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RESUMEN

En las plantas, las sefiales a larga distancia, que incluyen diferentes tipos de
RNA, desempefian un papel de suma importancia en el desarrollo de la planta'y
las respuestas a diferentes condiciones ambientales. Dentro de estas sefiales
moviles, se encuentra el mMRNA de la proteina conocida como TCTP (Tumor
Protein Translational Controlled) el cual se destaca por su abundancia y
diversidad de funciones en los organismos eucariotas. Se determin6 que TCTP
participa en laregulacién del ciclo celular, la apoptosis, estrés biético y abidético,
nodulacion, entre otros. Ademas, se ha relacionado con procesos de
regeneracion en plantas como la formacion de raices adventicias, nodulaciéon y
aumento en la biomasa, lo que sugiere su implicacién en la propagacion

vegetativa y la reproduccion asexual.

Con el fin de comprender mejor la influencia de TCTP en estos procesos,
propusimos estudiar a este gen en Solanum tuberosum, planta capaz de
reproducirse asexualmente através de estolones y tubérculos. En este proyecto,
analizamos la sobreexpresién transitoria de TCTP de S. tuberosum (StTCTP) en
el desarrollo del tubérculo y la propagacién vegetativa. Observamos que el
transcrito de StTCTP es capaz de moverse a larga distancia en la planta. Ademas,
la sobreexpresion temporal de StTCTP generé brotes con un didmetro mayor en
comparacién con las plantas de control. También notamos la induccién de las
primeras etapas de la tuberizacion en estas plantas, mientras que en las plantas

de control solo se formaban tubérculos maduros. Estos hallazgos sugieren un
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papel fundamental de TCTP en la propagacién vegetativa y la reproduccién

asexual de las plantas.

ABSTRACT

In plants, long-distance signals, which include different types of RNA, play a major role
in plant development and responses to different environmental conditions. Within these
mobile signals, there is the mRNA of the protein known as TCTP (Tumor Protein
Translational Controlled) which stands out for its abundance and diversity of functions
in eukaryotic organisms. It is determined that TCTP patrticipates in the regulation of the
cell cycle, apoptosis, biotic and abiotic stress, nodulation, among others. Furthermore,
it has been related to regeneration processes in plants such as the formation of
adventitious roots, nodulation and increase in biomass, which suggests its involvement

in vegetative propagation and asexual reproduction.

In order to better understand the influence of TCTP on these processes, we proposed
to study this gene in Solanum tuberosum, a plant capable of reproducing asexually
through stolons and tubers. In this project, we analyzed the transient overexpression
of S. tuberosum TCTP (StTCTP) in tuber development and vegetative propagation. We
observed that the StTCTP transcript is capable of long-distance movement in the plant.
Furthermore, transient overexpression of StTCTP generated shoots with a larger
diameter compared to control plants. We also noted the induction of early stages of

tuberization in these plants, while only mature tubers were formed in control plants.
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These findings suggest a fundamental role of TCTP in the vegetative propagation and

asexual reproduction of plants.

1. INTRODUCCION

La proteina tumoral controlada traduccionalmente (TCTP, por sus siglas en inglés),
también conocida como p2l, p23 y fortilina, es una proteina conservada y
multifuncional implicada en numerosos procesos celulares en eucariotas, fue
descubierta a mediados de los afios 80 por tres grupos de investigacion interesados
en genes regulados traduccionalmente (Bommer y Thiele, 2004). La estructura
primaria de TCTP no revela similitud con alguna otra familia de proteinas (Gross et al.,
1989), sin embargo, con el descubrimiento de la estructura terciaria de TCTP de la
levadura de fision Schizosaccharomyces pombe, se ha podido relacionar con la familia

de pequefias chaperonas Mss4/Dss4 (Thaw et al., 2001).

TCTP esta relacionada con diversas actividades fisiolégicas como proliferacion,
progresion del ciclo celular, crecimiento celular, desarrollo embrionario, respuestas a
estrés, proteccion bajo condiciones de estrés, tumorigénesis, integridad del genoma y
muerte celular, incluyendo apoptosis (Liu et al., 2005; Yang et al., 2005; Rinnerthaler
et al., 2006; Brioudes et al., 2010; Zhang et al., 2016). En mamiferos, TCTP actia de
manera celular no autbnoma ya que es secretada por diversos tipos celulares y modula
respuestas inmunes; asimismo, actia como factor de crecimiento para células B y
provoca la liberacién de histamina en células cebadas y basofilos, por lo que es de

gran importancia médica (Bommer y Thiele, 2004; Calderon-Pérez et al., 2014).
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Hasta el dia de hoy, se ha logrado elucidar la estructura del gen de TCTP en multiples
especies, revelando algunas similitudes en la organizacion genética de organismos
filogenéticamente relacionados. Ademas, la evidencia in silico sugiere que a lo largo
de la evolucion, estos genes han conservado de manera especifica las estructuras
secundarias de las proteinas, de acuerdo con la historia filogenética del linaje
(Gutiérrez-Galeano et al., 2014; Koo et al., 2020; Lagunas-Rangel, 2022). En algunos
mamiferos como el humano, raton y conejo, el gen de TCTP esta conformada por 6
exones y 5 intrones. En el exdn 6 se encuentra la regidon 3’ no traducible (3’-UTR) del
MRNA. El promotor del gen de TCTP contiene una secuencia TATA consenso (5'-
TATAAA-3’) y diversos elementos regulatorios altamente conservados en los

promotores de mamiferos (Thiele et al., 2000).

En plantas, se ha determinado que la sobreexpresion de TCTP impacta la produccion
de biomasa y afecta el funcionamiento de la planta bajo estrés osmatico y salino (De
Carvalho et al., 2017). En el &rbol del caucho, se ha localizado a la proteina TCTP1 en
la membrana, citoplasma y nucleo, ademas, ésta interactiia con el factor de elongacion
del caucho (REF), una proteina de choque térmico de 17.5 kDa, anexina y una proteina

relacionada con el estrés REF-like (Bruckner et al., 2017).

La funcion de TCTP es conservada, como ejemplo, el gen AtTCTP de Arabidopsis
puede rescatar las mutantes de Drosophila y viceversa (Amson et al., 2012, 2013). En
el caso de las plantas, el RNA mensajero o la proteina han sido encontrados en la
savia de floema de diferentes especies, sugiriendo que tienen una funcién de
sefalizacion a larga distancia (Rodriguez-Medina et al., 2011; Hinojosa-Moya et al.,

2013; Toscano-Morales et al., 2014). Se ha encontrado que en plantas TCTP puede
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tener funciones adicionales, como en la respuesta de defensa y muerte celular
programada (Thébault et al., 2016), puede promover infeccion viral (Bruckner et al.,
2017), nodulacién (Chou et al., 2016) y regeneracion (Hinojosa-Moya et al., 2013;
Toscano-Morales et al., 2015). Sin embargo, se desconocen los mecanismos

detallados por los que TCTP media esos procesos.

En este estudio, nuestra meta principal fue profundizar en la comprensién del papel de
TCTP en el proceso de regulacion de la regeneracion, un tipo de diferenciacion que
tiene lugar en las plantas y que se considera una aproximacion a la reproduccion
vegetativa in vitro. Utilizamos como modelo el gen TCTP de Solanum tuberosum (cuyo
nombre comdn es “papa’), una especie en la que se produce la reproduccion
vegetativa. Considerando, asimismo, que AtTCTP2, tanto RNA como proteina, se
desplaza a larga distancia y es capaz de inducir regeneracion (Toscano-Morales et al.,

2014, 2015), también usaremos a este gen como modelo.

1.1 Diferenciacién celular

La diferenciacion celular es el proceso en el cual cambia el destino celular a una etapa
mas especializadas con el fin de llevar a cabo funciones especificas, este proceso es
esencial para el desarrollo, crecimiento, reproducciéon y longevidad de todos los
organismos multicelulares, por ende, su regulacion ha sido un foco de estudio para

muchos investigadores (Birnbaum y Alvarado, 2008).

1.1.2 Diferenciacion celular en plantas

Las plantas, tanto a nivel celular como tisular, experimentan tres etapas de desarrollo:

competencia morfogénica, determinacion del desarrollo y diferenciacion morfologica
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(Christianson y Warnick, 1983). La competencia morfogénica se define como la
capacidad de la célula para reconocer una sefial especifica que conduce a un
desarrollo particular (Tada, 2021). Las células competentes se determinan por
induccién, un proceso mediante el cual una sefial morfogénica actla sobre estas,
redirigiendo su desarrollo. Posteriormente, algunas células entran en un estado de
diferenciacion, asumiendo una nueva organizacién de tejidos. Estas tres etapas
conforman el proceso morfogénico de la planta, el cual es regulado por factores
intrinsecos y extrinsecos. Estos factores actuaran modulando la actividad celular a un
desarrollo particular en una direccion especifica, o0 mediante la reprogramacion celular
con la restauracion de sus caracteristicas de totipotencia (Shao y Dong, 2016; Zhang

y Dong, 2018).

El proceso de morfogénesis esta intimamente relacionado con la competencia de la
célula para responder a los signos de factores extrinsecos e intrinsecos, que comienza
por la ruptura de la determinacion celular y con las primeras divisiones celulares que
originan los centros meristematicos o meristemoides (Dhaliwal et al., 2003). La
adquisicién de competencia corresponde particularmente a la capacidad de una célula
blanco determinada para responder de forma definida a una sefial hormonal especifica
(Thompson, 2007; Cedzich et al.,, 2008). En este contexto, la capacidad de los
meristemos para desarrollar un nuevo organismo a partir de un explante depende de
distintas etapas, incluida la adquisicion de la competencia, la induccién o la
determinacién morfogénica de una ruta especifica, la diferenciacion y finalmente el
desarrollo (Christianson y Warnick, 1983; Fraga et al., 2023). Existe una relacion

directa entre la capacidad de la célula para originar distintos tipos de células y los
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grados de desdiferenciacion y competencia morfogénica de la misma. Segun el grado
de desdiferenciacion, las células se pueden caracterizar en multipotentes, totipotentes

y pluripotentes (Glover, 2000; Melnyk, 2017; Guo y Dong, 2022).

La multipotencia celular corresponde a la capacidad de una célula Unica para producir
diferentes tipos de células dentro de un linaje celular particular (Hochedlinger y Plath,
2009), mientras que la pluripotencia corresponde a la capacidad de la célula para
diferenciarse en la mayoria de los tipos celulares, pero no en la totalidad de los tipos
requeridos para la formacidén del cuerpo de la planta, teniendo como ejemplo la
formacion de un brote o raiz (Gaillochet y Lohmann, 2015). Las células totipotentes, a
su vez, pueden causar que todos los tipos de células constituyan el cuerpo de la planta
(Verdeil et al., 2007). Por lo tanto, las células madre o las células diana son ejemplos
de células totipotentes, que después de renovarse, pueden activar uno o mas

programas de diferenciacion celular (Vernoux y Benfey, 2005).

La diferenciacion celular en plantas se manifiesta muy temprano y mas notablemente
en una separacion local de células (o una célula) que estan en proceso de proliferacion
(células meristeméticas) y otras células que han dejado de hacerlo pero que han
asumido otras funciones importantes para el individuo (células permanentes, maduras

0 especializadas) (Stange, 1964).

Las células meristematicas apicales y de la raiz tienen competencia para desarrollar
células iniciales, manteniendo su condicién meristematica. Sin embargo, un cambio en
la programacién o reprogramacion a nivel celular, induce la produccion de células

derivadas, las cuales son capaces de diferenciarse, resultando en diferentes células
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que constituirdn a los tejidos meristematicos primarios de la planta completa (por
ejemplo: el protodermo, el tejido meristemético fundamental y el procambium) la
especializacion celular es conocida como la determinacion celular. La determinacion
celular es el proceso en el cual el desarrollo de competencia de una célula llega a ser

limitado a una ruta especifica (Christianson y Warnick, 1983).

1.2 Proteina Tumoral Controlada Traduccionalmente (TCTP)

La proteina tumoral controlada traduccionalmente, TCTP o P23, representa una familia
grande de proteinas que son ubicuas en los eucariotas. Estas proteinas tienen una
amplia gama de funciones y actividades bioquimicas. Aun no se ha esclarecido su
papel en el crecimiento y desarrollo, pero las secuencias son conservadas y tienen
altos niveles de expresion en diversos organismos, lo cual indica que TCTP es esencial

en las rutas de sefializacion (Chen et al., 2007; Hsu et al., 2007).

1.2.1 Gen

La estructura de los genes de TCTP de humanos, ratén y conejo es idéntica en cuanto
a la organizacion de intrones y exones, la cual corresponde a cinco intrones y seis
exones. El exdn seis comprende la region 3’-UTR del mRNA. El gen TCTP1 contiene
un promotor con una caja TATA canonica y varios elementos promotores. En ensayos
con genes reporteros, se termind que esta regién presenta una fuerte actividad

promotora comprada con promotores virales (Bommer y Thiele, 2004).

Existe un nimero variable de genes TCTP en diferentes organismos; en mamiferos
existe el mayor niumero de secuencias de TCTP y TCTP-like por genoma (por ejemplo,

en humanos, ratones y ratas, cada una alberga tres genes de TCTP y un gran nimero
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de pseudogenes), las plantas y hongos contienen uno o dos genes de TCTP, en
general (Hinojosa-Moya et al., 2008). Es posible que en organismos con multiples
genes de TCTP, éstos tengan funciones redundantes, sin embargo, en algunos casos
es posible que cada uno lleve a cabo las mismas o diferentes funciones (Gutiérrez-

Galeano et al., 2014).

1.2.2 mRNA

Los mRNA de TCTP tienen las siguientes caracteristicas de un mRNA controlado

traduccionalmente:

1) El extremo 5-UTR comienza con una secuencia de oligopirimidina en el
extremo 5 (5’-TOP), caracteristico de ciertos grupos de mRNAs controlados
traduccionalmente.

2) El extremo 5-UTR es rico en CG (cerca de 80 %), que es indicativo de un alto
grado de estructura secundaria. El mMRNA de TCTP de ratén ha mostrado tener
estructura secundaria, y esto le permite unirse a, y activar, a la proteina cinasa
dependiente de RNA de cadena doble (dAsRNA o dcRNA) PKR (Bommer et al.,
2002).

3) El extremo 3’-UTR contiene regiones ricas en AU y elementos AUUUA, sin
embargo, estos no coinciden con los elementos de inestabilidad clésicos de

MRNA.

1.2.3 Proteina

Los alineamientos de las secuencias de TCTP de mas de 30 especies diferentes revela

un alto grado de conservacion a lo largo periodo de la evolucion.
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Se han observado diversas diferencias estructurales entre las TCTPs de mamiferos y
plantas, como algunos sitios putativos de fosforilacion que son exclusivos en TCTPs
de plantas; estos sitios pueden ser blancos de cinasas tipo C y podrian estar
involucrados en funciones especificas de TCTP en plantas (Venugopal, 2005). La
expresion de TCTP puede estar inducida por distintos tipos de estrés, los cuales
incluyen sequia, salinidad, altas temperaturas, heladas y toxicidad a aluminio
(Ermolayev, 2003; Lee y Lee, 2003; Fabro et al., 2008; Liao et al., 2009; Qin et al.,

2011).

