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RESUMEN

La bacteriosis vascular de yuca producida por la bacteria Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis (Xam) es una enfermedad limitante para la produccién de yuca. Dentro de
los primeros factores de patogenicidad identificados en esta bacteria se encuentra el gen
PthB. La proteina PthB pertenece a la familia de efectores PthA/AvrBs3, que se ca-
racterizan por presentar dominios NLS (Nuclear Localization Signal) y un dominio AAD
(Acidic Activation Domain), lo cual sugiere que estas proteinas acttian como factores de
transcripcién. La identificacién de las proteinas de yuca que interacttian con PthB
permitiria dar luces sobre la funcién de esta proteina en la patogenicidad de esta
bacteria. En este trabajo se cloné PthB en una fusién traduccional con el BD (Binding
Domain) del factor de transcripcion GAL4. Después de transformar este constructo en
una cepa de levadura, se observé autoactivacién de los genes reporteros, incluso a
concentraciones altas de 3-AT. La eliminacién del primer, segundo o de los dos NLS y
del AAD no eliminaron la capacidad de autoactivacién de los genes reporteros mediada
por PthB. Estos resultados indican la imposibilidad de su utilizacién en un tamizaje de
una libreria de ADNc de yuca para identificar las proteinas que interacttian con PthB.
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ABSTRACT
Cassava bacterial blight disease is caused by the gram-negative bacteria Xanthomonas
axonopodis pv. manihotis (Xam), and constitutes one of the most important constraints

for cassava production. One of the first determinants of pathogenicity identified in this
bacterium is the PthB gene. The PthB protein belongs to the PthA/AvrBs3 family,
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characterized by the presence of Nuclear Localization Signal (NLS) and Acidic Activation
(AAD) domains, suggesting that these proteins are transcription factors. The
identification of cassava proteins interacting with PthB could give insights about the
function of this protein in the pathogenicity of this bacterium. In this work we cloned
PthB in the yeast two hybrid expression vector pLAW10, generating a fusion protein
with the Binding Domain (BD) of the transcription factor GAL4. In this work, PthB was
cloned in a translational fusion with Gal4-BD (DNA Binding Domain). After transforming
this construct into a yeast strain, autoactivation of the reporter genes was observed,
even at the highest concentrations of 3-AT. The deletion of the first, second or both
NLS and the AAD did not eliminate the ability of autoactivation of PthB. These results
show the impossibility of using PthB to screen a cassava cDNA library to identify the
proteins interacting with PthB.

Key words: cassava, cassava bacterial blight, yeast two-hybrid, PthB.
INTRODUCCION

La bacteria gram negativa Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (Xam), es el agente cau-
sal de la bacteriosis vascular de la yuca (Manihot esculenta) y puede ocasionar pérdidas
de hasta el 100% de su produccién (Lépez et al., 2006). Esta bacteria se encuentra
distribuida en el 4rea tropical de todo el mundo donde se cultiva yuca, comprometiendo
el principal suministro de calorfas para mds de un billén de personas (FAOSTAT, 2008).
La yuca es uno de los cultivos principales de seguridad alimentaria a nivel mundial.
Adicionalmente, sus subproductos tienen una gran gama de aplicaciones industriales,
incluyendo la produccién de bioetanol a partir del almidén (El-Sharkawy, 2004).

La bacteriosis vascular se caracteriza por tener un primer ciclo de infeccién epifitico
(Restrepo etal., 2004) en donde la bacteria se reproduce para después penetrar, durante
la época lluviosa a través de estomas y heridas, al tejido vascular. Los sintomas principa-
les que se observan son manchas angulares, marchitamiento, produccién de exudados
en los tallos y finalmente muerte de la planta (Restrepo et al., 1999).

