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Resumen

Resumen

Las oxilipinas son un grupo de acidos grasos oxigenados que cumplen funciones en el
desarrollo de las plantas y en la respuesta de defensa a la infeccion por microorganismos
patogenos. En plantas vasculares estas oxilipinas se generan por la accion de dos grupos
de enzimas, las lipoxigenasas (LOXs) y las a-dioxigenasas (a-DOXs). Se ha propuesto
que las 0-DOX sintetizan oxilipinas que cumplen un rol en la proteccion de la muerte
celular causada por la infeccion de patdgenos en plantas como Arabidopsis. Nuestro
grupo de investigacion identificd un gen que codifica para una a-DOX en el musgo

Physcomitrella patens (P. patens).

En este trabajo nos propusimos analizar la expresion de Ppa-DOX mediante la
generacion de plantas transgénicas de P. patens con el gen Ppa-DOX fusionado al gen
reportero de la f-glucuronidasa (GUS) y bajo el control del promotor endogeno de
Ppa-DOX. Mediante la transformacion de protoplastos con la construccion de interés se
obtuvieron plantas transformantes las cuales fueron analizadas por PCR y Southern blot.
Los estudios de actividad GUS en plantas a-DOX/GUS revelaron que Ppa-DOX se
expresa en c€lulas mitoticamente activas, en respuesta al tratamiento con auxinas y en
tejidos dafiados por el hongo Botrytis cinerea (B. cinerea) y por el filtrado de cultivo

(CF) de la cepa SCC1 de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc).

Ademas se obtuvieron plantas que sobreexpresan Ppa-DOX bajo el control del
promotor constitutivo de la ubiquitina de maiz, mediante la transformacion de
protoplastos de P. patens con la construccion pTHUbi-DOX obtenida previamente en
nuestro laboratorio. Mediante “Northern blot” se determind que los transformantes
presentan distintos niveles de expresion de Ppa-DOX, aunque solamente el
transformante OEDOX 3 tiene mayor actividad Ppa-DOX comparado con plantas
salvajes. El aumento de la actividad Ppa-DOX en OEDOX 3 dio lugar a una
disminucién significativa en el tamafio de las colonias reflejado en un acortamiento en
el largo del caulonema y en un aumento en la proporcion de células mas cortas del
cloronema comparado con plantas salvajes. El transformante OEDOX 3 muestra
ademas una disminucion en la muerte celular de los tejidos causada por elicitores de la
cepa SCC1 de Pcc comparado con plantas salvajes. Estos resultados sugieren por lo

tanto que los productos de la a-DOX alteran el desarrollo del protonema de P. patens



Resumen

por lo que probablemente debe haber un control de los niveles de estas oxilipinas que se
acumulan a nivel de las células de P. patens. Ademas, los resultados también sugieren

que las oxilipinas producidas por la a-DOX protegen a los tejidos de la muerte celular

producida por los elicitores de SCC1 de Pcc.
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Introducciéon

1. Introduccion

El crecimiento, desarrollo y productividad de las plantas se ve afectado por factores
ambientales de naturaleza bidtica como insectos, microorganismos y animales y de
naturaleza abiotica como sequia, temperaturas extremas, salinidad, etc. Como parte del
proceso evolutivo, las plantas han desarrollado mecanismos de adaptacion frente a las
diferentes condiciones de estrés. Dado que los mecanismos moleculares involucrados en
estas respuestas no son del todo comprendidos, el estudio a nivel celular y molecular de
estas interacciones es una de las principales areas de investigacion en biologia vegetal.
El conocimiento generado a través de este tipo de andlisis ha permitido generar

estrategias orientadas a la produccion de cultivares mas resistentes a factores de estrés.
1.1 Interaccion planta patéogeno

En la naturaleza, las plantas estan continuamente expuestas a microorganismos como
bacterias, hongos, virus y viroides, algunos de los cuales son perjudiciales para las
mismas. Sin embargo, las plantas normalmente permanecen sanas debido, en parte, a la
presencia de varios mecanismos de defensa. Estos mecanismos difieren entre plantas y
animales. Las plantas, a diferencia de los animales que tienen un sistema inmune con
células especializadas que son distribuidas por el sistema circulatorio a todo el
organismo, no poseen células especializadas para defenderse por lo que cada célula
debe de tener la capacidad de responder al ataque del patdgeno (Bonas & Lahaye,

2002).