TCTP es una proteina cuyo peso es de 20-25 kDa, y su estructura comprende 4 hojas
B plegadas que estan designadas de A-D y 3 hélices a designadas como H1-H3 (Figura
1). Las cuatro laminas de la hoja A se acomodan frente a tres laminas de la hoja B y
la hélice H1. La hélice H3 se localiza del lado opuesto a la hoja A exponiendo la region
hidrofilica de la molécula. La hélice H2 se encuentra frente a la hélice H3, los residuos
lle 8-Asp 11 y Lys 60-Leu 163, asi como la region de Ser 135-Val 142. La hoja C,
constituida por 2 laminas 8, forma una protuberancia que sale de la estructura globular
de la molécula y en cuya parte distal se encuentra un asa flexible. El conjunto de
elementos estructurales localizados frente a la hoja A genera dos regiones hidrofobicas

denominadas nucleo 1y 2, respectivamente (Thaw et al., 2001).
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Dominio helical

Figura 1. Estructura de TCTP de levadura. TCTP presenta una estructura que
contiene por cuatro hojas B plegadas (dominio B plegada) y tres hélices a (dominio

helical). (Modificado de Thaw et al., 2001)

1.2.4 Funciéon de TCTP

En general, se ha determinado que TCTP tiene funciones moleculares relacionadas
con la unién a tubulina (Gachet et al.,, 1999) y a calcio (Kim et al., 2000). Ambos
coinciden con el dominio helical, el cual presenta la parte mas alcalina de la molécula
(Thaw et al., 2001). Los aminoacidos conservados en todas las TCTPs se encuentran
agrupados rodeando la superficie de interaccion con GTPasas. Por lo tanto, tomando
en cuenta que TCTP tiene homologia estructural con chaperoninas pequefias
Mss4/Dss4, se le ha atribuido la propiedad de unién a GTPasas (Thaw et al., 2001).
Se ha encontrado que TCTP puede interactuar también con la subfamilia Rheb de las

Ras GTPasas (Chen et al., 2007).
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1.2.5 Regulacion transcripcional y traduccional de TCTP

En eucariotas, especialmente mamiferos, las regiones promotoras del gen TCTP son
altamente conservadas, como se mencion0 anteriormente e, in silico, se predicen sitios
de unién a factores de transcripcion (Chan et al., 2012). Se ha demostrado que la
transcripcion de TCTP es regulada por la sefializacion via cAMP mediante la
interaccion con CRE/CREB por activacion dependiente de la fosforilacién. También se
ha demostrado que TCTP presenta dos regiones de unién al factor de transcripcion
CHDLL (C/A-C-A/T-T-T-T) en las posiciones -748 pb y -851 pb de la region promotora.
La union de CHDI1L a estas secuencias activa la transcripcion del gen TCTP (Chan,
Chen, Liu, et al., 2012). Otro factor que participa en la regulacién de la transcripcion

de TCTP es la proteina supresora de tumores p53 (Amson et al., 2012).

Los mecanismos de regulacion traduccional de TCTP incluyen la activacion del factor
de inicio de la traduccién elF4E y de la cinasa de la proteina ribosomal S6, la cual esta
implicada en la activacion de la traduccién de los MRNAs con secuencia oligopirimidina
en la region 5’ terminal. Debido a la formacién de estructuras secundarias, el mMRNA
de TCTP se une y activa a la proteina cinasa R (PKR), la cual es regulada por dsRNA
(Bommer et al., 2002). También se ha descrito que el MRNA de TCTP se encuentra
como particulas ribonucleoproteicas (MRNP) y estos complejos participan en la

regulacién traduccional del mMRNA (Bommer y Thiele, 2004).
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1.3 Solanum tuberosum L

La papa (Solanum tuberosum L.) tiene sus origenes en los Andes y ha sido un alimento
fundamental para la poblacién local durante mas de 8000 afios (Spooner et al., 2005).
En la actualidad, se cultiva extensamente en mas de 150 paises y regiones de todo el
mundo, convirtiéndose en el tercer cultivo alimentario mas consumido a nivel global,

después del arroz y el trigo (http://faostar.fao.org) (Spooner et al., 2007).

La papa es una planta gedfita que posee un sistema de reproduccién dual. Desarrolla
organos de almacenamiento vegetativo conocidos como tubérculos y, ademas, lleva a
cabo la propagacion sexual estrictamente regulada para garantizar su supervivencia

en condiciones climaticas adversas (Khosa et al., 2021; Valencia-Lozano et al., 2022).

1.3.1 Propagacién vegetativa de Solanum tuberosum (tuberizacién)

Los tubérculos desempefian una doble funcion como 6rganos de almacenamiento y
como parte del sistema de propagacion vegetativa. La tuberizacion es un proceso de
desarrollo Unico en el cual el estolén se origina en la base del tallo principal y se
extiende horizontalmente. Cuando se expone a suficiente luz, el estolén se vuelve
fotosintéticamente activo y emerge del suelo, dando lugar a un nuevo brote que actta
como una planta madura. Bajo condiciones inductivas, el crecimiento longitudinal del
estolon se detiene, desencadenando la expansion radial en la regién subapical del
estolon. Con el tiempo, esto da lugar a la formacion de un tubérculo maduro (Xin Xu et

al., 1998; Xu et al., 1998).

Numerosos analisis transcriptomicos del proceso de tuberizacion en la papa han

revelado la existencia de una maquinaria molecular conservada. Esta incluye
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miembros de la familia de proteinas que unen fosfatidiletanolamina (PEBP, por sus
siglas en inglés) FLOWERING LOCUS T (FT) y FT-like (codificados por los
denominados inicialmente genes florigeno y tuberigeno), que responden a regulacion
del fotoperiodo, y que causan control transcripcional, sintesis de proteinas, regulacion
del ciclo celular, vias metabdlicas, metabolismo secundario, y procesos relacionados
con la sintesis e hidrélisis de almidon y movilizacién de sacarosa, sefializacion
hormonal, entre otros (Crookshanks et al., 2001; Shan et al., 2013; Gong et al., 2015;

Tiwari et al., 2015).

La tuberizacion en la papa esta regulada por sefiales moviles que se originan en las
hojas y circulan a través del floema. De acuerdo con investigaciones previas, las tres
sefales mas significativas que controlan el inicio de la formacion de tubérculos en la
papa son el CYCLING DOF FACTOR1 (StCDF1), SELF-PRUNING 6A (StSP6A) y
BEL1-like family 5 (StBEL5) (Banerjee et al., 2007; Navarro et al., 2011). Se ha
identificado la proteina StSP6A, un homologo de FT, que induce floracién regulada por
fotoperiodo en diversas especies vegetales (Lin et al., 2007) como un tuberégeno que
tiene la capacidad de transportarse desde las hojas hasta los estolones,
desencadenando asi la iniciacion de la formacion de tubérculos (Navarro et al., 2011).
StCDF1 es otro gen clave dentro de la via de tuberizacién CO-FT. Este gen promueve
el proceso de tuberizacion al inhibir la expresion de StCOL1 y, de esta manera,
desbloquear la via que involucra al gen StSP6A (Kloosterman et al., 2013). Ademas,
el factor de transcripcion StBEL5 formando un heterodimero con POTH1 (potato
homeobox 1) desempeiia un papel crucial en la regulacion de la formacién de

tubérculos, actuando como sefial a larga distancia (Sharma et al., 2016). La
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sobreexpresion de cada uno de estos genes en lineas de papa transgénica resulté en
plantas con un aumento significativo en el rendimiento de tubérculos. Los
experimentos de heteroinjerto confirmaron que el mRNA de StBEL5 es capaz de
moverse hacia el apice y raices de la planta (Banerjee et al., 2007; Lin et al., 2013;

Sharma et al., 2016).

1.4. Antecedentes directos

En plantas, se ha determinado que existe una ruta que regula la homeostasis
metabolica similar a la de TOR (Target of Rapamycin, por sus siglas en Inglés) en
animales, lo cual se vio apoyado por el hecho de que encontraron homélogos de
proteinas que pertenecen a dicha ruta, como la proteina TOR, la S6 cinasa y la
proteina Raptor (Menand et al., 2002). TCTP actia como factor de intercambio de
nucleétidos de guanina de Rheb, una Ras GTPasa que controla la actividad de TOR
en Drosophila melanogaster (Hsu et al., 2007). En plantas, TCTP es un importante
regulador del crecimiento, el cual conserva una funcion como mediador de la actividad

TOR similar a la conocida en sistemas no vegetales (Berkowitz et al., 2009).

En diversos estudios se han identificado variaciones en los niveles de transcripcion y
proteinas de TCTP en respuesta a diversas condiciones fisioldgicas, tales como estrés
luminico, altas concentraciones de metales, exposicion a heladas, procesos de
transformacién mediados por Agrobacterium, fertilizacion de nucleos celulares, entre

otros (Ermolayev, 2003; Lee y Lee, 2003; Kikuchi et al., 2005).

Asi mismo, se ha demostrado que tanto el ARN como la proteina de AtTCTP2 pueden

trasladarse a largas distancias en injertos de tabaco (transgénico/silvestre y
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silvestre/transgénico). Estos resultados indican que el MRNA y la proteina de AtTCTP2
tienen la capacidad de moverse en ambas direcciones. Ademas, se observo la
formacién de raices aéreas exclusivamente en aquellas plantas injertadas donde se
detecto la presencia de la proteina en ambas partes del injerto (portainjerto e injerto).
Esto sugiere una correlacion entre la presencia de AtTCTP2 y el desarrollo de raices
aéreas, y es importante sefialar que se encontro la presencia del transgen, el mMRNA 'y

la proteina en estas raices aéreas (Toscano-Morales et al., 2014).

Arabidopsis alberga dos genes de TCTP, AtTCTP1 (nimero de acceso At3g16640),
que es un importante regulador mitético y AtTCTP2 (nimero de acceso At3g05540),
gue fue considerado inicialmente como un pseudogen. Sin embargo, se ha encontrado
que éste es un gen funcional. Por medio de mutantes de insercion de ADN-T,
SALK 045146, se observé un fenotipo letal durante la etapa inicial de roseta, ademas
las plantas heterocigéticas mostraron un retraso en el desarrollo. Se evidencié que
AtTCTP1 no puede compensar la pérdida de AtTCTP2, ya que los niveles de
acumulacion del transcrito de AtTCTP1 son mas altos en plantas heterocigoticas que
en plantas de tipo silvestre. Asi mismo, los explantes de las hojas transformadas con
Agrobacterium rhizogenes que contiene a AtTCTP2, pero no AtTCTP1, condujeron a
la regeneraciéon de toda la planta. Ademas, realizaron la insercién de una secuencia
presente en AtTCTP1 (la codificante para el fragmento WVIVGAVDVNIGA que se
encuentra en el N-terminal de AtTCTP1) pero ausente en AtTCTP2, lo cual suprimié la
capacidad de regeneracion inducida por dicho gen; por otra parte, la eliminacion de la
misma secuencia de AtTCTP1 aumento la capacidad de regeneracion. Todo lo anterior

confirmé que AtTCTP2 no es un pseudogen y sugiere la participacion de ciertas
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isoformas de TCTP en la reproduccion vegetativa en algunas especies de plantas,
ademas de que TCTP esta involucrada en la regeneracion y diferenciacion celular

(Toscano-Morales et al., 2015).

Un estudio adicional respalda los hallazgos previamente mencionados, el cual se llevd
a cabo utilizando calabaza como modelo de estudio, y se descubrié que el mMRNA de
CmTCTP se acumula en diversos tejidos de la planta, como el floema en etapa de
desarrollo y maduro, peciolo y raices, ademas de los meristemos apicales, tanto en
plantas sanas como en aquellas infectadas con CMV (Hinojosa-Moya et al., 2013).
Ademas, se encontré que CmTCTP presente en A. rhizogenes es capaz de inducir la
regeneracion de toda la planta, sugiriendo que CmTCTP podria participar en la

regulacion del crecimiento, posiblemente a través de la sefializacion a larga distancia.

Mediante analisis in silico sobre la prediccion de las estructuras terciarias de TCTP, se
infiri6 que este grupo de proteinas se pueden dividir en los grupos AtTCTP1 y
CmTCTP. De acuerdo con esta clasificacion, es posible determinar la probable funcién
de TCTP en las plantas. En concreto, Solanum tuberosum posee exclusivamente un
gen codificante para StTCTP. En especies que albergan un solo gen TCTP, es
plausible que éste desemperie diversas funciones. (Gutiérrez-Galeano et al., 2014).
En funcién de la estructura 3D hipotética para StTCTP, la cual se encuentra en el grupo
de las estructuras similares a CmTCTP, es posible determinar que StTCTP podria

jugar un papel en la propagacion vegetativa, que es un tipo de diferenciacion celular.
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2. JUSTIFICACION

TCTP desempeiia un papel crucial en la diferenciacion y proliferacion celular, aunque
aun no se comprende completamente el mecanismo que subyace en estos procesos.
Explorar el papel de TCTP en un modelo especifico como la papa, que presenta un
solo gen codificante para esta proteina, podria proporcionar informacién valiosa sobre
su funcion en procesos de diferenciacion, como la tuberizacion y la regeneracion, asi

como en la sefalizacion a larga distancia.

2.1. Hipotesis

Dada la capacidad demostrada de TCTP para transportarse a larga distancia en
diferentes modelos vegetales y su capacidad para inducir la regeneracion completa de
una planta, se plantea la hipétesis de que TCTP, especialmente la presente en papa
(StTCTP), juega un papel crucial en los procesos de diferenciacidén y regeneracion en
plantas. Se anticipa que la modulacién de la expresion de StTCTP tendra un impacto
significativo en la capacidad de las plantas para llevar a cabo procesos de
reproduccion vegetativa y regeneracion, proporcionando una nueva comprension de

los mecanismos moleculares subyacentes.
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3. OBJETIVOS

1. Determinar la funcion de StTCTP en la diferenciacion y propagacion vegetativa

de papa.

2. Analizar la capacidad del RNA de StTCTP de transportarse y sefializar a larga

distancia.

30



Analisis del papel de TCTP en la diferenciacion en plantas

4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental se divididé en dos etapas que se explican a continuacion:

1. Disefio de la construccidn genética en un vector binario de expresion en plantas
que alberga a StTCTP fusionada a GFP bajo el control de del promotor 35S, asi
como la transformacion transitoria de las plantas con esta constriccion.
Deteccion del transgen y la proteina StTCTP fusionada a su reportero.

2. Incubacion de las plantas transformadas transitoriamente para el analisis del
fenotipo, asi como el analisis fenotipico de los tubérculos resultantes de las

plantas transformadas.
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5. METODOLOGIA

5.1 Material bioldgico

5.1.1 Cultivo de tubérculos de papa

Los tubérculos de papa (Solanum tuberosum L. tipo Cambray) fueron desinfectados
con Tween-20 1% (v/v) en agitacion constante por 10 min y enjuagados con agua
destilada estéril, este procedimiento fue realizado tres veces. En seguida los
tubérculos fueron incubados a 4 °C en condiciones de oscuridad hasta la emergencia
de los brotes; este proceso tuvo una duracion aproximada de 2 semanas. Los
tubérculos que presentaron brotes, fueron seleccionados y sembrados en macetas de
40 cm de profundidad conteniendo tierra estéril (tierra:turba:agrolita; en una proporcion
2:2:1). Los tubérculos fueron mantenidos en condiciones de invernadero, ademas, la
tierra fue removida con sumo cuidado dos veces a la semana para promover la
formacién de raices, tubérculos y la parte aérea de la planta. El riego se realizo tres

veces a la semana.

5.1.2 Induccién de callo de papa

Para la deteccion de los niveles endogenos del transcrito de StTCTP, se indujo la
formacion del callo. Se realizaron cortes del tallo de 1 cm de largo, los cuales fueron
desinfectados con cloro 0.5 % (v/v) y agua bidestilada estéril, este proceso fue repetido
seis veces. Los explantes fueron colocados en medio MS (sales MS 1.0, sacarosa 2
% (p/v) y agar Gelrite 0.4 % (p/v) suplementado con 2, 4-D 0.5 mg/L y BA 2.0 mg/L,

posteriormente, este material biolégico fue cultivado en condiciones de oscuridad
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hasta la formacioén de callo, el cual fue obtenido a los 10 dias. Los reactivos empleados

en esta seccion, fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.).
5.2 Disefio de las construcciones genéticas

Para determinar la funcion de StTCTP se disefié una construccion genética para sobre-
expresar el transcrito, la cual se llevo a cabo con el promotor 35S, el cual es constitutivo
e induce altos niveles de expresion génica en plantas. Como terminador, se empleo el
T35S que contiene la sefial de terminacion de la transcripcion del gen de agropina de

A. tumefaciens.

Figura 2. Figura 2 Representacion de la construccion StTCTP::GFP. El vector
binario de expresion en plantas bajo el promotor 35S fue empleado para insertar el
ORF de StTCTP sin el coddén de paro fusionado al gen reportero que es codificante

para GFP.