Para lograr una colonizacién exitosa dentro de las células vegetales, las diferentes espe-
cies de bacterias fitopatégenas han desarrollado proteinas efectoras que son inyectadas
al citoplasma de las células vegetales a través del sistema de secrecién tipo tres (T3SS, del
inglés Type Three Secretion System; Jones y Dangl, 2006). Estas proteinas efectoras, a través
de diferentes mecanismos, suprimen la primera rama de inmunidad vegetal conocida
como PTI (del inglés PAMP Trigger Immunity;, Zipfel, 2008). Sin embargo, las plantas en su
proceso co-evolutivo con patdgenos, desarrollaron proteinas de resistencia capaces de
reconocer ya sea de manera directa o indirecta proteinas efectoras o el efecto que ellas
tienen sobre otras proteinas de la planta, tales como la fosforilacién o degradacién . En
este caso, dicho reconocimiento desencadena una respuesta hipersensible que consiste
en muerte celular programada que detiene la multiplicacién del patégeno y resulta en
fenotipos resistentes en las plantas (Jones y Dangl, 2006).

La mayoria de efectores no muestran caracteristicas conservadas entre si y presentan
una gran diversidad no solo a nivel de secuencia sino también a nivel de funciones
bioquimicas (Bent y Mackey, 2007). Una excepcién la constituyen los efectores de la
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familia PthA/AvrsBs3, los cuales se caracterizan por poseer tres dominios. En la regién
central de la proteina se encuentra el primer dominio compuesto por una serie de 34
aminodcidos repetidos varias veces y en donde el nimero y orden de repeticiones
determina la especificidad de la cepa a una variedad particular de hospedero (Buttner
y Bonas, 2003). En la regién C-terminal se encuentra una sefal de localizacién nuclear
o NLS (del inglés Nuclear Localization Signal), la cual esta implicada en la translocacién de
la proteina al nucleo de las células vegetales (Marois et al., 2002; Van den Ackerveken
etal., 1996). Asi mismo, en esta regién se encuentra un dominio acidico de activacién
de la transcripcién (AAD, del inglés Acidic Activation Domain; Romer et al., 2007; Kay et
al., 2007). Adicionalmente, en el extremo N-terminal parece encontrarse una sefial
putativa de translocacién mediante el T3SS, pero cuya estructura no se ha definido
(Schornack et al., 2006).

Estudios recientes han mostrado que la proteina AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, es capaz de interactuar con proteinas de la familia a-importina en células
de pimentén (Szurek et al., 2001). De igual manera se ha determinado que AvrBs3 se
une directamente al ADN, en la regién promotora de genes blanco para inducir su
expresion (Kay et al., 2007). En el caso de una interaccién compatible (susceptibilidad),
la induccién de genes mediada por AvrBs3 produce hipertrofia celular (Kayet al., 2007).
En el caso de una interaccién incompatible (resistencia), la proteina AvrBs3 se une al
promotor del gen de resistencia Bs3, lo que produce una respuesta de defensa que de-
tiene la colonizacién del patégeno (Rémer et al., 2007). Recientemente se ha determi-
nado que la secuencia de los 34 aminodacidos y el nlimero de estas unidades repetitivas
representan un cédigo que permite predecir la secuencia de ADN a la cual el tipo de
efectores AvrBs3 es capaz de unirse (Boch et al., 2009).

En Xam se ha logrado identificar una proteina perteneciente a la familia AvrBs3 y se ha
denominado PthB (Restrepo et al., 1999; Restrepo et al., 2004; Castilblanco et al.,
comunicacién personal). PthB parece ser crucial para la patogenicidad de Xam. Un
fragmento de ADN correspondiente a la secuencia codificante para la proteina PthB,
ha sido empleado como sonda de hibridacién para determinar la diversidad y estructura
de las poblaciones de Xam (Restrepo etal., 1999). A pesar de su importancia, la funcién
y actividad fisiolégica y molecular de PthB como proteina determinante en la pato-
genicidad de Xam dentro de las células de yuca adin no se conoce. Con miras a ganar
una mayor informacién sobre la funcién de PthB es importante identificar las proteinas
con las cuales PthB interacttia dentro de las células vegetales. La estrategia de doble
hibrido se constituye en una de las mejores alternativas para identificar las proteinas de
yuca que interactdian con PthB. Sin embargo, para realizar este tipo de estudios es
necesario primero determinar si la proteina PthB no presenta autoactivacién intrinseca
en estudios de doble hibrido.