Las plantas y los microorganismos han coevolucionado, lo que ha dado lugar a
interacciones planta-patdgeno complejas ya que aunque las plantas generan mecanismos
moleculares y celulares de defensa, los patogenos se adaptan continuamente a estos. Sin
embargo, la mayoria de las plantas son resistentes a la infeccién por patdgenos ya que
tienen barreras preformadas, como la cuticula y la pared vegetal, y variados compuestos
con actividad antimicrobiana presentes en las células, incluyendo terpenoides,
compuestos fenodlicos alcaloides, etc. Cuando estas barreras no logran impedir la entrada
del patogeno en los tejidos vegetales, se desencadena una respuesta de defensa activa,
que implica la percepcion del microorganismo, la transduccion de sehales y la

activacion de genes de defensa.
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Introducciéon

1.1.1 Respuesta de defensa

Las plantas han desarrollado un sistema de multiples etapas de defensa para hacer frente
a la amenaza de la infeccion por diversos patdgenos. La primera linea de la respuesta de
defensa de la planta es la percepcion de moléculas conservadas provenientes del
patéogeno conocidas como “microbe- or pathogen- associated molecular patterns”
(MAMPs o PAMPs). Los PAMPs son moléculas esenciales para la supervivencia de los
patogenos y ademds estan conservadas entre distintas especies, por lo que son una
forma eficiente para las plantas de detectar la presencia de patdégenos. La naturaleza de
los PAMPs es muy diversa y se han identificado y caracterizado varios tipos de PAMPs
en diversos patégenos. Dentro de las moléculas bacterianas que actian como PAMPs se
encuentran la flagelina, lipopolisacaridos, el factor de elongacion EF-Tu vy
peptidoglicanos. En el caso de los hongos se identificaron la quitina y el ergosterol y en
oomycetes el acido araquidonico, glucanos y elicitinas (Boller & Felix, 2009; Postel &

Kemmerling, 2009).

En las células de la zona infectada receptores extracelulares denominados “pattern
recognition receptors” (PRRs), reconocen al patdgeno a través de sus PAMPs y esto
lleva a la activacion de la inmunidad activada por PAMPs (PTI, “PAMP-triggered
immunity”). Ademads las plantas también reconocen moléculas liberadas por el huésped
en el proceso de invasion del patogeno, como fragmentos de la pared celular vegetal y
cutina liberados por la accién enzimatica de los patéogenos, denominadas “damage-
associated molecular patterns” (DAMPs) (Underwood, 2012). Las moléculas
reconocidas por la planta, ya sea PAMPs o0 DAMPs capaces de activar una respuesta de
defensa se denominan elicitores y son las primeras sefiales que se perciben para iniciar

la respuesta de defensa.

Una vez que se da el reconocimiento del patdégeno se activan diversos procesos
bioquimicos que incluyen el aumento de los niveles de Ca®" intracelular y un
incremento en la produccion y acumulacion de especies reactivas del oxigeno (ROS,
“reactive oxygen species”) tales como el radical superoxido (O;) y el peroxido de
hidrogeno (H,0,), denominado “estallido oxidativo”. Este estallido es un componente
central de un sistema altamente amplificado e integrado de senales que lleva a la
expresion de los mecanismos de defensa. (Jabs, et al., 1997; Lamb & Dixon, et al.,

1997). Las ROS pueden presentar tanto un efecto antimicrobiano directo, como inducir

12



Introducciéon

una muerte celular programada de un numero limitado de células que rodean la zona de
infeccion. A esta respuesta local se la denomina reaccion hipersensible o HR, y lleva a
la aparicion de lesiones necroticas como consecuencia del flujo de iones a través de la
membrana celular (Yang, et al., 1997; Apel & Hirt, 2004). También se da la activacion
de quinasas incluyendo CDKs (dependientes de calcio) y proteinas quinasas activadas
por mitégenos (MAPKSs), lo que conduce a la fosforilacion de diversas proteinas
celulares y a la activacion de genes de defensa que codifican para proteinas que
cumplen diferentes papeles en la defensa vegetal, ya sea mediante actividad anti-
microbiana, reforzamiento de la pared celular, sehalizacion, entre otras (Tena, et al.,

2011).