5.2.1 Extraccién de RNA'’s totales

El tejido foliar, flores, tallo y callo de papa fueron colectados y desinfectados con cloro
0.2% (v/v) y agua bidestilada estéril, dicho proceso fue repetido cinco veces con
excepcion del callo, debido a que estas células fueron mantenidas en medio estéril
desde su induccién. Posteriormente, 1 g del material biolégico fue almacenado en

tubos Eppendorf de 1.5 ml a -80 °C. La purificacion del RNA, fue llevada a cabo

33



Analisis del papel de TCTP en la diferenciacion en plantas

empleando el método de hidrocloruro de guanidinio, explicado a continuacion: El tejido
fue congelado con nitrégeno liquido y pulverizado con el uso de morteros y pistilos de
ceramica esterilizados en autoclave. Se agregaron 2 volimenes del amortiguador de
guanidinio (hidrocloruro de guanidinio 8 M, acido morfolino etanosulfénico (MES)
20mM, EDTA 20 mM y mercaptoetanol 50 mM, pH 7.0) al tejido, éste fue mezclado
hasta obtener un producto homogéneo que fue incubado a temperatura ambiente por
1 h. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 4 °C , con una velocidad de
10,000 rpm por 10 min, el sobrenadante fue dispuesto en tubos Eppendorf de 2 ml,
mientras que el producto de la precipitacion fue descartado. Para la remocion de las
proteinas, al sobrenadante se agreg6 1 volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1, viv), la solucién resultante fue mezclada gentilmente mediante inversion de
los tubos 25 veces, en seguida, las muestras fueron centrifugadas por 45 min a 10,000
rpm a temperatura ambiente y, la fase acuosa, fue colocada en tubos Eppendorf de
1.5 ml estériles. La precipitacion del RNA se llevé a cabo colocando 0.7 volumenes de
etanol concentrado y 0.2 volumenes de &cido acético 1 M en la fase acuosa, los
liquidos fueron mezclados con cuidado mediante inversion e incubados -20 °C por 16
h. En seguida, se realizd una centrifugacion por a 4 °C, a una velocidad de 10,000 rpm
por 10 min; al finalizar se decanté para obtener el precipitado que contiene al RNA, al
cual fue agregado acetato de sodio 3 M pH 5.2 a temperatura ambiente.
Posteriormente, se llevo a cabo una centrifugacion por 5 min a 10,000 rpm. Finalmente,
el precipitado resultante fue lavado con etanol 70 % (v/v) y centrifugado a 4 °C a una
velocidad de 10,000 rpm por 10 min, proceso realizado tres veces. El precipitado fue

disuelto en 20 pl de agua bidestilada estéril libre de RNAsas.
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5.2.2 Sintesis del cDNA

El RNA total extraido de las muestras fue usado como molde para realizar la reaccion
de retrotranscripcion con transcriptasa reversa SuperScript Il (Thermo Fisher,
Waltham, MA, EE.UU.) siguiendo las especificaciones indicadas en la ficha técnica del
reactivo. Brevemente, a 1 ul de RNA total se agregaron 150 ng de oligonucledtidos
SMART, oligo (dT) y 0.5 pl de una combinacion de dNTPs (dATP, dGTP, dCTP ydTTP,
cada uno a una concentracion de 10 mM). Posteriormente, la mezcla fue completada
con agua bidestilada estéril libre de nucleasas hasta obtener un volumen total de 6.5
ul, en seguida, se realizd una incubacion por a 65 °C por 5 min y, en segiuda, 1 min
en hielo. Al finalizar el tiempo ya indicado, se agregaron 2 ul del amortiguador de
sintesis de la primera cadena del cDNA (5X: Tris-HCI 250 mM, pH 8.3; KCI 375 mM;
MgClz 15 mM), 0.5 pl de DTT 0.1 M, 0.5 pl del inhibidor de RNAsas RNaseOUT™ de
Invitrogen (40 U/uL) y 0.5 pl de la enzima transcriptasa reversa SuperScript Il (200
U/ul). Se realiz6 la mezcla de los reactivos mediante succion y expulsion gentil del
liquido con la micropipeta. El contenido de la reaccion fue incubado a 50 °C por 60

min, finalmente, la reaccion fue inactivada por medio su incubacion a 70 °C por 15 min.
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5.2.3 Amplificaciéon por PCR de StTCTP

La secuencia del ORF que codifica a StTCTP fue analizada en la base de datos
Phytozome 12 JGI (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) para determinar la
secuencia de los oligonucledtidos especificos que fueron empleados en la
construccion de sobreexpresion de StTCTP. Los oligonucleétidos fueron disefiados sin

el codon de paro y se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Oligonucleétidos especificos del ORF de StTCTP

Longitud del
Gen Sentido Secuencia (5’ - 3%)
amplicon (pb)

Directo| ATGGCCCTTTCTTGGTATGGTGCTGTTCTTG

StTCTP (ORF) 506

ReversoCTAGCACTTGATCTCCTTCAAGCCAGGTGCAAGG

La amplificacion del ORF de StTCTP fue llevada a cabo mediante PCR punto final con
la polimerasa Takara ExTaq (Takara Bio USA, San Jose, CA, USA) empleando los
oligonucledtidos disefiados para la amplificacién del ORF de StTCTP. La PCR fue
realizada con 1 pl de cDNA, 2.5 u del buffer 10x ExTaq Takara, Mg*2 20 mM, 2 pl de
dNTPs 2.5 mM de ExTakara, 1 ul de los oligonucleotidos especificos (10 uM), 0.2 pl
de la polimerasa de DNA TaKaRa Ex Taq (5 U/uL), finamente, la mezcla se ajusto a
un volumen final de 25 pl con agua bidestilada estéril libre de nucleasas. El protocolo
de amplificacion se ajusté a la TM de los oligonucledétidos y a su tamafio, el cual se

describe a continuacion: un ciclo de desnaturalizacién inicial (94 °C, 3 min), 30 ciclos
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de desnaturalizacién (98 °C, 10 s) y alineamiento (60 °C, 30 s), finalizando con un ciclo

de extension (72 °C, 1 min).

El producto de amplificacion fue analizado mediante electroforesis en gel de agarosa
a una concentracion de 0.8 % (p/v). Posteriormente se realiz6 la purificacion del
producto de PCR con el uso del sistema de purificacion de DNA en gel de agarosa
QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las indicaciones

sugeridas por el proveedor.

5.2.4 Clonacién del ORF de StTCTP en el vector pCR8/GW/TOPO

El ORF de StTCTP amplificado mediante PCR fue clonado en el vector de clonacion
de recombinacion Gateway™ pCR8/GW/TOPO (Invitrogen, Thermo Fisher), con el
antibiotico espectinomicina como marcador de seleccion. El procedimiento se llevo a
cabo segun las especificaciones del manual de usuario, el cual se describe a
continuacion: la reaccion de clonacién fue constituida por 4 pl del producto de PCR, 1
pl de solucion salina y 1 pl del vector pCR8/GW/TOPO, posteriormente, se mezcld
gentilmente y se incub6 por 5 min a temperatura ambiente. Al finalizar, se llevo a cabo
la transformacion en bacterias competentes Escherichia coli DH5a mediante choque

térmico.
5.2.5 Transformacioén de las bacterias
a) Obtencion de células competentes E. coli DH5a
Las bacterias competentes E. coli DHb5a, se obtuvieron de la siguiente manera: una

colonia de E. coli DH5a fue sembrada en 50 ml de medio SOB (Triptona al 2% (p/v),
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extracto de levadura al 0.5 % (p/v), NaCl 8.56 mM y KCI 2.5 mM), se incub6 hasta
obtener una OD entre 0.4 y 0.6. El cultivo fue centrifugado a una temperatura de 4 °C,
con una velocidad de 4000 rpm por 5 min, se descart6 el sobrenadante y el sedimento
fue resuspendido en 8 ml de buffer FSB (Acetato de potasio pH 7.5 10 mM, MnCl2 45
mM, CaCl2 10 mM, KCI 100 mM, hexaaminocobalto 3 mM y glicerol al 10 %),
posteriormente fueron afiadidos 70 pl de DMSO vy se realiz6 una incubacion a 4 °C por
5 min; finalmente, el producto fue dispensado en tubos Eppendorf de 1.5 ml y

almacenado a -80 °C.

b) Transformacioén con el plasmido

El proceso de transformacién se inicié agregando 10 pl de la mezcla de ligacion a 100
ul del cultivo de E. coli DH5a competente, la mezcla fue incubada a 4 °C por 30 min.
En seguida, se generd un choque térmico sometiendo la muestra a 42 °C por 90 s,
inmediatamente se incub6 a 4 °C por 2 min. Posteriormente, se colocaron 925 pl de
medio SOC (medio SOB suplementado con MgCl2 10 mM y glucosa 20 mM) al vial que
contiene el producto del choque térmico y incubé a 37 °C con una agitacion de 37 rpm
por 1 h. El cultivo ya descrito se sembr6 en medio sélido LB suplementado con
kanamicina (100 pg/ml), el cual fue incubado a 37 °C por 18 h. Las colonias obtenidas
del crecimiento fueron sembradas en una caja muestra y cada una de las clonas se

etiquetaron para su analisis posterior.

5.2.6 Seleccion de clona por ensayo de PCR en colonia

Para seleccionar las clonas candidatas que contenian el inserto de interés se realiz6

una PCR en colonia. En ésta se emplearon los oligonucleétidos disefiados para
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amplificar el ORF de StTCTP. Como control positivo se us6 DNA gendmico, el control
negativo consistié en la misma mezcla de reaccién sin DNA molde. La visualizacién de
los amplicones fue analizada mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % (p/v).
Las clonas que fueron positivas mediante esta reaccion fueron seleccionadas para los

siguientes pasos metodologicos.

5.2.7 Purificacién del DNA plasmidico recombinante de las clonas

de interés

El método de purificacién empleado, fue el de lisis alcalina (Sambrook y Russell, 2001)

que se describe a continuacion:

Una colonia proveniente de las clonas positivas mediante los ensayos de PCR en
colonia, fue sembrada en medio LB liquido con el antibiético de seleccién kanamicina
(100 pg/ml) e incubada a 37 °C toda la noche, posteriormente, el cultivo fue
centrifugado a 13,000 rpm por 1 min, removiendo el sobrenadante para obtener el
precipitado bacteriano, éste fue resuspendido en 100 pul de solucién Alcalina | (glucosa
50 mM; Tris-HCI 25 mM; EDTA 10 mM, pH 8.0) previamente fria y se mezcld
vigorosamente. La muestra fue incubada en hielo y se agregaron 150 pl de solucién
Alcalina Il (NaOH 0.2 N, SDS 1 %) fria, se realiz6 una agitacion gentil por inversion. La
mezcla fue mantenida en hielo (4 °C) y centrifugada a 13, 000 rpm por 5 min.
Posteriormente, el sobrenadante fue transferido a un tubo Eppendorf de 1.5 pl, al cual
se le afladié un volumen de fenol:cloroformo en una proporcion 1:1 (v/v), la muestra
fue mezclada vigorosamente y centrifugada a 4 °C, con una velocidad de 13,000 rpm

por 2 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo para precipitar el DNA con 2
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volumenes de etanol absoluto y se incub6 a 4 °C por 30 min, posteriormente el
sobrenadante fue removido por decantacion y, el precipitado fue incubado a 50 °C por
1 min, en seguida éste fue resuspendido en 30 pl de agua libre de DNasas y
almacenado a -20 °C. La concentracion de DNA fue analizada en un espectrofotometro

Nanodrop (Thermo Scientific).

5.2.8 Analisis de la orientacion del inserto ORF-StTCTP

ElI DNA plasmidico de las colonias positivas mediante el protocolo de PCR en colonia,
fue sometido a doble restriccion enzimética para determinar la orientacion del inserto.
Los sitios de restriccion presentes en el vector de expresion eucariota y ausentes en
la secuencia de StTCTP, fueron analizados con el fin de definir a las endonucleasas
candidatas para llevar a cabo la doble restriccidn, las cuales fueron Dral y Hindlll (New
England Biolabs, Beverly, MA, EE.UU.), la reaccion se llevd a cabo siguiendo las

especificaciones del proveedor.

Para detectar los fragmentos resultantes del ensayo de doble restriccion con
endonucleasas, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0.8-1.2 % (p/v) a
100 V por 30 minutos, dependiendo del tamafio esperado del fragmento de interés.

Como marcador de peso molecular, se emple6 Lambda DNA/Pst I.

5.2.9 Subclonacién en el vector binario de expresion en plantas

Después de determinar la orientacidon 5°-3’ del ORF de StTCTP en el vector de entrada
pPpCR8/GW/TOPO, se llevo a cabo una reaccion de restriccion con la endonucleasa

EcoRYV para linearizar el vector de entrada que fue analizado mediante electroforesis
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en geles de agarosa. La banda correspondiente al vector, fue purificada como se

menciona en los apartados anteriores.

5.2.10 Recombinacién especifica de sitio Gateway LR Clonase Il

Después de obtener el vector de entrada que contiene al ORF de StTCTP en sentido
5’-3’, linealizado y purificado, se someti6 a una reaccion con la enzima Gateway™ LR
Clonase™ (Invitrogen, Thermo Fisher) para la subclonacion del inserto de interés en
el vector binario pB7FWG.2 con el fin de obtener un vector recombinante que contiene
al ORF StTCTP fusionado a GFP bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico
de la coliflor (CaMV) el cual, a partir de este punto, sera denominado como
StTCTP::GFP. Esta tecnologia esta basada en la transferencia de fragmentos de DNA
entre vectores mediante el uso de enzimas de recombinacion del bacteriéfago lambda.
La reaccion consistio en 1 pl del vector de entrada con el fragmento de interés (500
ng/ul), 3 ul del vector binario pB7FWG.2 y 1 ul de LR clonase™ enzyme mix, la cual
fue incubada toda la noche a 22-25 °C. El producto total de la subclonacién, fue
empleado para transformar células E. coli como se describié en los apartados
anteriores. Las colonias resultantes fueron cultivadas en 5 ml de medio LB a 37 °C con
una agitacién constante de 180 rpm por 10 h, también fueron sembradas en medio LB
sélido en una caja muestra a 37 °C por 10 h, el DNA plasmidico (pDNA) fue purificado
mediante la técnica de lisis alcalina, mientras que la presencia del vector StTCTP::GFP
en las clonas, fue comprobada mediante PCR punto final con los oligonucledtidos

especificos para StTCTP.
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5.2.11 Transformacién en Agrobacterium tumefaciens por

electroporacion

El pDNA de las clonas que contienen al vector StTCTP::GFP fue empleado para
transformar A. rhizogenes (cepa K599); como control negativo, se usé el vector
GFP::GUS, el cual fue disefiado por el M. C. Leandro Alberto Nufiez Mufioz, que
consiste en el promotor e35S del vector pBUN4UG6SM introducido en el vector binario

pBGWFS7 por medio de la tecnologia Gateway LR Clonase.

El proceso de transformacion por electroporacion, se llevé a cabo de la siguiente
manera: se emplearon celdas o cubetas para electroporacion de 1 mm (Bio-Rad;
Hercules, CA, EE.UU.) que fueron incubadas a 4 °C por 15 min; en seguida, se
colocaron 2 ul del pDNA purificado (de StTCTP::GFP o GFP::GUS) a 50 pl de bacterias
competentes A. rhizogenes (cepa K599); esta mezcla fue homogenizada por medio de
la micropipeta. Posteriormente, la celda fue introducida en el electroporador y se
gener6 un choque eléctrico de 1800 V. Una vez ocurrida la descarga, se agregaron
300 pl de medio SOC (triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5
mM, MgCI2 10 mM, MgSO4 10 mM y glucosa 20 mM), la mezcla fue colocada en un
tubo Eppendorf de 1.5 ml e incubada a 28 °C con una agitacion de 200 rpm por 2 h.
Posteriormente, 100 pl de bacterias transformadas fueron cultivadas en medio LB
sélido (tripotona 10 g/L, extracto de levadura 10g/L g, NaCl 5g/L) suplementado con
espectinomicina (100 mg/ml), en seguida, fueron incubadas a 28 °C por tres dias hasta
la formacion de colonias. Después del periodo de incubacion, las colonias obtenidas

fueron cultivadas en medio LB liquido con los antibidticos ya mencionados con la
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finalidad de purificar el DNA plasmidico para analizar la presencia del inserto por medio

de PCR punto final con los oligonucledtidos especificos del ORF de StTCTP.