MATERIALES Y METODOS

CLONACION DE PTHB EN SISTEMA GATEWAY

La clonacién de PthB en el sistema Gateway® (Invitrogen, Carlsbad, CA) se llevé a cabo
en el vector pENTR/D-TOPO. Para clonar los productos de PCR en este vector se inclu-
yeron cuatro nucledtidos en el cebador sentido (CACC). Los cebadores para la ampli-
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ficacién de PthB se disefiaron a partir de la secuencia reportada en GenBank (N° AF
012325), mediante el programa Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000). La secuencia del
cebador sentido N-terminal, NF fue 5>-CACCATGGATCCCATTCGTCCG-3’. La secuencia
del cebador antisentido C-terminal, CR fue -ACTAGTTCACTGAGGAAATAGCTCCAT-3’.
Para llevar a cabo la amplificacién de PthB se emple como ADN molde el plasmido F3
(pF3; provisto por Valerie Verdier del Institut de Recherche pour le Developpement, IRD,
Francia), el cual contiene un fragmento de 5,4 kb, en el que se encuentra PthB. Las
reacciones de amplificacién se realizaron en un volumen final de 50 pL, las cuales
contenian 0,4 pM de cada cebador, 0,4 mM de dNTPs, 2 mM de MgSQOs, 1 unidad de
enzima Platinum® TaqHighFidelity DNA polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA), 1X de
buffer de PCR, dimetilsulféxido (DMSO) al 3% de concentracién final. La cantidad
utilizada de pF3 fue de aproximadamente 150 ng. Las reacciones de PCR se llevaron a
cabo en un termociclador iCycler (BioRad®) y se utilizé el siguiente protocolo de
amplificacién: 1) desnaturalizacién inicial a 94°C por dos minutos, 2) 35 ciclos de a)
desnaturalizacién a 94 °C por 30 segundos, b) alineamiento de los cebadores a 52 °C por
30 segundos, c) extensién a 68 °C por 6 minutos. 10 pL del producto de amplificacién
se corrieron en un gel de agarosa, se realizé la limpieza de los restantes 40 pL de cada
producto mediante kit de purificacién de ADN (Promega, Madison, WI). El producto de
PCR de la amplificacién de PthB se clond en el vector pENTR/D-TOPO. La reaccién de
clonacién se realizé con 2 pL de producto de PCR, 1 pL de solucién salina, 1 pL del vector.
Se transformaron bacterias E. coli quimiocompetentes OneShot Top 10® (Invitrogen,
Carlsbad, CA), siguiendo el protocolo de choque térmico (Sambrooket al., 1989).

Para confirmar la presencia del inserto de interés se tomaron algunas colonias en los
clones obtenidos y se realizé un PCR de colonia. A partir de los clones positivos se
realizé extraccién de ADN plasmidico mediante lisis alcalina (Sambrook et al., 1989).
El inserto fue parcialmente secuenciado y transferido por reaccién LR y posterior BP,
seguin las instrucciones del fabricante al vector de entrada pDONR207 (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Los clones fueron digeridos con BamHl, al igual que el plasmido pF3,
siguiendo las instrucciones del fabricante (New England biolabs). Posterior a la digestién
se realizé ligacién empleando el fragmento de 3 kb liberado de pF3 con el producto de
digestién del clon proveniente de PCR en pDONR207, previa defosforilacién del clon
proveniente del producto de PCR en pDONR207 y pF3 previa defosforilacién emplean-
do la CIP (New England biolabs). La reaccién de ligacion fue transformada por choque
térmico en bacterias E. coli quimiocompetentes OneShot Top 10® (Invitrogen, Carlsbad,
CA), siguiendo el protocolo de choque térmico (Sambrooketal., 1989). Los clones ob-
tenidos se seleccionaron, se amplificaron y se realizé la secuenciacién completa de este
nuevo clon en la Universidad de California-Davis.

