSI del
mismo ADNc (Maria G. Guevara et al., 2005) (Figura 1, Materiales y Métodos). Se

obtuvo posteriormente un cultivo de A. tumefaciens conteniendo un vector binario



con la construccidon péptido senal-StAps-PSI. Este cultivo fue utilizado para infiltrar

hojas de un cultivar de papa susceptible en el campo a P. infestans (cv. Bintje) con el
objetivo de determinar si, al igual que la proteina recombinante StAsp-PSI, la
expresion transitoria del ADNc péptido sehal-StAps-PSI produce una disminucion del

area foliar afectada por la infeccion con P. infestans.

Los resultados obtenidos mostraron que la expresion del ADNc péptido sefal-StAps-

PSI produjo una disminucion significativa del 60.5% del area foliar afectada por la

infeccion de P. infestans a las 144 h, comparada con la superficie afectada en las
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Figura 1. Avance de P. infestans en hojas de papa del cultivar Bintje agroinfiltradas con
construccion péptido sefal-StAsp-PSl. (A) Area foliar afectada por P. infestans luego de 48, 72 y
144 horas luego de la infeccion. (B) del area foliar afectada por P. infestans luego de 144 h post-

infeccion en hojas agroinfiltradas con medio de infiltracion (control; circulo azul) o con la construccién
péptido sefal-StAsp-PSI (circulo rojo).



hojas infiltradas con medio de cultivo conteniendo bacterias sin transformar (Figura
1). Este resultado es consistente al obtenido al infiltrar hojas del mismo cultivar con la
proteina StAsp-PS| en donde se observo una disminucion del 50% del area foliar

afectada por P. infestans a las 120 h (Mufioz, 2012).

Efecto de StAsp-PS| sobre la expresion de genes de defensa de Solanum
tuberosum. Con el objetivo de analizar el efecto de la expresidon del dominio StAsp-
PSI sobre los niveles de transcriptos de genes involucrados en la respuesta de

defensa, se procedié a agroinfiltrar hojas de papa con la construccion péptido senal-

StAsp-PSI| o con medio de infiltracion conteniendo bacterias sin transformar (control).
Para ello, se extrajo el ARN total de hojas tratadas con agua (control) o P. infestans
por 0, 6, 12y 24 h, se procedio a la sintesis de ADNc y posteriormente se realizé un
ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real tal como se detalldé en Materiales y

Métodos.

Los genes analizados fueron: 1- el gen del factor de elongacion-1- alfa (EF-1a;
GenBank accession number AB0611263), como control endégeno de expresion
constitutiva, debido a que su expresion es la mas estable durante la interaccion
papa- P. infestans (Nicot, Hausman, Hoffmann, & Evers, 2005).El gen presenté una
unica curva de desnaturalizacion indicando un uUnico producto de amplificacion con
una eficiencia del 100.745% para el gen EF-1a segun lo obtenido por Fernandez
(2015).

2- El gen hsr203J (GenBank accession number AB200918.1), el cual es uno de los
genes de defensa utilizado como marcador de la respuesta hipersensible, cuyo
transcripto se acumula en hojas y raices de N. tabacum infectadas con la bacteria
Pseudomonas solanacearum entre las 3 y 6 h posteriores a la infeccion (Pontier,
Godiard, Marco, & Roby, 1994). Particularmente durante la interaccion papa- P.
infestans, se ha reportado un incremento en los niveles de ARNm del gen hsr203J en
hojas infectadas con dicho patégeno durante 48 h (Yamamizo, Kuchimura,
Kobayashi, Katou, & Kawakita, 2006). Los resultados obtenidos muestran que el gen

presenta una unica curva de desnaturalizacién indicando un unico producto de



amplificacion con una eficiencia del 90.792% para el gen hsr203J y del 100.745%

para el gen EF-1a segun lo obtenido por Fernandez (Fernandez, 2015).

Adicionalmente se pudo determinar que la expresion de StAsp-PSI en hojas de papa
produce la induccion del gen relacionado con la respuesta hipersensible hsr203J
independientemente de la infeccidn, observandose un mayor nivel de induccion de
transcriptos del marcador de la respuesta hipersensible hsr203J a las 6 h en
presencia del patégeno respecto del control (Figura 2). Este resultado concuerda con
los resultados obtenidos por Mufioz (2012) los cuales mostraron un incremento en
los niveles de transcripto de genes relacionados con la HR en hojas de papa del
cultivar Bintje infiltradas con la proteina recombinante StAsp-PSIl a los mismos

tiempos de tratamiento.
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Figura 2. Expresion del gen hsr203J en hojas de papa agroinfiltradas con StAsp-PSI luego de 0, 6,
12 y 24 h post-infeccion con P. infestans. Los resultados se relativizaron a la expresion del gen EF-1-
a, se expresaron como la diferencia entre las hojas agroinfiltradas con la construcciéon péptido sefal-
StAsp-PSl y el control para cada tiempo y se relativizaron a la media de la muestra agroinfiltrada con

la construccién péptido sefial-StAsp-PSI sin infectar por 6 h. Los resultados se expresaron como la

media + DS de al menos dos experimentos independientes. Letras diferentes indican diferencias
significativas para la prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey (p< 0.001).