5.3 Transformacion transitoria de S. tuberosum con A. rhizogenes K599

A. rhizogenes K599 transformada con el vector de interés, fue sembrada en medio
YEB (1 g/L extracto de levadura 1 g/l, peptona, sacarosa 5 g/L y MgCl2 0.5 g/L) con los
antibioticos de seleccibn mencionados, este cultivo fue incubado a 28 °C con una
agitacion constante de 200 rpm por 2 dias. Posteriormente, el cultivo fue colocado en
tubos Falcon de 30 ml y centrifugado a 4 °C a una velocidad de centrifugacién de 5,
000 rpm por 15 min, el sobrenadante fue eliminado por decantacién, mientras que la
pastilla fue resuspendida en el medio de infiltracion (MgClz-7H20 10 mM, 10 mM MES
pH 5.6 y acetosiringona 200 uM) hasta obtener una densidad 6ptica a 600 nm (ODeoo)=
0.8. La suspension de A. rhizogenes fue utilizada para la agroinfiltracion con jeringas
de insulina de 30 pl sin canula, colocando cuidadosamente el pivote en el envés de las
hojas de la papa previamente limpiadas con agua bidestilada estéril para eliminar
residuos de tierra. Una semana después de la agroinfiltracion, los tejidos fueron

colectados para los analisis posteriores.

5.3.1 Analisis de las plantas transformadas transitoriamente

Las plantas transformadas fueron analizadas mediante los siguientes ensayos:

e Deteccion de GFP y GAPDH en hojas apicales y agroinoculadas mediante RT-
PCR punto final.

e Determinacién de los niveles de expresion de StTCTP, bar, GFP y GAPDH por
medio de RT-gPCR de las hojas agroinoculadas, hojas apicales y raices.
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e Andlisis por Western blot de la proteina recombinante StTCTP fusionada a GFP

en las hojas agroinoculadas y apicales.

5.3.2 Sintesis de cDNA de los tejidos de las plantas transformadas

por agroinfiltracion

Se purificé el RNA de las hojas agroinfiltradas, hojas apicales y raices, con el método
de cloruro de guanidinio descrito anteriormente. La sintesis del cDNA a partir del RNA
extraido de los tejidos mencionados, fue realzada con el kit WarmStart® RTx Reverse
Transcriptase (New England Biolabs) siguiendo las especificaciones descritas en el
manual proporcionado por el proveedor, las cuales se explican concisamente a
continuacion: en un tubo de 50 p estéril fueron afadidos 0.5 ul de una mezcla de
dNTPs (10 mM), 2 ul de Isothermal Buffer 10X, 0.25 pl de la transcriptasa reversa
WarmStart® RTx, 1 yul de RNA (100 ng/ul) purificado, 0.5 pl del oligonucleotido
dTGAGA (10 pM) y 0.5 ul del oligonucle6tido SMAGGG (10 pM), concretando la
mezcla a un volumen final de 20 ul con agua libre de nucleasas. Posteriormente, el
tubo fue incubado a 25 °C por 5 min (alineamiento), 55 °C por 10 min (polimerizacion)

y a 80 °C por 10 min (inactivaciéon de la enzima).

5.3.3 Deteccion de GFP y GAPDH por RT-PCR punto final

El cDNA sintetizado a partir del RNA extraido de las hojas agroinoculadas y hojas
apicales, fue usado como molde para la deteccién del ORF de GFP y un fragmento de
92 pb del ORF de GAPDH (control endégeno) por medio de PCR punto final, los

oligonucleodtidos se describen en la tabla 2.
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Tabla 2. Oligonucleétidos especificos paralos ensayos de RT-PCR punto final

Longitud
Gen Sentido Secuencia (5°- 3’) del

amplicon

Directo GCTGTTGGAAAGGTGCTACCATCATTG
GAPDH 92
Reverso | AGTGAGATCAACCACAGAGACATCGAC

GFP Directo TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAG
720

(ORF) Reverso | TCAATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTT

Este ensayo se llevo a cabo con el kit Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen,
Thermo Fisher) siguiendo las recomendaciones del proveedor. La reaccion se efectud
con 1.25 ul de PCR buffer (sin Mg) 10X, 0.375 pl de MgClz (50 mM), 0.25 pl de mezcla
de dNTPs (10 mM), 1 ul de oligonucleétido directo (10 mM), 1 ul de oligonucleétido
inverso (10 mM), 2 pl de cDNA y 0.05 pl de DNA polimerasa Platinum™ Taq, el
volumen total de reaccién fue llevado a 12.5 pl con agua libre de nucleasas. El
protocolo de amplificacién fue el siguiente: un ciclo de desnaturalizacion inicial (94 °C,
3 min), 30 ciclos de desnaturalizacién (98 °C, 10s) y alineamiento (60 °C, 30 s),
finalizando con un ciclo de extension (72 °C, 1 min/Kb). Los oligonucleétidos para la
deteccién de GFP y GAPDH, presentaron una Tm igual a 60 °C, por lo tanto, no hubo
variacion en la temperatura del alineamiento; mientras que el tiempo del ciclo de
extension fue ajustado a la longitud del amplicon. Finalmente, el producto de PCR

punto final fue analizado por electroforesis en gel de agarosa de 0.8 % (p/v).
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5.3.4 Deteccidén de los niveles de expresion de StTCTP por medio de

PCR tiempo real

Se efectuaron ensayos de RT-gPCR con el objetivo de determinar los niveles del

transcrito de GFP, StTCTP, bar y GAPDH. Para ello, el RNA de las hojas

agroinfiltradas, hojas apicales y raices, fue diluido con agua bidestilada libre de

nucleasas hasta obtener una concentracion de 50 ng/ul para ejecutar las reacciones

de amplificaciéon por gPCR con el kit KAPA SYBR® FAST gPCR Master Mix (Merck;

Rahway, NJ, EE.UU.) siguiendo las especificaciones descritas en el manual

proporcionado por el fabricante. Los oligonucledtidos relativos a GFP, StTCTP, bar y

GAPDH tienen una Tm = 60 °C se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Oligonucleétidos especificos para los ensayos de RT-gPCR

Longitud
del
Gen Sentido Secuencia (5°-3’)
amplicén
(pb)
Directo GTGCTTGTCTCGATGTAG
Bar 100
Reverso GAGGGGATCTACCATGAG
GCTGTTGGAAAGGTGCTACCAT
Directo
CATTG
GAPDH 92
AGTGAGATCAACCACAGAGACA
Reverso
TCGAC
GFP Directo ACTACAACAGCCACAACGTC 81
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Reverso TGTTGTGGCGGATCTTGAAG

Directo TGCTTTGGGAAGTTCAAGGG
StTCTP 123
Reverso ACAACCTTGACAGCTTGGTC

La mezcla de la reaccion consistié en 3.2 pl de agua libre de nucleasas, 5 pl de KAPA
SYBR FAST gqPCR Master Mix (2X), 0.2 ul de Oligonucle6tido 5’ (10 uM), 0.2 pl de
Oligonucleétido 3’ (10 pM), 0.2 pl de ROX High (50X), 0.2 pl de KAPA RT Mix (50X), 1
pl de RNA (25 ng/ul), con un volumen final de 10 ul. Este ensayo fue efectuado en el
equipo StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) con las siguientes
condiciones: sintesis de cDNA (5 min, 42 °C), inactivacion de la RT (5 min, 95 °C), 40
ciclos de desnaturalizacion (15 s, 95 °C) y alineamiento/extensién (1 min, 60 °C),
afladiendo un paso de finalizacion para evitar productos de amplificacion adicionales
(15 s, 95 °C). Por cada muestra, se realizaron tres réplicas técnicas para cada uno de
los tejidos analizados. El método 2-24Ct fue usado para calcular la acumulacion relativa
del transcrito usando la informacién de GAPDH para normalizar la acumulacién de los

transcritos.

5.3.5 Deteccion de StTCTP por western blot

Para la extraccion de las proteinas totales, se recolecto tejido vegetal de las plantas
transformadas. Posteriormente, se les afiadieron 15 pl de buffer de proteinas, logrando
asi la obtencion de un extracto de proteinas totales desnaturalizadas. Este proceso se
llevo a cabo mediante la exposicion de los tejidos a una temperatura de 96 °C en un
bloque térmico durante 10 minutos. Posteriormente, las proteinas fueron separadas

electroforéticamente en una camara Bio Rad (Mini PROTEAN Tetra System) por SDS-
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PAGE al 15 % (Acrilamida-Bisacrilamida 30 %- 0.8 %, 0.375 M Tris-HCI pH 8.8, 0.1 %
SDS, 0.05 % persulfato de amonio y TEMED) con buffer de corrida Tris-Glicina-SDS
(25 mM, 190 mM, SDS 0.05 %). A continuacion, se realizo la transferencia humeda a
una membrana de PDVF de 0.45 nm (Perkin Elmer) en camara Bio-Rad. La membrana
se bloqued con una solucion al 5 % de leche descremada en TBS (Tris 10 mM pH 7.5,
NaCl 100 mM) suplementado con 1 % de Tween-20 por una hora en agitacidén
constante y a temperatura ambiente. Después, se llevd a cabo una incubacién 4 °C
por 18 h con una agitacién constante utilizando el anticuerpo primario correspondiente.
Posteriormente, se realizaron tres lavados durante 10 minutos cada uno con TBS-
Tween, seguido de una incubacién a temperatura ambiente y con agitaciéon durante
1.5 h con el anticuerpo secundario. Después de otros tres lavados con TBS 1X, la
membrana fue revelada mediante quimioluminiscencia (Super Signal West Pico/Femto

Chemiluminiscent Susbstrate de Thermo Scientific, ChemiDoc MP Imaging System).

Las proteinas totales se extrajeron segun el método realizado de la siguiente manera:
Después de dos semanas de la agroinfiltracién, se colect6 1 mg de las hojas
agroinoculadas y apicales, las cuales fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al
3 %, posteriormente fueron enjuagadas con agua esterilizada vy, finalmente, fueron
molidas en nitrdgeno liquido. A este material vegetal se le afiadieron 0.5 ml de la
solucion de extraccidon de proteinas (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, glicerol al 10 %, NaCl
150 mM, MgCl2 10 mM, EDTA 5 mM, DTT 5 mM, 3-mercaptoetanol 40 mM y PMSF 2
mM). La solucion se homogeneizé y centrifugd a 13,000 rpm a temperatura ambiente
durante 10 minutos, al finalizar, el sobrenadante fue colectado. La concentracion de

las proteinas se determind con el espectrofotometro NanoDrop™ 2000c.
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Posteriormente, se realizé un ensayo de Western blot con las proteinas totales en un
gel SDS-PAGE al 10 %, después, se efectud la transferencia en membranas de
difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Whatman), proceso que tuvo una duracion a 30 V
por 12 h. Después del paso de transferencia, las membranas fueron incubadas durante
2 ha 37 °C en la solucién de blogueo (TBS 1X, leche desnatada 5 % (p/v) y de Tween-
20 0.1 % (v/v)), al finalizar este tiempo, las membranas fueron lavadas diez veces
durante cinco minutos con la solucion de lavado (TBS 1Xy Tween-20 0.1 % (v/v)). En
seguida las membranas fueron incubadas a 4 °C durante 16 h con antisuero policlonal
dirigido contra CmTCTP (dilucion 1:500 en TBS 1X, leche descremada 5 % (p/v) y
Tween-20 1 % (v/v)). Después, las membranas fueron lavadas con el buffer de lavado
diez veces durante cinco minutos, posteriormente, fueron incubadas con el anticuerpo
IgG anti-conejo sintetizado en cabra conjugado con peroxidasa (Zymax CA) (dilucion
1:5000 en TBS 1X y leche descremada 5 % (p/v)) a 37 °C por 2 h. Después de la
incubacion con el anticuerpo secundario, las membranas fueron lavadas 10 veces por
5 minutos con el buffer de lavado. La sefial de las bandas correspondientes a StTCTP
nativa y StTCTP fusionada a GFP, fue detectada en placas fotograficas, colocando las
membranas previamente sumergidas en las soluciones del kit HRP color development

(Bio Rad) en contacto directo con dichas placas.

5.4 Ensayo de induccion de brotes

Los tubérculos de las plantas agroinfiltradas con los vectores StTCTP::GFP vy
GFP::GUS, fueron colectados e incubados por dos meses en condiciones de
oscuridad. Posteriormente, se analizaron algunas caracteristicas fenotipicas como el

namero de brotes, longitud y tamafio de los brotes. Por otro lado, también fueron
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registrados el peso y tamafo, asi como el numero de tubérculos por planta. Las
mediciones fueron realizadas con el programa IC Measure

(https://www.theimagingsource.com).

5.5 Prediccion de las estructuras 3D

5.5.1 Prediccién de las estructuras 3D de los mRNA

Se realiz6 la prediccion de las estructuras 3D de los mRNA de StTCTP, AtTCTP1,
AtTCTP2, CmTCTP, y StBELS5, para ello, las secuencias de los transcritos fueron
buscadas en las bases de datos de Phytozome (phytozome-next.jgi.doe.gov/) y NCBI
(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/). Después de haber obtenido las secuencias, éstas
fueron analizadas en el servidor RNAFold (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) seleccionando el andlisis de energia libre minima
(MFE, por sus siglas en inglés) y el algoritmo de funcion de particién para obtener la

estructura secundaria en formato Vienna (Hofacker, 2003; Zhang, et al., 2022).

La estructura terciaria hipotética de los mMRNAs fue desarrollada en el programa en
linea 3dRNA (http://biophy.hust.edu.cn/3dRNA), para ello, la secuencia de la
estructura primaria y secundaria en formato Vienna de cada mRNA, fue ingresada al
servidor eligiendo la opcién de disefio de 5 predicciones 3D optimizadas (Zhang et al.,
2022; Zhang, Xiong, et al., 2022). Para determinar la estructura terciaria a emplear en
el docking proteina-RNA, se calcularon los siguientes parametros: criterios de acido
nucleico, geometria, intercambios de lateralidad quiral y valores atipicos de geometria
tetraédrica con el programa MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/) (Williams

et al., 2018). Ademas, para mejorar los criterios de seleccion de los modelos de mRNA
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generados, se calcularon los angulos de torsion virtuales mediante graficos de
pseudotorsion para RNA (analogos a los graficos de Ramachandran para proteinas)
con el servidor EMDataResource Pseudotorsion Plot Beta

(https://ptp.emdataresource.org/index.html) (Wadley et al., 2007).

5.5.2 Prediccion de las estructuras 3D de las proteinas

Las secuencias de las proteinas StPTB1 y StPTB6 fueron adquiridas de la base de
datos del NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/). Luego, estas secuencias fueron
introducidas en el servidor AlphaFold Colab Notebook (AlphaFold.ipynb), que es un
programa basado en algoritmos de inteligencia artificial para predecir estructuras 3D
de proteinas a partir de su secuencia primaria mediante el empleo de arquitecturas de
redes neuronales y procedimientos de entrenamiento basados en las limitaciones
evolutivas, fisicas y geométricas de las proteinas (Jumper et al., 2021; Jumper y
Hassabis, 2022). Las predicciones 3D hipotéticas de las proteinas, fueron refinadas en
el servidor en linea DeepRefiner
(http://watson.cse.eng.auburn.edu/DeepRefiner/index.php) que incorpora algoritmos
basados en aprendizaje profundo para generar nuevos modelos (Shuvo et al., 2021),
los cuales fueron analizados con el programa MolProbity para proteinas con el fin de
determinar los valores de las siguientes variables: plegamientos erréneos de las
moléculas de azucar, conformaciones erroneas de las cadenas de carbonos, enlaces
y angulos erroneos, intercambio de la lateralidad quiral y valores atipicos de la
geometria tetraédrica. Asimismo, las conformaciones 3D hipotéticas obtenidas del
refinamiento fueron analizadas con el programa Saves v60

(https://[saves.mbi.ucla.edu/), que es un servidor de validacion basado en una red
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algoritmica de programas comunmente utilizados en la validacion de la estructura
terciara de proteinas (ERRAT, Verify 3D, PROCHECK y Ramachandran) (Lithy et al.,
1992; Colovos y Yeates, 1993; Laskowski et al., 1993). De esta manera, se analizaron
las puntuaciones otorgadas por los programas, lo cual permitié determinar los modelos

hipotéticos con mayor estabilidad energética, geométrica, plegamiento, entre otros.