CONSTRUCCION DE LA CARNADA DEL SISTEMA DOBLE HiBRIDO CON PTHB

A partir del clon pDONR207:PthB se realizé una reaccién LR (Invitrogen, Carlsbad, CA)
a los vectores de expresién pLAW10 y pLAW11, siguiendo la metodologia descrita an-
teriormente. Las reacciones LR fueron confirmadas por PCR de colonia y secuenciacién
parcial del inserto empleando las condiciones descritas en la seccién anterior. Los vectores
pLAW10 y pLAW11 son vectores de doble hibrido derivados de pGBKT7 y pGADT7
respectivamente (Clontech, 2009). En estos vectores el sitio de multiclonaje ha sido
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remplazado por el cassette de recombinacién Gateway con los sitios de reconocimiento
para las enzimas LR. pGBKT7 (Clontech, 2009) y por ende pLAW10 fueron disefiados
de tal manera que permiten la insercién del fragmento de interés como una fusién N-
terminal al dominio de unién al ADN, BD (del inglés Binding Domain) proveniente del
factor de transcripcién GAL4. Este vector presenta ademds resistencia a kanamicina
(50 pg/mL), un gen de la ruta biosintética del triptéfano (TRP), como marcador en
levadura (Trp-) y un tag c-Myc. pLAW11 fue construido a partir de los vectores pGAD
con epitope HA (Clontech, 2009). Los vectores pGAD y pLAW11 permiten la insercién
del gen de interés en fusién N-terminal al dominio de activacién de GAL4, AD (del inglés
Activation Domain), presenta ademds resistencia a ampicilina (100 pg/mL) y un gen
(LEU2) de la ruta biosintética de la leucina como marcador en levaduras (Leu -).

TRANSFORMACION A LEVADURA

En este estudio se empled la cepa Y187 (cortesia del Dr R. Michelmore, UC Davis) para
introducir la proteina carnada, en nuestro caso PthB, que contiene el BD. El vector
pLAW10:PthB se transformé en S. cerevisiae Y187 (MATa., ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-
901,leu2-3, 112, gal4A, met—, gal8OA, URA3::GAL1uas-GALT1ara-lacZ) segiin el protocolo
descrito en el Manual de Clontech. La otra cepa de levadura empleada fue AH109 en la
que se cotransformaron (por apareamiento) la construccién pLAW10:PthB y pLAW11
vacio. AH109 es una cepa MATa con mutaciones por delecién en los genes, trp1-907, leu2-
3, 112, ura3-52, his3-200, HIS3, ADE2, lacZ, trp1y leu2. Para el apareamiento se emplearon
0,4 pg de ADN plasmidico, 50 pg de esperma de salmén denaturado (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) y 50 pL de células competentes de Y187 (conteniendo previamente
la construccién pLAW10:PthB) recién preparadas. A cada evento de transformacién se le
adiciond 0,5 mL de solucién PEG/LiAc se incubé 30 minutos a 30 °C con continua
agitacion, se le afiadieron 20 uL de DMSO y se incubé 15 minutos a 42 °C con agitacién
continua. Las levaduras se resuspendieron en 1 mL de HO deionizada estéril, se sem-
braron en medio sélido y se incubaron tres dias a 30 °C. En la seleccién de las células
transformadas se empleé medio SD sin leucina y sin triptéfano (SD-W-L). La ausencia de
leucina en el medio se empleé como seleccién para la presencia de pLAW11 que contiene
el AD del factor de transcripcién mientras que la ausencia de triptéfano en el medio servird
para seleccionar la presencia de pLAW10 y de las construcciones hechas a partir de éste.
Las levaduras resultantes se sembraron en medio SD/-Trp-Leu-His a diferentes concen-
traciones de 3AT (3-Amino-1,2,4-triazole): 0 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 50
mM, 75 mM, 100 mM y se incubaron por ocho dias a 30 °C.