Algunos patogenos, adaptados a su huésped, han desarrollado estrategias para suprimir
la PTI, ya sea interfiriendo en el reconocimiento a nivel de la membrana celular o
secretando moléculas efectoras al citoplasma de la célula vegetal que interrumpen o
modifican las vias de sefializacion y/o la respuesta de defensa. A su vez, las plantas han
generado proteinas de resistencia (R) que reconocen directa o indirectamente a los
efectores y activan la inmunidad activada por efectores (ETI, “effector triggered
immunity”). Los efectores son en su mayoria moléculas proteicas secretadas por
patdégenos que interfieren con la defensa vegetal con el objetivo de aumentar la

infeccion (Jones & Dangl, 2006).

Esta segunda linea de la respuesta de defensa vegetal, ETI, se activa por la interaccion
directa o indirecta de efectores con proteinas R especificos y corresponde al modelo gen
para gen descrito por Flor en 1971, segln el cual la resistencia vegetal estd dada por la
interaccion de los productos de dos genes, uno de resistencia (proteinas R) proveniente
de la planta, y el otro de avirulencia (proteinas Avr) proveniente del patogeno. Existen
diversas interpretaciones del modelo gen-para-gen. Una de ellas es el modelo receptor-
ligando en el que el ligando Avr se une directamente a la proteina R correspondiente
para iniciar la respuesta de defensa. Otra se refiere al modelo de “coreceptor”, en el que
se propone que la proteina Avr se une a una proteina intermedia y juntas se unen a la
proteina R permitiendo la activacion de la defensa vegetal. Y por ultimo, esta el modelo
de “guardia” que propone que el factor Avr se une a una proteina diana que no seria la
proteina R. Cuando el patdgeno es capaz de establecer una infeccion inicial en el sitio

de entrada pero no logra invadir otros tejidos vegetales la proteina R bloquearia a la
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diana del factor Avr, evitando asi que la interaccion del factor Avr con la proteina diana

provoque enfermedad (Bonas & Lahaye, 2002).

Los mecanismos moleculares que se llevan a cabo una vez activada la ETI son similares
a los observados en la PTI pero con mayor intensidad y se observa la HR en el sitio de
infeccion (Jones & Dangl, 2006). La aparicion de la HR esta asociada a la ETI
(Dempsey & Klessig, 2012).

La HR conduce a un proceso de suicidio de las células vegetales que rodean los puntos
de infeccion del patogeno (Morel & Dangl, 1997). La muerte celular programada (PCD)
durante la HR es una respuesta de defensa que aisla al patdégeno en tejidos muertos y
restringe su acceso a nutrientes y factores celulares necesarios para su crecimiento y
dispersion. Las plantas y los animales comparten similitudes en el proceso de muerte
celular programada, incluyendo la condensacién de la cromatina, fragmentacion
internucleosomal del DNA, cambios ultraestructurales en membranas y organelos, la
liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria y la activacion de proteasas (O'Brien, et al.,
1998; del Pozo & Lam, 1998; Rojo, et al., 2004). La PCD de animales y plantas
involucra ademas del “estallido oxidativo”, eventos de seflalizacidén celular como el
incremento en la concentracion de calcio citosolico libre, el incremento de glutation
reducido y un colapso del potencial de membrana mitocondrial (Yao, et al., 2004). El
oxido nitrico (NO) y el acido salicilico (SA), también participan, junto con las ROS, en
la inducciéon de genes de defensa vegetal y en el proceso de PCD (Delledonne, et al.,

1998; Lam, et al., 2001).

Los componentes moleculares de las vias de sefializacion de la PCD presentan un alto
grado de conservacion a nivel estructural y funcional entre plantas y animales. Se ha
demostrado que homdlogos de genes que controlan la apoptosis en animales, como el
“Defender against Apoptotic Death-1” y el “Bax-inhibitor-1”, estan codificados en
genomas de plantas y cumplen la misma funcién en el control de la PCD (Matsumura,

et al.,2003; Danon, ef al., 2004).