5.5.3 Docking molecular proteina-RNA

El acoplamiento molecular o docking entre proteina-ARN, fue calculado en el programa
HDOCK (http://hdock.phys.hust.edu.cn/), basado en un algoritmo hibrido de modelado
fundamentado en plantillas de acoplamiento libre ab initio (Yan et al., 2017, 2020).
Para ello, se introdujo la informacién digital en formato PDB correspondiente a las
proteinas PTB1 y PTB6, asi como el archivo PDB del mRNA de StTCTP, CmTCTP,
AtTCTP1, AtTCTP2 y BELS. Este programa otorga los valores de las puntuaciones del
acoplamiento molecular y confianza, asi como la desviacion cuadratica media del
ligando (RMSD, por sus siglas en inglés). Los modelos que presentaron la puntuacion
mas alta fueron analizados y visualizados en UCSF Chimera 1.16 y UCSF ChimeraX

1.5 (Pettersen et al., 2004, 2021).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Existe evidencia que AtTCTP2 es un gen funcional y cuya proteina y mRNA pueden
ser transportados a larga distancia evidenciado por ensayos de union entre injertos,
ademas de promover la regeneracion y el aumento de la biomasa en el tabaco, al igual
que CmTCTP (Hinojosa-Moya et al., 2008; Toscano-Morales et al., 2014). Dada la
similitud estructural predicha entre StTCTP y AtTCTP2 y CmTCTP, en este proyecto
planteamos la hipotesis de que el gen StTCTP puede desempefiar un papel en la
regeneracion y, por tanto, en la reproduccidén vegetativa de papa, cultivo que es
propagado por la via sexual y asexual. Para ello, se propuso realizar ensayos de
transformacién transitoria de plantas de papa con un vector de sobreexpresion de
StTCTP fusionada a GFP bajo el control del promotor 35S. Con este fin, se colectaron
diferentes tejidos de las plantas agroinfectadas, las cuales fueron estudiadas mediante
técnicas de RT-PCR punto final, RT-gPCR y Western blot, asi como el analisis del

fenotipo resultante de la estructura aérea y subterranea de las plantas agroinoculadas.

6.1 Amplificacién por PCR punto final del gen que codifica a StTCTP

Con el propdésito de estudiar el rol de StTCTP en la diferenciacion y su movimiento a
larga distancia, se realizo la clonacién del ORF de este gen en un vector binario de

expresion en plantas bajo el control del promotor 35S.

En una primera etapa, se purificé el RNA total de papa vy, a partir de este, se realizd
una reaccion de transcripcion inversa para generar el cDNA correspondiente.
Posteriormente, se llevé a cabo una PCR punto final utilizando oligonucleétidos

disefiados en base a la secuencia del ORF de StTCTP (accesible bajo el codigo
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PGSC0003DMT400063575), que fue investigada en Phytozome (https://phytozome-

next.jgi.doe.gov/) (Figura 3).

A) RNA B)

S. tuberosum

M 1 2 M NTC 1

u H StTCTP
—— (ORF)

506 pb

Figura 3. Amplificacién del gen que codifica al ORF de StTCTP mediante PCR. A)
Carril 1y 2, electroforesis en gel de agarosa del RNA total de S. tuberosum. B) Perfil
electroforético que muestra la amplificacion del gen que codifica al ORF de StTCTP
sin codon de paro, mediante RT-gPCR punto final. ElI tamafio del producto de la
amplificacion de este ORF, fue de 506 pb. El carril 1, contiene la reaccion de PCR sin
cDNA. M, corresponde al marcador de tamafo molecular (1 kb Plus, Invitrogen,

Waltham, MA, EE.UU.).

6.1.1 Clonacion del gen que codifica a StTCTP en el vector

pCR8/GW/TOPO

El producto de amplificacion fue clonado en el vector pPCR8/GW/TOPO, dicha reaccion
de clonacion fue usada para transformar bacterias E. coli DH5q, a las cuales se les

extrajo DNA plasmidico que, posteriormente, fue empleado como templado para
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realizar las reacciones de PCR punto final y doble restriccion con el objetivo de detectar
el inserto y la orientacion del mismo. La doble restriccion se llevo a cabo utilizando las
enzimas Dral y Hindlll. Esto se hizo con la expectativa de obtener dos amplicones, uno
de 298 pb y otro de 3007 pb, lo que confirma la orientacién 5'-3' del inserto para su
posterior subclonacion en el vector de expresién en plantas (Figura 4), el vector fue

analizado por secuenciacion.

A)

—— 3007 pb

— 298 pb

Figura 4. Representacién del vector de entrada pCR®8/GW/TOPO® y doble
restriccion del vector pCR8/GW/TOPO-ORFStTCTP. En A) se muestra el vector de
entrada en el cual fue clonado el gen que codifica al ORF de StTCTP sin codén de
paro. En B) se expone la electroforesis en gel de agarosa de la doble restriccion
(endonucleasas Dral y Hindll) del vector de entrada pCR8/GW/TOPO que alberga el

ORF de StTCTP. En el carril 1 se sefialan los amplicones de 298 pb y 3007 pb que
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demuestran la clonacién del inserto del ORF de StTCTP en la orientacién 5°-3’. M:

marcador de tamafio molecular (1 kb Plus).

6.1.2 Subclonacién del gen que codifica a StTCTP en los vectores

de expresion en plantas pPB7FWG.2y pB7G2D.1

Para lograr la sobreexpresion de StTCTP, el ORF correspondiente fue subclonado en
el vector pB7FWG.2. En este proceso, se llevd a cabo una restriccion utilizando la
enzima EcoRV para linearizar el vector de entrada, que ya contenia la secuencia que
codifica a StTCTP en la orientacion 5'-3'. Luego, se realizo la subclonacién en el vector
pB7FWG.2 mediante la técnica Gateway LR Clonasa mientras que, la presencia del

inserto, se confirmé a través de una PCR punto final (Figura 5).

StTCTP::GFP

M 1 2 3 4 S

StTCTP
506 pb

Figura 5. Clonacion del ORF de StTCTP en el vector de expresion binario en
plantas pB7FWG.2. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v) que demuestra la
amplificacion del ORF de StTCTP en el vector pB7FWG.2 (carriles 1-5), con un

producto de amplificacion de 506 pb. M: marcador de tamafio molecular (1 kb Plus).
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6.2 Transformacién transitoria de papa mediada por A. rhizogenes K599

transformada con los vectores StTCTP::GFP y GFP::GUS

Una vez obtenido el vector de sobreexpresion que incorpora el ORF de StTCTP
fusionado con GFP y controlado por el promotor 35S, se procedié a realizar la
transformacion de A. rhizogenes K599 con los vectores StTCTP::GFP y GFP::GUS, de
manera independiente. Las cepas bacterianas recombinantes se utilizaron para la
transformacion transitoria de 30 plantas de papa por cada vector, estas plantas tenian
una edad de 3 semanas. La técnica empleada para la transformacion transitoria fue la

agroinfiltracion, realizada en tres hojas distales al meristemo apical y raices (Figura 6).

Figura 6. Agroinfiltracion de las hojas de papa con A. rhizogenes K599. La
transformacion transitoria con los vectores StTCTP::GFP y GFP::GUS, fue llevada a
cabo con la bacteria A. rhizogenes K599 mediante la técnica de agroinfiltracion. Ay B)

Se eligieron tres hojas distales al meristemo apical y radicular, las cuales fueron
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agroinfiltradas por medio de agujas de insulina sin bisel en el envés de las hojas. C) El
cultivo fue inyectado cuidadosamente, hasta la infiltracion completa de la hoja.
Posteriormente, las plantas agroinoculadas fueron incubadas dos semanas en
condiciones de invernadero, después de ese tiempo, las hojas del apice, raices y hojas

agroinfiltradas, fueron colectadas para realizar la purificacion de las biomoléculas.

6.2.1 Andlisis por RT-PCR punto final

Después de dos semanas desde la agroinfiltracion, se recolectaron hojas
agroinoculadas, hojas del meristemo apical y raices con el fin de extraer RNAs totales,
sintetizar cDNA y llevar a cabo los ensayos descritos en la seccién de materiales y

métodos.

Utilizando ensayos de PCR punto final, se logré detectar el amplicon de GFP en las
hojas agroinfiltradas con los vectores StTCTP::GFP y GUS::GFP, confirmando asi el
éxito del proceso de agroinfiltracion (Figura 7). Ademas, se confirmé la presencia de
GFP en 24 hojas sistémicas de las plantas agroinfiltradas con el vector StTCTP::GFP,
mientras que no se observo ninguna sefial relacionada con GFP en las hojas apicales
de las plantas agroinfiltradas con el vector GFP::GUS. Estos resultados nos indican
gue el mMRNA de StTCTP podria ser transportado a largas distancias como se ha
observado en estudios previos en los cuales se encontro evidencia de transcritos y
proteina de TCTP en plantas como calabaza, Arabidopsis y tabaco (Hinojosa-Moya et

al., 2013; Toscano-Morales et al., 2014, 2015; Thieme et al., 2015).
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A) Transformacion transitoria con el vector StTCTP::GFP

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 +

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 +

Hojas agroinfiltradas

4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 +

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 + NTC

Transformacioén transitoria con el vector GFP::GUS
(control)

6 7 8 9 10 11 12 13 14 1§ + NTC

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 +

4 5§ 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 + NTC

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 + NTC

Figura 7. Deteccion de GFP mediante RT-PCR punto final del cDNA sintetizado a

Hojas apicales

—
I

Hojas agroinfiltradas

Hojas apicales

partir de los RNA totales purificados de las hojas agroinfiltradas y sistémicas.
Perfil electroforético de A) Hojas apicales y hojas agroinfiltradas con vector

StTCTP::GFP. B) Hojas apicales y hojas agroinfiltradas con vector GFP::GUS. El

59



Analisis del papel de TCTP en la diferenciacion en plantas

amplicon correspondiente a GFP es de 720 pb. M: marcador de tamafio molecular (1

kb Plus). +: control positivo. NTC: control sin molde de DNA.

Para verificar la correcta extraccion de los acidos nucleicos, asi como de las reacciones
de sintesis de cDNA y PCR, se amplifico el gen endégeno GAPDH, cuyo amplicon se

encontré presente en todas las muestras analizadas (Figura 8).
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A) Transformacioén transitoria con el vector StTCTP::GFP

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

2 3 4 9 10 11 1213 14 15 +

Hojas agroinfiliradas
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B) Transformacion transitoria con el vector GFP::GUS
_ (control)
2 3 4 9 10 1112 13 14 15 +
8 —
©
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(3]
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T

2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 15 +

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 +

Figura 8. Deteccion de GAPDH mediante RT-PCR de punto final del cDNA

Hojas apicales

sintetizado a partir de los RNA totales purificados de las hojas agroinfiltradas y
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sistémicas. Perfil electroforético de A) Hojas apicales y hojas agroinfiltradas con
vector StTCTP::GFP. B) Hojas apicales y hojas agroinfiltradas con vector GFP::GUS.
El amplicon correspondiente a GAPDH es de 92 pb. M: marcador de tamafio molecular

(1 kb Plus). +: control positivo. NTC: control sin molde de DNA.

6.2.2 Andlisis por RT-gPCR

Los resultados obtenidos a través de la RT-PCR punto final sugieren la posibilidad de
qgue el mRNA de StTCTP sea transportado a larga distancia. Esta hipotesis fue
confirmada mediante ensayos de RT-qPCR. Para ello se seleccionaron nueve plantas
transformadas transitoriamente con los vectores StTCTP::GFP y GFP::GUS en las que
se obtuvo evidencia de la amplificacion de GFP y GAPDH en las hojas apicales y
agroinfiltradas. De esta manera, se demostro la presencia del transcrito de StTCTP en
todos los tejidos analizados (hojas agroinfiltradas, hojas apicales y raices). Para
verificar si el transcrito recombinante de StTCTP tiene la capacidad de desplazarse a
largas distancias, se realiz6 una RT-gPCR utilizando oligonucle6tidos especificos para
un fragmento de GFP. Los resultados mostraron que el transcrito de GFP, presente en
las plantas agroinfiltradas con el vector StTCTP::GFP fue detectado tanto en las hojas
apicales como en las raices. En contraste, no se observd una deteccion significativa
de GFP en las hojas apicales ni en las raices de las plantas transformadas con el
vector GFP::GUS. Los niveles de mRNA de StTCTP::GFP son de 1 a 2 6rdenes de
magnitud mas bajos que los del mMRNA de StTCTP enddgeno (segun lo determinado
por la acumulacion del mRNA de GFP), si bien esto es de esperarse debido al método

de transformacion (agroinfiltracion). Como control de transporte, también se realiz6
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una RT-gPCR empleando los oligonucleotidos para el RNA de bar. De esta manera,
se detectd sefal significativa en las hojas de las plantas agroinfiltradas con
StTCTP::GFP o GFP::GUS, pero no se detecto en las hojas apicales ni en las raices,
lo que corrobora que este transcrito no es transportado a tejidos distantes de la planta
(Figura 9). Aunado a esto, existe evidencia de que el transcrito y proteinas de GUS y
GFP no pueden trasladarse por si solas a larga distancia (Notaguchi et al., 2012;
Toscano-Morales et al., 2014). Este hallazgo respalda la hipotesis de que el mMRNA de
StTCTP se transporta a larga distancia, tal como se ha demostrado con CmTCTP y
AtTCTP2, y que podria tener un papel como RNA autbnomo no celular. (Hinojosa-
Moya et al., 2013; Toscano-Morales et al., 2014). Este movimiento posiblemente es
llevado a cabo a través del floema, suposicion que se respalda con la evidencia de la
presencia del mMRNA de CmTCTP detectado en los exudados de savia del floemay su

localizacion en el floema maduro (Hinojosa-Moya et al., 2013).

En investigaciones anteriores, se ha documentado el desplazamiento del mRNA de
StBELS a través del floema, lo que contribuye a la mejora del proceso de tuberizacion
al influir en la expresion de genes relacionados con el crecimiento. Estos hallazgos
sugieren la posibilidad de que StTCTP también pueda desempefiar un papel en el

proceso de la propagacion vegetativa (Banerjee et al., 2007).
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Figura 9. Niveles de acumulacién relativa del mRNA de StTCTP, GFP y bar
detectados por RT-gPCR en hojas sistémicas, hojas agroinfiltradas y raiz
transormadas transitoriamente con los vectores StTCTP::GFP o GFP::GUS.
Niveles de transcripcion de A) StTCTP enddgeno y StTCTP recombinante derivado del
vector StTCTP::GFP. B) GFP generado por los vectores StTCTP::GFP o GFP::GUS
(control). C) Transcrito de bar, gen marcador de seleccion presente en el vector usado
como control para la agroinfiltracion con las construcciones StTCTP::GFP o
GFP::GUS. La dispersion de los datos esta representada con circulos (StTCTP::GFP)
y cuadrados negros (GFP::GUS). n = 9 en todos los casos. La expresion relativa se
calculdo con GAPDH = 1. Las barras representan el error estandar de la media. Los
asteriscos simbolizan diferencias significativas: *P<0,05, ***P<0,005 y ****P<0,0001,;

no significativo (ns) (prueba de Mann-Whitney).