Las deleciones de los dominios eucariota presentes en la regién C-terminal de PthB se
produjeron por mutagénesis sitio dirigida empleando la estrategia de Overlap Extension
PCR (OE-PCR; Higuchietal., 1988). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo emplean-
do Taq polimerasa de alta fidelidad (Platinum Pfx DNA polymerase, Invitrogen). El
cebador del extremo 3’ poseia un sitio de restriccién para la enzima Ascl. La regién N-
terminal fue amplificada a partir de pF3 empleando cebadores de la regién codificante
y adicionando la secuencia CACC y el sitio de corte Xhol en el cebador del extremo 5’
para la clonacién en pENTR/D-TOPO (Invitrogen), siguiendo las condiciones descritas
anteriormente. Las diferentes versiones de la regién C-terminal fueron clonadas en
pGEM T-easy (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. La regién central
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que contiene las unidades repetitivas fue obtenida a partir de pF3 por digestién con
Sphl'y Xhol y ligada a la regién N-terminal digerida con las mismas enzimas. Las versiones
C-terminal fueron extraidas de pGEM T-easy con Xhol y Ascl y ligadas con las regién que
contiene las repeticiones y el domino N-terminal que se encontraba en pENTR/D-
TOPO, ensamblando de esta manera las versiones completas del gen PthB. Las
construcciones resultantes obtenidas en pENTR/D-TOPO fueron transferidas mediante
una reaccién LR a los vectores de doble hibrido para posteriormente transformar
levaduras como se describié anteriormente. Las levaduras resultantes se sembraron
igualmente en medio SD/-Trp-Leu-His a diferentes concentraciones de 3AT: 0 mM, 5
mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM y se incubaron 8 dias a 30 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION

AMPLIFICACION DE PTHB Y CLONACION EN EL SISTEMA GATEWAY

Las caracteristicas de PthB, tales como su gran tamafio (3,6 kb), la presencia de la regién
central compuesta de varias unidades repetitivas (Fig. TA) y su relativo alto contenido de
GG, dificultan su amplificacién mediante estrategias de PCR convencionales. Para lograr
la amplificacién de PthB a partir de pF3 se debieron evaluar diferentes concentraciones
de cebadores, emplear tiempos de extensién largos y sobre todo incluir DMSO en la
mezcla de reaccién. Finalmente se logré obtener amplificacién correcta de un fragmento
de aproximadamente 3,6 kb (Fig. 1B), que permiti6é posteriormente su clonacién en el
vector pENTR/D-TOPO. Posterior a la transformacién se obtuvieron > 2 x 10* colonias.
Se escogieron 10 clones, que crecieron en el medio selectivo. Para confirmar la presencia
del inserto, inicialmente se realizé la amplificacién de la regién N-terminal mediante un
PCR directo sobre colonias, con la cual se comprobé que todos los clones seleccionados
eran positivos. La segunda amplificacién confirmatoria se realizé sobre la regién C-
terminal empleando el ADN plasmidico, pero fue positiva solamente para dos clones. La
secuencia obtenida para uno de los clones fue de muy baja calidad, por lo tanto no se tuvo
en cuenta para andlisis posterior. Mientras que las secuencias para el clon restante
(PENTR/D-TOPO:PthB2) fueron de buena calidad y permitieron determinar que este clon
contiene una versién pero que contiene solamente 8,5 repeticiones con respecto a las
13,5 repeticiones en la secuencia de PthB reportada en GenBank. La pérdida en algunas
de las unidades repetitivas puede deberse a problemas durante la amplificacién de PthB
debido a la utilizacién de DMSO que puede estar causando mutaciones y a que la
actividad de correccién de la enzima Taq High Fidelity DNA polimerasa no es suficiente
para la amplificacién y correccién de la larga secuencia de la regidn repetitiva (=1275pb)
de PthB. A pesar de que el clon pENTR/D-TOPO:PthB2 no contiene la versién completa
de PthB, si estd en un vector compatible con el sistema Gateway, a partir del cual se puede
realizar facilmente la introduccién de PthB a otros vectores Gateway. La versién PthB2 fue
transferida mediante una reaccién LR al vector pPDONR207, obteniendo la construccién
pDONR207:PthB2.