3- El gen WRKY pertenece a una familia de factores de transcripcién la cual, es una
de las familias de reguladores transcripcionales mas numerosa en plantas (Rushton,

Somssich, Ringler, & Shen, 2010). Se ha reportado que en la respuesta a la infeccion



por patdégenos, se produce un aumento en la expresién del factor de transcripcion
WRKY1 (GenBank accession number AY615273.1) (Dellagi et al., 2000; Eulgem,
Rushton, Schmelzer, Hahlbrock, & Somssich, 1999; Wang, Liu, Tian, Song, & Xie,
2005), el cual se une a la caja de promotores de genes de defensa, tales como PR1,
e induce la expresiéon de los mismos (Eulgem et al., 1999). Con el objetivo de evaluar
el efecto de la expresidon de StAsp-PSI| sobre la expresion del gen de defensa
WRKY1 en hojas de papa, se analizaron los niveles de transcriptos en hojas de papa

control o agroinfiltradas con la construccion péptido sefial-StAsp-PSI mediante qRT-

PCR. El analisis de la especificidad de la reaccion de gRT- PCR mostrd una unica
curva de desnaturalizacién para el gen WRKY1, indicando la presencia de un unico
producto de amplificaciéon y la eficiencia de la reaccién fue del 85.758%. Los

resultados obtenidos mostraron que la construccion péptido sefial-StAsp-PSI produce

un aumento significativo en los niveles de transcriptos WRKY a las 12 h de infeccion
con P. infestans, no asi en los controles sin infectar e infectado y agroinfiltrado solo
con medio conteniendo bacterias sin transformar (datos no mostrados). Por el
contrario, a los demas tiempos analizados, no se detectaron niveles de transcripto
para este gen (datos no mostrados). Este resultado concuerda con los resultados
obtenidos por Mufioz (2012) los cuales mostraron la induccién de genes relacionados
con SAR en hojas infiltradas con la proteina StAps-PSI posteriormente a la infeccidn

con P. infestans.

4- En cuanto al mecanismo por el cual el dominio StAsp-PSI podria inducir genes
relacionados con la respuesta hipersensible, cabe destacar que el mismo posee una
alta similitud estructural con dos proteinas del tipo saposinas (SAPLIPs), la NK-lisina
y la granulisina (Maria G. Guevara et al., 2005; Mufioz et al., 2010). La granulisina es
una molécula antimicrobiana y tumoricida expresada en granulos de células CTL y
NK de mamiferos. En un estudio realizado por Kaspar & col.,, (2001), se ha
demostrado que la granulisina desestabiliza la integridad de las membranas celulares
cargadas negativamente y de esta manera, mediante la generacion de un flujo de
Ca*", cambiando el potencial transmembrana en las mitocondrias y finalmente
causando la liberacién de citocromo ¢ de las mismas. Se ha observado que ademas
durante este proceso la activacion de la caspasa 3, la cual es independiente de la



activacion de la procaspasa 9, lo que sugiere que la granulisina activa otra via de
apoptosis de células CTL y NK diferente de la via apoptdtica clasica mediada por
receptor (Kaspar et al., 2001; Ma & Mody, 2005).

Por otra parte si bien, no existen genes homologos a los de las caspasas animales
en los genomas secuenciados de plantas, se han determinado actividades del tipo
caspasa en varios sistemas experimentales (Bonneau, Ge, Drury, & Gallois, 2008).
Especificamente en lo que respecta a la actividad de caspasa-3, en nuestro
laboratorio (Fernandez, Daleo, & Guevara, 2012, 2015) han reportado la presencia e
induccién de la actividad de un proteasa del tipo subtilisina, extracelular con actividad
de caspasa-3 (StSBTc-3) en el apoplasto de hojas de planta de papa durante la
interaccidn papa- P. infestans. En dicho trabajo se demostré una correlacién positiva
entre el nivel de expresion de StSBTc-3 y el grado de resistencia a campo a P.
infestans. Se observé ademas que al igual que la caspasa-3 de animales, la StSBTc-
3 es capaz de inducir in vitro la muerte celular de las plantas (Fernandez et al., 2012,
2015).

Teniendo en cuenta estos antecedentes y con el objetivo de determinar si el dominio
StAsp-PSI presenta en plantas, un mecanismo de accion similar al reportado para la
granulisina en animales, se analizé el nivel de transcriptos del gen StSBTc- 3
(GenBank accession number PGSCO0003DMP 400018521) en hojas transformadas

con la construccion péptido senal-StAsp-PSI y posteriormente inoculadas con agua o

P. infestans.

Los resultados obtenidos indican un incremento significativo en los niveles de ARNm
de este gen a las 6 h en presencia del dominio StAsp-PSI independientemente de la
infeccion con P. infestans, mientras que a las 12 y 24 h se puede observar una

disminucion en los niveles de transcripto para este gen (Figura 3).
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Figura 3. Expresion del gen StSBtc- 3 en hojas de plantas de papa agroinfiltradas con StAsp-PSI a
las 0, 6, 12 y 24 h post-infeccidon con P. infestans. Los resultados se relativizaron unicamente a la

expresion del gen EF-1-a, y se expresaron como la diferencia entre las hojas agroinfiltradas con la

construccion péptido sefial-StAsp-PSl y el control para cada una. Los resultados se expresaron como
la media + DS de al menos dos experimentos independientes. Letras diferentes indican diferencias
significativas para la prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey (p< 0.001).

De esta manera se podria sugerir, al igual que lo descripto por Kaspar et al. (2001),
para la granulisina en células de mamiferos, que la expresion de StAsp-PSI en hojas
de plantas de papa inducen el mecanismo de muerte celular mediado por la
activacion de la caspasa-3. Sin embargo seran necesarios nuevos ensayos que
permitan analizar otros parametros como por ejemplo la viabilidad mitocondrial, los

cuales permitan corroborar esta hipétesis.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el dominio StAsp-PSI
expresado de manera transitoria en hojas de plantas de papa incrementa la
expresion de genes relacionados con la defensa en plantas, lo cual desencadena en
la disminucién del area foliar infectada por P. infestans. Estos resultados permiten
sugerir el potencial uso de este ADNc como herramienta biotecnologica para

incrementar la resistencia a patdégenos de los cultivos.
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