También se realiz6 la cuantificacién del mMRNA de StTCTP enddgeno en el apice, hoja,
el tallo, raiz y callo para determinar los sitios de acumulacion del transcrito,
encontrando una mayor acumulacion de mRNA de StTCTP en el tallo y la raiz y menor

en el 4pice, hoja y callo (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de expresiéon relativa del mRNA de StTCTP. El transcrito
endogeno de StTCTP se detecté mediante RT-qPCR en tejido apical, hoja, tallo y raiz.
Se usé GAPDH como control enddégeno. Se muestra la media de tres muestras
biolégicas con tres réplicas técnica. La expresion relativa se calcul6 con apice=1. Las

barras de error representan la media con el error estdndar de la media.

6.2.3 Deteccion de StTCTP por Western blot en el apice de las

plantas agroinfiltradas

En los ensayos anteriores, se detecto el transcrito recombinante de StTCTP en el pice
y raices, lo cual sugiere su movimiento a largas distancias. Para determinar si la

proteina StTCTP fusionada a GFP puede ser localizada el meristemo apical, se
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realizaron ensayos de western blot de las hojas aplicales correspondientes a las
plantas transformadas con los vectores StTCTP::GFP y GFP::GUS, asi como de
plantas silvestres. Primeramente, se calcul6 la cantidad idonea de proteinas totales de
papa para realizar los ensayos de deteccion de StTCTP por inmunoblot, determinando
que la masa total de proteinas totales a emplear en este ensayo, es de 27 a 37 mg, ya
que estas cantidades generaron una deteccion clara de la proteina de interés (Figura
11).
Masa de proteinas

totales de hoja de S.
tuberosum

(mg)

M 9 18 27 36 45 M

66.2KDa — W - 66.2 KDa

Figura 11. Perfil proteico de las proteinas totales de papa utilizando
concentraciones crecientes. SDS-PAGE con tincibn de Coomassie que muestra el
perfil de proteinas totales de S. tuberosum con diferentes concentraciones (9, 18, 27,
36 y 45 mg totales de masa proteica). M: marcador de peso molecular indicador de
66.2 KDa.
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Asi, se encontro evidencia de la proteina StTCTP recombinante en las hojas apicales
de las plantas transformadas transitoriamente con el vector StTCTP::GFP, mientras
que la sefial correspondiente a StTCTP nativa, s6lo se encontr6 en las hojas
sistémicas agroiniculadas con GFP::GUS (Figura 12). Esto sugiere que la proteina, el
MRNA de StTCTP o ambos, pueden ser transportados a larga distancia segun el
modelo utilizado en este estudio, lo cual también ha sido comprobado con el ORF de
AtTCTP1, el cual es capaz de movilizar su transcrito (Branco y Masle, 2019; Yang et
al., 2019), mientras que las proteinas CmTCTP y AtTCTP2, también son movilizadas

a largas distancias (Hinojosa-Moya et al., 2013; Toscano-Morales et al., 2014).
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Figura 12. Deteccion de StTCTP fusionada a GFP y StTCTP nativa por Western
blot en plantas agroinfiltradas con StTCTP::GFP y GFP::GUS. A) Deteccion de
StTCTP nativa (18,85 KDa) y StTCTP fusionado a GFP (45,75 KDa) en plantas
agroinfiltradas con StTCTP::GFP y B) GFP::GUS. La deteccién fue llevada a cabo en
hojas agroinoculadas (A) y apicales (S). En A) y B) se incluye el control de carga
correspondiente a la subunidad pequefia de rubisco (~14 KDa) visualizada por SDS-

PAGE con tincion de Coomassie.

6.3 Fenotipo de las plantas agroinfiltradas con los vectores StTCTP::GFP

y GFP::GUS

Con el propdsito de analizar si StTCTP fusionada a GFP detectada por RT-PCR punto
final y RT-gPCR en las plantas agroinfiltradas con el vector StTCTP::GFP, tiene algun
efecto sobre el fenotipo de tubérculos maduros, se incubaron las plantas agroinfiltradas
hasta la finalizacion de la tuberizacién. La parte aérea y radical de la planta, asi como
los tubérculos, fueron analizados y cuantificados. Se examinaron el peso de la
biomasa, el didmetro y el nimero de tubérculos por planta. En este sentido, no se
observaron diferencias significativas en el nimero de tubérculos por planta, la biomasa
y el diametro de los tubérculos entre las plantas agroinfiltradas con StTCTP::GFP y las
plantas control (agroinfiltradas con GFP::GUS). Ademas, se detecté una tendencia
similar hacia un aumento en la biomasa aérea en las plantas agroinfiltradas con
StTCTP::GFP en comparaciéon con las plantas tratadas con GFP::GUS (Figura 13).
Este hallazgo es coherente con investigaciones previas que indican que la

sobreexpresion de TCTP de tomate en tabaco conduce a un incremento en la biomasa
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(De Carvalho et al., 2017), asi como con la evidencia de que AtTCTP2 esta asociada
con la regeneracion completa de una planta y el incremento en la biomasa (Toscano-

Morales et al., 2015).
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Figura 13. Fenotipo de los tubérculos y las plantas agroinfiltradas con las
construcciones StTCTP::GFP y GFP::GUS. La biomasa del follaje (A), nimero de
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tubérculos por planta (B), biomasa de los tubérculos (C) y diametro de los tubérculos
(D) fueron analizados 40 dias después de la agroinfiltracion con los vectores
StTCTP::GFP (n=30) o GFP::GUS (n=30), la dispersion correspondiente a las plantas
agroinfiltradas con estos vectores, esta representada con circulos y cuadrados negros,
respectivamente). Las barras indican el error estdndar de la media. Los asteriscos
simbolizan las diferencias significativas no significativas (ns) (prueba de Mann-

Whitney).

Por otro lado, se sugiere una tendencia en la induccion de la formacion de tubérculos
en plantas que expresaron transitoriamente a StTCTP fusionado a GFP, ya que se
observaron ocho ejemplares que mostraron evidencia de formacion de tubérculos en
los estados iniciales de maduracion (79 tubérculos inmaduros en total, etapas | a VI
(Weeda et al., 2009)) en comparacion con las plantas agroinfiltradas con el vector
control, en las cuales solo se observaron tubérculos maduros (etapa VIII). Es
importante sefialar que el nimero de tubérculos maduros en las plantas tratadas con
el vector StTCTP::GFP (100 tubérculos maduros en total) fue similar al nUmero de
tubérculos en plantas tratadas con GFP::GUS (88 tubérculos) pero no hubo presencia
de tubérculos inmaduros en estas plantas (Figura 14, Tabla 4). Esto apoya la hip6tesis
de que el gen StTCTP esté implicado en el proceso de tuberizacion, el cual es una
forma de diferenciacion celular que comienza a partir de un estolon (Jackson, 1999).
La estructura terciaria hipotética de StTCTP se asemeja a las proteinas AtTCTP2 y
CmTCTP, que han demostrado desempeifiar un papel en la regeneracion y el aumento

de la biomasa, los resultados obtenidos en este proyecto respaldan la premisa de que
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TCTP estd implicada en la diferenciacién celular, particularmente, sugieren que
StTCTP desempefia un papel importante en la tuberizacion. Esto es consistente con
los experimentos llevados a cabo en Dictyostelium discoideum, los cuales demostraron
que DATCTP regula la proporcién pretallo/prespora, la diferenciacioén y patron celular

(Kumar et al., 2020).

Es probable que el mMRNA de StTCTP podria ser traducido en las raices, por lo tanto,
los efectos observados podrian ser el resultado de la accion de la proteina, no del
MRNA en si mismo, esto podria estar respaldado por la evidencia de la deteccidn de
la proteina StTCTP recombinante en el apice de las plantas tratadas con
StTCTP::GFP; no obstante, es crucial realizar analisis de deteccion de la proteina

StTCTP en la zona radicular de las plantas agroinfiltradas.

Es importante considerar un escenario en el que StTCTP podria estar ejerciendo una
inhibicién en el desarrollo de los tubérculos, ya que se observé la presencia de
tubérculos inmaduros en las plantas tratadas, por lo tanto, se requieren realizar mas
ensayos para poder asegurar las diversas hipétesis que pueden emerger de este

estudio.

La evidencia presentada en el analisis de RT-qPCR es reveladora. A pesar de que el
transcrito de StTCTP recombinante es menos abundante que el mRNA de StTCTP
endogeno, es destacable que incluso un pequefio aumento en la transcripcion de
StTCTP fue suficiente para inducir un fenotipo en las raices. En particular, se logro
activar las etapas iniciales (I-VIl) del proceso de tuberizacion. Es probable que StTCTP

podria tener una sefial promotora o inductora de la tuberizacién, tal como ocurre con
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las moléculas méviles: mMRNA de StBEL5, miR156 y miRNA172 (Banerjee et al., 2007;

Martin et al., 2009; Bhogale et al., 2014).

Tabla 4. Tubérculos obtenidos a partir de plantas sometidas a la
agroinfiltracion con los vectores StTCTP::GFP y GFP::GUS.

Etapas de tuberizacion

Vector (Namero de tubérculos/etapa) Total
| I 1T IV V VI VI | vl
0 2 5 4 1 1 2 3 18
2 2 1 2 2 3 2 2 16
0 0 0 0 0 0 0 15 15
0 0 0 0 0 0 0 14 | 14
0 0 0 0 0 0 0 14 | 14
2 0 0 2 4 2 2 1 13
0 0 0 0 0 0 0 13 13
1 2 0 2 1 1 2 2 11
2 1 0 0 2 1 2 3 11
1 0 2 0 3 1 0 2 9
0 1 2 1 1 1 1 2 9
0 0 1 0 6 0 0 2 9
N 0 0 0 0 0 0 0 6 6
L 0 0 0 0 0 0 0 5 5
& 0 0 0 0 0 0 0 2 2
5 0 0 0 0 0 0 0 2 2
= 0 0 0 0 0 0 0 2 2
» 0 0 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 11 11
A ! 0 0 0 0 0 0 0 11 11
LL
o O 0 0 0 0 0 0 0 7 7
0 0 0 0 0 0 0 6 6
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Figura 14. Formacion de tubérculos de las plantas agroinfiltradas con el vector
StTCTP::GFP. La recoleccion de los tubérculos se realizé dos meses después de la
agroinfiltracion. A) Las plantas agroinfiltradas con el vector StTCTP::GFP presentaron
estadios de estolon hasta tubérculo maduro. B) Tubérculos emergentes de plantas
agroinfiltradas con el vector GFP::GUS, los cuales son tubérculos maduros y no se

encontro presencia de estolones. La linea inferior izquierda representa 1 cm.

Durante el analisis del fenotipo, se detectd la formacion de plantulas y un estolén en
las plantas agroinfiltradas con el vector StTCTP::GUS (3 plantas de 30) en
comparacion con las plantas agroinfiltradas con el vector control en el cual no se
encontré presencia de plantulas, ni estolones (Figura 15). Se realiz6 una RT-PCR
punto final a las plantulas y estolon con el fin de detectar el amplicdn del gen reportero
GFP y GAPDH (como control enddgeno), obteniendo evidencia de GFP en las tres
estructuras analizadas. La formacién de plantulas y estolones, es un mecanismo
comun de reproduccion asexual en las plantas. Esto podria estar relacionado con la
capacidad de CmTCTP, AtTCTP2 y posiblemente StTCTP para inducir la regeneracion
completa de la planta. Los estolones son brotes subterraneos que surgen de las yemas
auxiliares del tallo de la papa. El proceso de tuberizacién comienza con la regulacion
de la division celular, la proliferacion y el tamafio de las células en estos estolones.
(Roumeliotis, 2012), dichos procesos estan asociados con las funciones de TCTP.
Asimismo, en estudios transcriptémicos realizados en microtubérculos de papa, se
identificaron dos ciclinas sobreexpresadas: CDC2-CDKA

(PGSC0003DMT400075349) y CDC20-CDKA (PGSC0003DMT400071215). Estas
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proteinas son reguladoras en los puntos de control G1/S y G2/M, desempefiando un
papel fundamental como factores promotores de la mitosis (Valencia-Lozano et al.,
2022). A este respecto, TCTP regula positivamente la transicion entre las fases G1 y
S durante la progresion del ciclo celular y la proliferacion celular en la organogénesis
(Betsch et al., 2019). Esta premisa respalda los datos recopilados en este estudio, que
sugieren que StTCTP desempefia un papel crucial en la diferenciacién celular,
incluyendo la formacion de estructuras como los estolones y las plantulas, asi como el
progreso de la tuberizacion que involucra cambios morfofisiolégicos en las células del

estolon.
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A) ad Plantula

Plantula

StTCTP::GFP

B) StTCTP..GFP

Plantula Estolon
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Plantula  Estolon
M a b c NTC +
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Figura 15. Induccion de plantulas por efecto de la transformacion transitoria con

StTCTP::GFP. A) Plantulas emergentes (ay b) y estolon (c) dos semanas después de
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la agroinfiltracion con StTCTP::GFP. Las plantas agroinfiltradas con el vector
GFP::GUS no mostraron evidencia de formacién de plantulas y estolones dos semanas
después de la agroinoculacion (d). B) Deteccion de GFP (720 pb) y GAPDH (92 pb)
mediante RT-PCR de punto final de las plantulas (a 'y b) y estolén (c). M: marcador de

tamafo molecular (1 kb Plus). +: control positivo. NTC: control sin molde de DNA.

6.4 Fenotipo de tubérculos y brotes obtenidos de las plantas

agroinfiltradas con el vector StTCTP::GFP y GFP::GUS

Con el proposito de evaluar si StTCTP ejerce algun efecto en el fenotipo de los
tubérculos maduros, se llevé a cabo un ensayo de brotacion. En este experimento, los
tubérculos recolectados de las plantas que fueron transformadas transitoriamente con
el vector StTCTP::GFP y del grupo de control, fueron sometidos a una incubacion a 4
°C en condiciones de oscuridad. Después de dicha incubacion, se cuantificd el
diametro y longitud de los brotes, ademas del numero de brotes por tubérculo. Los
resultados mostraron un mayor diametro en los brotes emergentes de las plantas
agroinfiltradas con StTCTP::GFP en comparacién con los agroinfiltrados con
GFP::GUS (Figura 16). Este proceso es consistente con la evidencia de que TCTP es
un importante regulador del crecimiento en plantas (Berkowitz et al., 2009) y, dado que
S. tuberosum posee un gen que codifica para TCTP, es probable que esta proteina
desemperie funciones similares a las observadas en los grupos estructurales AtTCTP1

y CmTCTP (Gutiérrez-Galeano et al., 2014).

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas con respecto a la longitud de

los brotes, asi como el nimero de brotes por tubérculo entre las plantas agroinfiltradas
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con el vector StTCTP::GFP y GFP::GUS. Es esencial destacar que los brotes de las
plantas que fueron sometidas a la técnica de agroinfiltracion con el vector que induce
la sobreexpresion de StTCTP fusionado a GFP, exhibieron una tonalidad violeta,
indicativa de la presencia de antocianinas. Por otro lado, los brotes provenientes de
las plantas agroinfiltradas con el vector de control no mostraron ninglin cambio en su
pigmentacién (Figura 6). Este cambio de color podria ser un resultado directo de la
sobreexpresion de StTCTP, ya que las antocianinas, que son compuestos
antioxidantes, son conocidas por favorecer la resistencia a diversos tipos de estrés,
tanto bidtico como abidtico (Naing y Kim, 2021); por lo tanto, este fenbmeno podria
estar relacionado con la capacidad de TCTP de conferir tolerancia a estrés bibtico y
abidtico, tales como tolerancia al estrés salino (Mostek et al., 2015), hidrico (Ghabooli

et al., 2013) y otras diferentes formas de estrés en las plantas.