Para contar con una versién de PthB completa en el sistema Gateway se digirié pDON
R207:PthB2 y pF3 con BamHI, lo cual permite liberar solamente la regién central que
contiene las unidades repetitivas. Las bandas producto de la digestién correspondiente
a pDONR207 conteniendo la regién C-terminal y N-terminal de PthB (tamafio aproxi-
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Figura 1. A. Estructura de PthB. Se muestran las 13,5 unidades repetitivas en la regién central, los dos
NLS y el AAD. Dibujo no a escala. B. Amplificacién del gen PthB a partir de pF3.

mado de 3,6 kb: 3 kb del vector y aproximadamente 600 pb de los extremos Ny C-
terminal) y la regién de las unidades repetitivas de pF3 incluyendo la regién comple-
mentaria de los extremos Ny C-terminal (fragmento de aproximadamente 3 kb; Fig. 2)
fueron eluidas del gel y empleadas en una reaccién de ligacién para reconstruir de esta
forma el gen PthB completo en el vector pDONR207:PthB. Finalmente se obtuvieron
clones que fueron secuenciados, obteniéndose uno de ellos en el cual se pudo demostrar
que el gen estaba completo, con la regién N-terminal, las unidades repetitivas y la regién
C-terminal con los motivos NLS y AAD. Este clon fue denominado pDONR207:PthB.

1 2 3 4
~ E
—— o = 3 kb
S—
= 2 kb
"_ W 16 kb

Figura 2. Digestiones realizadas para la clonacién de PthB en un vector de entrada Gateway. Carril 1:
marcador de peso molecular 1 kb. Carril 2: pF3 digerido con BamH]I. Se observa un fragmento de 3 kb
que incluye las repeticiones y regiones del Cy N- terminal de PthB. Carril 3: pPDONR207:PthB digerido
con BamHI. Se observa un fragmento de aproximadamente 3,6 kb correspondiente al vector con
regiones del Ny C-terminal del PthB, la banda de aproximadamente 1,8 kb corresponde a las repticiones
y fragmentos del N y C-terminal de la version truncada (con 8,5 repeticones de PthB).
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ENSAYOS DE AUTOACTIVACION EN EL SISTEMA DOBLE HIBRIDO

El gen PthB fue transferido de pDONR207:PthB al vector de expresién pLAW10 me-
diante una reaccién LR. El vector pLAW10 posee el BD del factor de transcripcién GAL4.
De esta manera se produce una proteina de fusién entre PthB y el BD del factor de
transcripciéon GAL4. La construcciéon pLAW10:PthB fue transformada a la cepa de le-
vadura AH109 la cual ha sido transformada previamente con el vector pLAW11 vacio.
El vector pLAW11 posee la secuencia codificante para el AD del factor de transcripcién
GALA4. Las levaduras obtenidas crecieron en medio SD sin triptéfano y leucina, indi-
cando que las levaduras incorporaron correctamente los plasmidos pLAW10 y pLAW11,
los cuales poseen los genes capaces de sintetizar estos aminodcidos (Fig. 3A). Levaduras
sin contener los vectores fueron incapaces de crecer en el medio (Fig. 3B).

A B

Figura 3. Capacidad autoactivadora de PthB en el sistema de doble hibrido. A. Levadura AH109
conteniendo pLAW10:PthB + pLAW1 1:vacio. B. Levadura sin ninguno de los dos vectores. Crecimiento
en medio SD -L -W.

En un tamizaje para la busqueda de interactores con PthB se introduce en las levaduras
el vector pLAW11, conteniendo insertos provenientes de una libreria de ADNc de yuca.
En el caso de que exista una interaccidn se restablecerd un factor de transcripcién activo
que permitird la transcripcién del gen reportero, en cuyo caso serfa el gen que codifica
para una proteina implicada en la biosintesis de histidina, el cual estd mutado en el
genoma de la levadura AH109. Sin embargo, esta es una mutacién débil y en algunos
casos las levaduras son capaces de crecer en un medio sin histidina, obteniéndose en
consecuencia un niimero alto de falsos positivos. Para evitar este inconveniente se suele
emplear 3AT en el medio, el cual es un inhibidor competitivo de la ruta de biosintesis
de histidina. Las levaduras AH109 conteniendo pLAW10:PthB + pLAW1 1:vector vacio,
se pusieron a crecer en medio SD sin triptéfano, sin leucina y sin histidina, con crecientes
concentraciones de 3AT. Como se observa en la figura 4, las levaduras crecieron incluso
a altas concentraciones de 3AT (75y 100 mM; Fig. 4). Estos resultados indican que PthB
es autoactivo en ensayos de doble hibrido de levadura y que posiblemente por las
caracteristicas de esta proteina (motivos NLS y AAD), se produce activacién constitutiva
del gen reportero para la biosintesis de histidina. Existen reportes en que se ha
establecido que la proteina fusionada al BD cuando posee determinadas caracteristicas,
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Figura 4. Levadura AH109 conteniendo pLAW10:PthB + pLAW11:vacio. Crecimiento en medio SD -L
-W -H. Panel A: 75mM de 3AT, Panel B: 100 mM de 3AT.
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tales como presencia de dominios de activacién y alta concentracién de residuos 4cidos,
produce auto activacién (Szurek et al., 2001; Sobhanifar, 2003). Esto significa que en
los experimentos de doble hibrido, la proteina posee la capacidad de reclutar por si
sola, sin un dominio de activacién proveniente de la proteina fusién, la maquinaria de
transcripciéon lo que permite la expresién del gen reportero.