Es plausible proponer que la sobreexpresion de StTCTP podria llevar a un fenotipo
atipico debido a la posibilidad de un transporte no regulado del mMRNA. Otra evidencia
que podria explicar el fenotipo de las plantas agroinfiltradas con el vector
StTCTP::GFP, es la encontrada por Liu y colaboradores en el 2020 (Liu et al., 2020),
qguienes demostraron en un modelo de hepatocarcinoma, que los niveles de mMRNA de
TCTP cumplen una funcion crucial como factores reguladores. Estos niveles de mRNA
operan como controladores que influyen en la eficiencia de la traduccion del propio
MRNA de TCTP, estableciendo un mecanismo de retroalimentacion negativa. El
MRNA vy la proteina TCTP funcionan como un sistema tampdn para mantener la
homeostasis del nivel de proteina TCTP in vivo, por lo tanto, la alteracién del equilibrio

de este sistema podria dar lugar a una expresion anormal de TCTP. El nimero de
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copias del transcrito de StTCTP recombinante pudo haber sido variable debido a la
técnica de transformacion transitoria empleada en este proyecto, ya que solo algunas
hojas de la planta completa fueron agroinoculadas, esta variacion pudo haber
desequilibrado el sistema de autorregulacién propuesto por Liu (Liu et al., 2020)
generando fenotipos atipicos. La posibilidad de realizar una comparacion hipotética
entre modelos biologicos de distintos reinos, como el animal (Drosophila) y el vegetal
(Arabidopsis), resulta viable para TCTP. Esto se fundamenta en la evidencia
proporcionada por los experimentos de rescate de fenotipos utilizando TCTP de dichos

organismos (Hsu et al., 2007).
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Figura 16. Fenotipo de los brotes emergentes de los tubérculos de las plantas
modificadas transitoriamente con los vectores StTCTP::GFP y GFP::GUS. La
recoleccion de tubérculos se realizo dos meses después de la agroinfiltracion, estos

se incubaron a 4 °C en condiciones de oscuridad para generar la induccion de brotes.
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A) Brotes surgidos de los tubérculos que se formaron a partir de las plantas
agroinfiltradas con el vector StTCTP::GFP (P1, P2 y P3) y GFP::GUS (P4, P5y P6).
B) Cuantificacion del nimero de brotes por tubérculo, longitud y diametro de los brotes
de los tubérculos obtenidos de las plantas agroinfiltradas con vectores StTCTP::GFP
y GFP:GUS. La dispersibn de los datos estd representada con circulos
(StTCTP::GFP) y cuadrados negros (GFP::GUS). La linea inferior izquierda representa
la escala igual a 1 cm. Brote/tubérculo (StTCTP::GFP n= 20; GFP::GUS n= 37);
longitud y diametro de los brotes (StTCTP::GFP n= 58; GFP::GUS n= 42). Las barras
de error representan el error estdndar de la media. Los asteriscos simbolizan
diferencias significativas: ****P<0,0001; no significativo (ns) (prueba de Mann-

Whitney).

6.5 Prediccion de las estructuras terciarias hipotéticas de los transcritos y

proteinas

Dado que contamos con evidencia experimental sobre el transporte del transcrito de
StTCTP hacia los tejidos meristematicos apicales y las raices, procedimos a realizar
un acoplamiento molecular hipotético entre el mRNA de StTCTP y las proteinas
StPTB1 y 6. Estas proteinas han demostrado ser capaces de acoplar molecularmente
a los mRNA StBEL5 y POTH1 (reguladores de la tuberizacién), los cuales son
transportados a través del floema. Para ello, se realiz6 la prediccién in silico de las
estructuras terciarias de los mRNAs de StTCTP, AtTCTP1, AtTCTP2, CmTCTP y
StBELS. La secuencia primaria fue obtenida de bases de datos Phytozome y NCBI

(Tabla 5).
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Tabla 5. Codigos de acceso de secuencias de los mRNA empleados para las

predicciones 3D

MRNA Base de NUmero de acceso
datos
StBEL5S NCBI XM_006361029.2
CmTCTP NCBI DQ304537.2
StTCTP |Phytozome 13] PGSC0003DMT400063575
AtTCTP1 |Phytozome 13 AT3G16640
AtTCTP2 |Phytozome 13 AT3G05540

A partir de estas secuencias, se llevo a cabo el calculo de la estructura secundaria

(obtenida en formato Vienna) que se muestra en la tabla 6, esta etapa fue crucial para

la obtencion de las estructuras tridimensionales hipotéticas, ya que brinda informacién

gue mejora la calidad de los algoritmos de acoplamiento proteina-mRNA del programa

HDock.

Tabla 6. Estructura secundaria en formato Vienna de los transcritos StTCTP,

AtTCTP1, AtTCTP2, CmTCTP y StBELS

MRNA Estructura secundaria en formato Vienna
(O (((((Cmmm(((((C (s MM (CCCCCCCCCCCC-CCCCC. (€
n (GD)))RN)))) B MMM 2MNMN)-- (CCCCCCCCC. . (CCCC- CCCCCCC. (¢
(@)
g (@ (c(cm)m))) ) BN BIMNI((((((E(E((CED))))D))B)) BErs
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REE)))))) A (G DMMMN)BNENN)IBIB(((((((CH(((CRN(CIRIN) R
IM)IN)--)))--

AITCTP1

(Q(((G20)))5) B ((((E (@ (L (s (CCC-CCC-- CCCCCCC.. CCC
((CE)5)))ES))))NNBN BN MMNMINE((((EE(((((((((G(G)B) B))))
))) IR (((69))) ) )))) A ((((G2E)))) [ (((( e DI (G )

AITCTP2

(CCCCC+20)-0)- - (CCCC CC CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCe - (G nnvnnnne (((e((Ema((((((Em((
(Cee )N NNN)--0)-DIMNIMN))- - (CCCCCCCCCCCCCCCCCC- (D)D) 0))
))) R (((69))) 39) ) DA ((((CR9))))[(((( e I CCCCCCCCCCCCCC.... CCCovvnnenne )

CmTCTP

((((Em (((((((((((((mma((((Em))) R ((Q(((((Q (G BN AT(((((((((E (B
(@ EE emmn)))B)R(E (e BB ({((((((CER{(((ERI(((@((((@({
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StBELS

o)) B ((((((E2r)))) B) Bl ( (@ ((E(((C(((E((((((Em (@) IB))B)]
)))))NN)ES)))EES)))B))B)EESNNN)) I B((((ER({{((((EH(EA(
() ) I (((——— 1)) 1)) K e
MB)MN)BM))))))EN))))) BE)))) ) SN BINBINNBININID)))) A
(@ (@ ((((((((Crme (((Q((Cn)) ) [ () (G ((GEE)))))) B))))))
).+ ((C--.--)))- - CCCCCCCCCC-- CCCCC- CCCCC-CCCCCCrCC-- mmMMUEC.-.-)-2)- CCCCCCCCCCC. - CcCCC
((CED))))EN)))B))N))))))) HEse D)))IBNND)))B)B)))) RTINS IN)-NN))--
------- CCCCCCCC--mMMMMMM-NN- NN MMM )N)-(((C(CCC-....-)))
)NNN)- )= ))-)))- D))
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En funcién de los valores obtenidos en MolProbity y los diagramas de pseudotorsion,

se eligieron los modelos 2, 1, 2, 4 y 3 para StBEL5, StTCTP, AtTCTP1, AtTCTP2 y

CmTCTP, respectivamente (Tablas 7 y 8).

Tabla 7. Estimacion de la puntuacién de MolProbity en modelos

tridimensionales de mRNA

mRNA Parametro_s de Modelo 1 | Modelo 2 | Modelo 3 | Modelo 4 | Modelo 5
MolProbity
Plegamientos
erréneos de las 752 754 749 722 729
azucares
Conformaciones
erroneas de la 1245 1229 1213 1203 1199
cadena de C
0 Enlaces 391/ 413/ 482 / 488 / 559/
i erréoneos 48892 48892 48892 48890 48891
e Angulos 3170/ 3423/ 3612/ 3537/ 3816/
« erroneos 76148 76148 76148 76140 76144
Intercambio de
la lateralidad [1321/8212|1242/8212|1272/8212(1124/8212(1156/8212
quiral
Valores atipicos
de la geometria 25 32 43 31 56
tetraédrica
Plegamientos
erroneos de las 149 175 172 171 184
azucares
Conformaciones
erréneas de la 253 305 286 295 293
cadena de C
= Enlaces | | 12895 |41 / 12895(22 / 12895| 1 /12895 |31 / 12894
O erroneos
= Angulos 376/ 608 / 493/ 385/ 567/
n errbneos 20090 20090 20090 20090 20086
Intercambio de
la lateralidad | 265/2164 | 336/2164 | 302/2164 | 352/2164 | 360/2164
quiral
Valores atipicos
de la geometria 1 1 0 0 1
tetraédrica
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Plegamientos
erroneos de las 258 239 263 254 256
azlcares
Conformaciones
erréneas de la 258 414 432 441 438
cadena de C
— Enlaces
al . 32/19026|12/19026|53 / 19026|14 / 19026|41 / 19026
— erroneos
2 Angulos 916/ 619/ 939/ 659 / 861 /
< erroneos 29626 29626 29626 29626 29626
Intercambio de
la lateralidad | 515/3216 | 467/3216 | 492/3216 | 517/3216 | 517/3216
quiral
Valores atipicos
de la geometria 7 0 5 2 2
tetraédrica
Plegamientos
erréneos de las 158 176 168 163 168
azucares
Conformaciones
erroneas de la 272 280 280 271 263
cadena de C
a Enlaces 1,7/ 19112|27 1 12112|21 112112 1712112 |21 /12112
= erréoneos
(|_) Angulos 587/ 515/ 562/ 389/ 541/
< erréoneos 18883 18883 18883 18883 18883
Intercambio de
la lateralidad | 286/2020 | 316/2020 | 328/2020 | 308/2020 | 280/2020
quiral
Valores atipicos
de la geometria 2 2 1 2 5
tetraédrica
Plegamientos
erroneos de las 261 263 235 269 275
azucares
Conformaciones
0 erréneas de la 448 453 407 448 454
IL—) cadena de C
= Enlaces 118/ 125/ 19045|15 / 19045|95 / 19045|82 / 19045
5 erroneos 19045
Angulos 1139/ 989/ 646 / 1037/ 1014/
erréneos 29673 29673 29673 29673 29673
Intercambio de
la lateralidad | 424/3200 | 482/3200 | 412/3200 | 482/3200 | 465/3200
quiral
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Valores atipicos

de la geometria 5

tetraédrica

Tabla 8. Validacién de la estructura del mRNA: valores de los graficos de

pseudotorsion

MRNA Angulos | Modelo 1 | Modelo 2 | Modelo 3 | Modelo 4 | Modelo 5
detorsion| (%) (%) (%) (%) (%)
CT?’heEtf' 5.31 5.38 5.95 5.87 5.33
CTzheEtf' 15.67 12.95 16.74 14.71 14.29
C3' Eta-
]
0 e 4.55 3.95 4.84 4.93 3.03
(a1 ' ’_
&z CTZheEttaa, 36.19 37.95 34.42 34.8 39.43
CT?’hEE, i 3.38 3.00 3.67 3.94 3.74
CTZhEtt:,, i 10.45 8.93 6.05 13.24 9.14
thstf' 4.09 2.3 3.48 3.1 4.46
CTZhEtf' 8.06 12.9 7.02 7.22 14.75
N C3' Eta-
‘E CTr.'eta’, 216 23 274 2.33 2.36
= Tzhstt:, | 3710 40.32 42.11 32.99 42.62
C'?heEt?” | 264 256 2.49 3.62 3.15
CTzheEt?, | 1129 4.84 7.02 7.22 16.39
thst?' 3.58 4.04 255 3.63 4.06
E CTZhEttj' 10.59 9.92 18.42 13.14 16.88
U 1] L
= C%EE | 341 3.20 2.72 2.77 3.38
theEttaa, " | 4824 31.40 51.32 37.96 31.17
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C3'Eta™ |, 39 1.68 2.04 1.21 1.52
Theta
C2'Eta’ | /49 4.13 5.26 5.84 5.19
Theta
C3' Eta- 3.73 5.74 4.48 3.02 3.54
Theta
CZEa- | g4 7.27 10.71 13.25 14.04
Theta
N C3' Eta-
% v 2.67 4.37 3.36 2.75 3.27
O C2' Eta-
= v 40.82 29.09 39.29 3253 40.35
C3Eta™ | g7 3.55 2.24 2.20 1.01
Theta
C2'Eta™ | 1) 99 5.45 1.79 7.23 10.53
Theta
C3' Eta- 4.07 2.77 7.87 6.53 5.74
Theta
C2Eta- | 1543 11.22 10.20 12.0 15.07
Theta
= C3' Eta’- 3.23 2.77 6.70 5.41 5.41
|L_) Theta
= C2' Eta-
E ot 38.2 45.92 20.41 14.0 9.59
C3'Eta™ | 554 2.42 5.06 3.84 4.24
Theta
C2'Eta™ | ;g7 1.02 12.24 14.0 6.85
Theta

Después de haber obtenido las estructuras 3D hipotéticas de los transcritos de interés,
se predijeron las estructuras terciarias de las proteinas StPTB1 y StPTB6, para ello,
las secuencias en PDB fueron ingresadas en el programa AlphaFold, el cual generé
una estructura que fue refinada en el servidor DeepRefiner y evaluada con MolProbity
y Saves v60, en estos dos ultimos programas se llevaron a cabo los calculos sobre los
pardmetros que nos permitieron discernir entre los cinco modelos obtenidos con el
programa de refinamiento. De esta manera, el modelo 3 fue seleccionado para PTB1,

mientras que el modelo 2 fue elegido para PTB6 (Tablas 9 y 10).
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Tabla 9. Puntuacion MolProbity para los modelos PTB1y PTB6

Proteina Parametro_s de Modelo 1 |Modelo 2|Modelo 3|Modelo 4|Modelo 5
MolProbity
Rotameros débiles 0 0 0 0 0
Rotameros 385 385 385 385 385
favorecidos
Valores
Ramachandran 1 1 1 1 1
atipicos
Valores
Ramachandran 427 429 430 427 428
favorecidos
Puntuacion Z de la 0.40 + 0.51 + 0.56 + 0.49 + 0.50 +
e g 0.41 0.41 0.40 0.40 0.40
distribucion de Rama
- Desviaciones de
= CB >0.25 A 0 0 0 0 0
o}
Enlaces erréneos 0/3521 | 0/3521 | 0/3521 | 0/3521 | 0/3521
Angulos erréneos | 12 /4764 |12 /476412 /4764 |12/ 4764 |12 | 4764
Prolinas Cis 0/19 0/19 0/19 0/19 0/19
Sin prolinas Cis 2/421 2/421 21421 21421 2/421
Valores CaBLAM 11 12 11 11 11
atipicos
Valores atIpI,COS de la 7 6 6 6 6
geometria CA
Valores atipicos del |, 5o5 | /525 | 0/525 | 0/525 | 0/525
volumen quiral
Rotameros débiles 0 0 0 0 0
Rotameros 383 383 384 384 384
favorecidos
Valores
R Ramachandran 4 3 3 2 3
e atipicos
Valores
Ramachandran 429 434 429 429 431
favorecidos
Puntuaciéon Z de la 0.50 + 0.61 + 0.72 £ 0.97 + 0.73 £
distribucion de Rama 0.39 0.39 0.40 0.40 0.41
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Desviaciones de
CB >0.25 A 0 0 0 0 0
Enlaces errébneos | 0/3551 | 0/3551 | 0/3551 | 0/3551 | 0/3551
Angulos erréneos | 12 /4813 |15/4813|14/4813| 12/4813 |14 /4813
Prolinas Cis 0/22 0/22 0/22 0/22 0/22
Sin prolinas Cis 21421 21421 | 2/421 | 2/421 | 2/421
Valore§ QaBLAM 5 4 8 9 5
atipicos
Valores atlpl,cos de la 6 5 5 5 7
geometria CA
Valores atipicos del | 535 | /530 | 0/530 | 0/530 | 0/530
volumen quiral

Tabla 10. Evaluacion de la validez estructural (SAVES v6.0) de los modelos

refinados PTB1y PTB6

Parametros
Proteina de Modelo 1 | Modelo 2 | Modelo 3 | Modelo 4 | Modelo 5
validacion
ERRAT 95.619 95.90790 | 96.62340 | 96.63210 | 96.65810
Verify 3D
Residuos
con el
promedio 85.26 83.45 84.35 82.09 84.58
3D-1D
E‘ score >=0.1
N (%)
9 9 9 9 9
evaluaciones | evaluaciones | evaluaciones | evaluaciones | evaluaciones
atipicas: atipicas: atipicas: atipicas: atipicas:
Errores: 3 Errores: 3 Errores: 3 Errores: 3 Errores: 3
PROCHECK Advertencias: | Advertencias: | Advertencias: | Advertencias: | Advertencias:
3 3 3 3 3
Pases:3 Pases:3 Pases:3 Pases:3 Pases:3
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RAMA-
CHANDRAN
Residuos en
las regiones 90.8 91 91.3 91.3 91.3
mas
favorecidas
(%)
ERRAT 95.0739 95.3771 94.7761 96.4377 94.321
Verify 3D
(Residuos
con el
promedio 86.26 87.61 85.59 86.26 84.46
3D-1D
score >=0.1)
(%)
9 9 9 9 9
© evaluaciones | evaluaciones | evaluaciones | evaluaciones | evaluaciones
|c_n atipicas: atipicas: atipicas: atipicas: atipicas:
o Errores: 3 Errores: 3 Errores: 3 Errores: 3 Errores: 3
PROCHECK Advertencias: | Advertencias: | Advertencias: | Advertencias: | Advertencias:
3 3 3 3 3
Pases:3 Pases:3 Pases:3 Pases:3 Pases:3
RAMA-
CHANDRAN
Residuos en
las regiones 91 92.3 90.5 92 92
mas
favorecidas
(%)

6.5.1 Prediccion del acoplamiento molecular proteina-RNA

La estructura 3D hipotética de los mMRNA StTCTP, AtTCTP1, AtTCTP2, CmTCTP y
StBELDS5, fueron acopladas con las estructuras 3D hipotéticas de StPTB1 y StPTB6, de
forma independiente, por medio de un programa de simulacion del acoplamiento
proteina-RNA, HDock. Se obtuvieron 10 modelos por cada interaccion hipotética

proteina-RNA, el modelo elegido fue aquel que obtuvo la mejor calidad en los puntajes
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del acoplamiento calculados por el servidor empleado. Asi, el modelo 1 fue

seleccionado para todas las predicciones del acoplamiento proteina-mRNA (Tabla 11).

Tabla 11. Calidad de las estructuras proteina-mRNA calculadas en HDock

Docking
(Proteina
-mRNA)

Rango

Modelos

5 6

10

PTB1-StBELS

Puntaje
del
docking

-351.28

-309.07

-307.57

-284.97

-281.59

-279.56

-279.5

-278.47

-276.56

-276.11

Puntaje
de la
confianza

0.9825

0.9601

0.959

0.937

0.9329

0.9303

0.9302

0.9289

0.9263

0.9257

Ligando
rmsd (A)

374.7

344.45

383.06

422.26

409.86

401.84

374.04

423.48

412.13

403.86

PTB1-CmTCTP

Puntaje
del
docking

-362.42

-333.8

-325.11

-320.96

-312.33

-310.28

-308.33

-307.61

-305.27

-303.39

Puntaje
de la
confianza

0.9859

0.9753

0.9708

0.9683

0.9626

0.961

0.9596

0.959

0.9571

0.9555

Ligando
rmsd (A)

180.4

164.95

147.76

119.29

131.41

138.3

130.88

139.56

145

156.62

PTB1-AtTC TP1

Puntaje
del
docking

-325.78

-320.46

-315.17

-307.78

-296.3

-292.57

-291.55

-290.28

-288.23

-287.72

Puntaje
de la
confianza

0.9711

0.968

0.9645

0.9591

0.9491

0.9454

0.9443

0.943

0.9407

0.9402

Ligando
rmsd (A)

238.3

216.16

158.81

137.06

214.91

205.58

132.05

147.86

184.81

154.97

Puntaje
del
docking

-351.09

-349.94

-346.77

-344.97

-342.6

-334.66

-327.26

-325.47

-324.42

-319.15

Puntaje
de la
confianza

0.9824

0.982

0.9808

0.9801

0.9792

0.9757

0.9719

0.971

0.9704

0.9672

Ligando
rmsd (A)

103.23

104.04

89.9

144.88

116.3 | 73.7

68.9

130.55

109.65

65.87

StTCT| PTB1-AtTC TP2

PTB1-

Puntaje
del
docking

-327.84

-321.2

-320.73

-320.59

-319.78

-319.01

-315.11

-306.68

-302.85

-299.24
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Puntaje
de la
confianza

0.9723

0.9684

0.9682

0.9681

0.9676

0.9671

0.9645

0.9583

0.9551

0.9519

Ligando
rmsd (A)

173.1

126.63

125.54

138.71

124.49

165.66

133.33

108.91

140.94

110.39

PTB6-BELS

Puntaje
del
docking

-339.54

-315.74

-310.53

-291.82

-289.46

-288.52

-268.61

-263.18

-262.29

-262.23

Puntaje
de la
confianza

0.9779

0.9649

0.9612

0.9446

0.9421

0.9411

0.9147

0.9058

0.9043

0.9042

Ligando
rmsd (A)

372.99

367.34

416.52

380.73

370.07

384.37

486.22

407.15

431.95

354.6

PTB6-CmTCTP

Puntaje
del
docking

-387.92

-353.62

-349.95

-342.97

-342.03

-328.35

-322.07

-320.64

-319.69

-319.51

Puntaje
de la
confianza

0.9915

0.9832

0.982

0.9794

0.979

0.9725

0.969

0.9681

0.9675

0.9674

Ligando
rmsd (A)

133.24

137.5

143.35

122.22

141.03

130.87

103.51

156.51

135.51

139.14

PTB6-AtTC TP1

Puntaje
del
docking

-335.37

-333.95

-318.87

-315.51

-315.02

-312.49

-311.78

-305.52

-304.84

-301.22

Puntaje
de la
confianza

0.976

0.9754

0.967

0.9648

0.9644

0.9627

0.9622

0.9573

0.9568

0.9537

Ligando
rmsd (A)

142.38

202.82

204.67

207.55

211

177.63

199.5

141.94

134.6

107.55

PTB6-AtTC TP2

Puntaje
del
docking

-353.89

-347.41

-345.47

-335.88

-333.83

-329.95

-329.69

-328.78

-327.22

-326.87

Puntaje
de la
confianza

0.9833

0.9811

0.9803

0.9763

0.9753

0.9734

0.9732

0.9728

0.9719

0.9717

Ligando
rmsd (A)

97

118.91

131.42

106.97

109.71

117.67

107.09

116.66

126.96

93.5

PTB6-StTCTP

Puntaje
del
docking

-354.98

-354.69

-354.6

-338.49

-335.28

-317.85

-312.51

-311.91

-310.59

-309.33

Puntaje
de la
confianza

0.9837

0.9836

0.9836

0.9775

0.976

0.9663

0.9627

0.9622

0.9613

0.9603

Ligando
rmsd (A)

138.36

74.1

155.87

144.79

127.9

127.83

142.8

119.57

119.18

124.33
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Los resultados del acoplamiento proteina-mRNA sugieren que el transcrito de StTCTP
podria interactuar con PTB1 y PTB6 (Figura 17), lo que implica que podria
transportarse a las raices, donde tendria una participacion en la regulacion de la
formacién de tubérculos y la propagacion vegetativa, ademas, de que estas proteinas
de transporte también podrian ejercer algun tipo de regulacién sobre StTCTP. Estos
hallazgos también sugieren que los transcritos moéviles del floema, AtTCTP1,
AtTCTP2, CmTCTP y StBELS5 (control), podrian tener la capacidad de unirse a PTB1/6
(Figura 17). En estudios sobre el transporte del mRNA de TCTP, se determiné que las
regiones 5 y 3’- UTR contienen motivos potenciales de unién a PTB, sin embargo,
éstos son prescindibles para la movilidad de TCTP (Yang et al., 2019). Premisa que
es soportada por este estudio, en el cual determinamos que el ORF de StTCTP es

suficiente para la movilizacion de este transcrito a largas distancias.
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C5=0.9779

CS=0.9825 B

CS5=0.9837

CS=0.9824
J

Figura 17. Predicciones del acoplamiento molecular entre los transcritos de
StTCTP, AtTCTP1, AtTCTP2, CmTCTP y StBEL5 con las proteinas PTB1y PTB6.
Se obtuvieron las estructuras 3D hipotéticas de las transcripciones de StTCTP,

CmTCTP, AtTCTP1, AtTCTP2 y StBEL5. Asi como las predicciones de las estructuras
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terciarias de las proteinas PTB1 y PTB6. El acoplamiento 3D de cada proteina con las
estructuras de los transcritos se calcul6 de forma independiente con el programa en
linea HDock. Las estructuras en rojo y violeta, corresponden a PTB1 y PTB6,
respectivamente en todos los casos. Se muestran acoplamientos moleculares
hipotéticos entre PTB1 y PTB6 con los transcritos de StBEL5 (A 'y B), CmTCTP (Cy
D), AtTCTP1 (Ey F), AtTCTP2 (Gy H) y SITCTP (I y J). El puntuaje de confianza de

los acoplamientos (SC) se calculé en HDock.

6.6 Modelo del transporte a larga distancia del transcrito de StTCTP

y su posible efecto en el fenotipo de los tubérculos y brotes

En este estudio, hemos recopilado evidencia experimental que respalda la hipétesis
de que el transcrito de StTCTP puede transportarse a largas distancias y desempeniar
un papel clave en varios procesos biolégicos. Concretamente, hemos observado que
la sobreexpresion de StTCTP en un sistema de transformacion transitoria, promueve
las etapas iniciales de la tuberizacion, induce la acumulacién de antocianinas y
aumenta el engrosamiento transversal de los brotes emergentes de los tubérculos
desarrollados a partir de las plantas agroinfiltradas con el vector que contiene a
StTCTP fusionado a GFP bajo el control del promotor e35S (Figura 18). Estos
resultados respaldan la hipotesis de que StTCTP estd implicada en procesos de

diferenciacion celular, particularmente en la propagacion vegetativa de la papa.

La implicacién de StTCTP en estos procesos bioldgicos, subraya su importancia en la
regulacion de la biologia de las plantas y sugiere que podria ser un objetivo interesante

para futuras investigaciones. El conocimiento mas profundo de los mecanismos
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moleculares en los que StTCTP esta involucrado podria tener aplicaciones
significativas en campos como la agrobiotecnologia, la farmacéutica y la medicina, lo
que hace que este estudio sea un paso importante hacia la comprensién completa de

las funciones de StTCTP en las plantas.
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A) Deteccion del
transcrito de
SITCTP en las Anaksis
o paen gz es
raices brotes
| S ——
0 " 2 " ) >
- |
[ Agroinoculacion Andlisis fenotipico
con A, de los tubérculos
rhizogenes
transformada con
SITCTP..GFP
B) C) Meristem apical
‘; ..
L
,,,,, _ s
A. rhizogenes ‘ T,
StTCTP::GFP

() Vector SITCTP::GFP

A e

SoroNietin agroinfiltracion T mRNA de SITCTP
Tallo
[
Raioes

N | ' -~ Aumento del didmetro

||
] | " ‘ (f o Brotacién
{ , v : 4? "~ Acumulacién de antocianinas
onmw v vi Vil
Activacién de las etapas iniciales de la Tubérculo maduro

tuberizacién StTCTP::GFP
(1-vi)

Figura 18. Modelo del transporte a larga distancia del mMRNA de StTCTP. A) Linea
de tiempo que resume los eventos clave de este estudio, mostrando la secuencia, en
dias, de la transformacion transitoria, la investigacion sobre el transporte a larga
distancia del transcrito de StTCTP, el analisis fenotipico de los tubérculos emergentes

de las plantas agroinfiltradas y el andlisis de los brotes que se desarrollaron a partir de
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estos tubérculos. B) Representacion de la transformacion transitoria con A. rhizogenes
transformada con el vector binario StTCTP::GFP por medio de la técnica de
agroinfiltracion con jeringa de insulina. La zona de agroinfiltracion abarca la
agroinoculacion en tres hojas distales al meristemo apical y raices. C) El mRNA de
StTCTP tiene la capacidad de transportarse a larga distancia hacia el meristemo apical
y raices, presumiblemente, a través del floema. D) StTCTP tiene la capacidad de
inducir tanto las etapas tempranas de la tuberizacién, como el desarrollo de tubérculos
maduros. E) Los tubérculos que se desarrollaron a partir de las plantas agroinoculadas
con el vector StTCTCP::GFP, fueron incubados hasta la emergencia de los brotes.
StTCTP promueve el engrosamiento de los brotes en el plano transversal y la

acumulacion de antocianinas.
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7. CONCLUSIONES

e El transcrito de StTCTP fusionado a GFP se transporta a larga distancia desde
las hojas agroinfiltradas hasta las hojas apicales y las raices.

e El efecto del transcrito recombinante de StTCTP provoc6 cambios en el fenotipo
de los tubérculos, manifestando etapas tempranas de la tuberizacion en las
plantas que expresan StTCTP::GFP en comparacién con el grupo de control.

e EIl transcrito de StTCTP recombinante generd brotes con evidencia de
antocianinas con mayor diametro en los tubérculos emergentes de las plantas
que expresan el ORF de StTCTP, en comparacién con las plantas que expresan
a GFP fusionado a GUS.

e Se encontrd evidencia de dos plantulas y un estol6n en plantas independientes
que fueron transformadas transitoriamente con el vector que contiene a StTCTP
fusionada a GFP, en comparacién con las plantas control, las cuales no
presentaron estas estructuras.

e Se identificd evidencia de una posible interaccién entre el mMRNA de StTCTP y
las proteinas PTB1/6, sugiriendo que estas proteinas podrian tener la capacidad
de transportar dicho transcrito hacia la parte subterranea de la planta, al tiempo

que regulan a StTCTP.
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8. PERSPECTIVAS

1. Mecanismos de transporte de StTCTP-GFP:

Profundizar en los mecanismos moleculares que permiten el transporte de
StTCTP (transcrito y proteina) a larga distancia en plantas, considerando la
existencia de la evidencia previa en otras especies vegetales.

Comparar y contrastar los procesos de transporte observados en diferentes
especies, identificando posibles variaciones y determinando la conservacion

de estos mecanismos.

2. Impacto agrondmico de StTCTP en tubérculos:

Evaluar de manera mas detallada el impacto agronémico de la presencia del
transcrito recombinante de StTCTP en las etapas tempranas de la
tuberizacion.

Analizar la aplicabilidad practica de estos cambios fenotipicos en el

desarrollo de tubérculos en el contexto de cultivos agricolas.

3. Antocianinas y tolerancia a estrés bidtico y abiotico:

Investigar la relacion entre la expresion de StTCTP y la acumulacion de
antocianinas en tubérculos, considerando estudios previos que sugieren
este vinculo.

Examinar las implicaciones antioxidantes de los brotes enriquecidos con
antocianinas para determinar su valor en términos de calidad alimentaria.
Investigar la relacion potencial entre la acumulacion de antocianinas y la
capacidad de la planta para resistir el estrés biético (por ejemplo, patégenos)

y abidtico (como condiciones climéticas adversas). Se pretende entender si
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la presencia de antocianinas esta asociada a respuestas de defensa y
tolerancia.
4. Formacion de estructuras adicionales:
e Profundizar en el estudio de la implicacion de TCTP en formacion de
plantulas y estolones.
5. Interaccion molecular con proteinas PTB1/6:
e Ampliar la investigacion experimental sobre la interaccion entre el mMRNA de
StTCTP y las proteinas PTB1/6.
e Explorar posibles implicaciones de estas interacciones en otras vias de

sefializacion celular y su contribucion a la regulacién global de la planta.

Estas perspectivas, basadas en la evidencia de transporte de TCTP en otras especies
los hallazgos de este proyecto, fortalecen la relevancia y la aplicabilidad del

entendimiento de la funcion de TCTP a nivel general en el reino vegetal.
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