En vista de la naturaleza autoactiva de PthB se decidié realizar una serie de deleciones en
el gen PthB para determinar la pérdida de la capacidad de autoactivacién y de esta manera
proceder con el tamizaje de la libreria de ADNc. Para probar si los dominios eucaridticos
en el extremo C-terminal de PthB juegan un papel en la autoactivacién, se realizaron cuatro
versiones diferentes de la proteina: sin el primer motivo NLS (PthBANLS1), sin el segundo
(PthBANLS2), sin ninguno de los dos (PthBANLS1/2) y sin el dominio de activacién trans-
cripcional (PthBAAAD; Fig. 5). Estas versiones se clonaron en pLAW10 y se introdujeron
a la levadura AH109. Como se observé en los primeros experimentos, las levaduras fueron
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A PthBANLS1

B PthBANLS2

C PthBANLS1/2

D PthBAAAD
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Figura 5. Actividad de las proteinas derivadas de PthB con deleciones en los dominios eucariotes. A
Delecién en el primer NLS. B Delecién del segundo NLS. C Delecién de los dos NLS. D. Delecién del
AAD. 1, 10 mM de 3AT. 2, 70 mM de 3AT. 3, 100 mM de 3AT.
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capaces de crecer en medio sin histidina y a altas concentraciones de 3AT (Fig. 5), indi-
cando que la capacidad de autoactivacién de PthB no depende de los dominios
eucaridticos presentes en el extremo C-terminal.

Los trabajos previos de doble hibrido llevados a cabo empleando AvrBs3 permitieron
demostrar que ésta proteina también presenta autoactivacién y que la regién responsable
corresponde a una regién que cubre aproximadamente los primeros 100 aminodacidos de
la proteina (Szureket al., 2007). Los miembros de la familia AvrBs3 presentan un grado
alto de conservacién a nivel de secuencia, diferencidndose principalmente en el nimero
de unidades repetitivas en la region central (Buttner y Bonas, 2003). Este alto grado de
conservacién sugiere que en PthB, al igual que en AvrBs3, sea la region del N-terminal la
responsable de la autoactivacién.

Las caracteristicas propias de los miembros de la familia AvrBs3, tales como presencia de
dominios NLS y AAD, sugieren que este tipo de proteinas se comportan como factores
transcripcionales. Recientemente se ha confirmado esta hipétesis a través de la demos-
tracién que la proteina AvrBs3 se une a secuencias de ADN especificas en el promotor de
genes blanco para permitir la represién o expresién de genes para el beneficio de la bac-
teria (Kay etal., 2007). De este modo es posible que PthB también juegue un papel similar
a AvrBs3. En consecuencia, el desafio prioritario actual es identificar los promotores de
los genes blanco a los cuales PthB se une para regular la expresién génica. El empleo de
estrategias de genémica funcional como los microrarreglos permitirdn identificar qué
genes son expresados o reprimidos en plantas de yuca, cuando se compara el perfil de
expresion entre plantas inoculadas con una bacteria con y sin PthB. De igual manera, con
la liberacién reciente del genoma completo de yuca, mediante herramientas de bioin-
formatica es posible predecir promotores blanco de PthB. Alternativamente se puede
emplear el sistema de un hibrido para determinar las secuencias de ADN con las cuales
PthB puede interactuar.
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