Ademas de la respuesta local, la percepcion del patogeno y la activacion de la PTI y la
ETIL, pueden desencadenar respuestas sistémicas, en tejidos alejados de la zona de la
infeccion. Esta respuesta generalizada se denomina respuesta sistémica adquirida o SAR
(“systemic acquired resistance”). La SAR es de larga duracién y puede permanecer

durante semanas o meses. También es una resistencia efectiva contra un amplio espectro
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de patogenos, como virus, bacterias y hongos. Un estudio reciente sostiene que los
mecanismos de induccion por PTI de la SAR son idénticos a los de la ETI (Mishina &
Zeier, 2007). Durante la aparicion de la SAR aumentan los niveles de SA tanto en el
tejido infectado como en los tejidos sistémicos (Xia, et al., 2009). Durante mucho
tiempo se ha aceptado que la sefial movil asociada a la aparicion de la SAR era el SA,
sin embargo algunos estudios mas recientes sugieren que en plantas de tabaco esta senal
movil es el metil salicilato (MeSA) y que la enzima MeSA esterasa (MSE) es necesaria
para que ocurra la SAR en los tejidos no infectados. El MeSA por si solo no induce la
respuesta de defensa (Seskar, et al., 1998) y debe ser convertido a SA por medio de
MSE (Park, et al., 2007; Park, et al., 2009). La subsiguiente caracterizacion de la
enzima MSE en Arabidopsis y Solanum tuberosum confirman la importancia de la
actividad de esta enzima para la aparicion de la SAR en estas especies (Vlot, ef al.,

2008; Manosalva, et al., 2010).

El SA junto con el etileno (ET) y el 4cido jasmonico (JA), entre otros, son las hormonas
involucradas en la percepcion y amplificacion de las sefiales del patogeno. (Yang, et al.,
1997). La induccion de estas vias de sefalizacion conduce en cada caso a la activacion
de un grupo especifico de genes de defensa, los que contribuyen a la defensa de la
planta frente a distintos patégenos, aunque existe una intrincada conexion entre las tres
vias (Feys & Parker, 2000; MCDowell & Dangl, 2000). Ademas del SA, ET y JA se ha
demostrado que las hormonas vegetales, como las auxinas, el acido abscisico (ABA),
citoquininas y giberelinas también participan en la respuesta de defensa vegetal a la
infeccidon con microorganismos patdégenos (Lopez et al., 2008; Pieterse, et al., 2012;

Robert-Seilaniantz, et al., 2011).

La activacion de la ruta del SA se ha asociado mayoritariamente a la resistencia frente a
patogenos biotroficos como Pseudomona syringae, Peronospora parasitica y Eysiphae
orontii, mientras que la activacion transcripcional dependiente de JA es necesaria para
la resistencia frente a patdgenos necrotréfos como Pectobacterium carotovorum,
Botrytis cinerea (B. cinerea) y Alternaria brassicicola (Bowling, et al., 1994; Bowling,
et al., 1997; Clarke, et al., 1998; Norman, et al., 1999). La resistencia a B. cinerea
requiere ademas que la ruta del ET sea funcional (Thomma, et al., 1999).
Recientemente se ha observado que la via del SA también se activa frente a la infeccion

con Fusarium graminearum (Makandar, et al., 2011).
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La respuesta de defensa vegetal nunca es el resultado de la activacion de una unica ruta
de sefalizacion hormonal sino que es el efecto de la interaccion de distintas rutas. Las
rutas dependientes del JA y ET pueden actuar de manera sinérgica mientras que las vias
de transduccion dependiente del SA y JA actian de manera antagénica aunque también
se han documentado interacciones sinérgicas (Dong, 1998; Glazebrook, 1999, Beckers

& Spoel, 2006).
1.1.2 Rol de las oxilipinas en la respuesta de defensa

La participacion de los acidos grasos y sus derivados en la respuesta de defensa, ha sido
observada tanto en células animales como vegetales. En plantas se ha demostrado que
los acidos grasos oxigenados, denominados oxilipinas, dan origen a compuestos
bioldgicamente activos, los que cumplen un rol importante en la adaptacion vegetal a
condiciones adversas de crecimiento y en la respuesta de defensa frente a patdogenos

(Vellosillo, et al., 2007).

En plantas, la sintesis de oxilipinas, a partir de &cidos grasos liberados de la membrana
de la célula vegetal, se inicia por la accion de lipoxigenasas (LOXs) (Bergey, et al.,
1996) y de a-dioxigenasas (a-DOX) (Sanz, et al., 1998). En animales las oxilipinas se
sintetizan por la accidén enzimatica de las LOXs y las prostaglandina endoperoxido
sintetasas, también denominadas cicloxigenasas (COXs) (Nelson & Seitz, 1994;
Thierauch, et al., 1993). Las a-DOXs tienen homologia con las COXs a nivel proteico,
aunque la actividad enzimatica es diferente (Sanz, et al., 1998; Hamberg, et al., 1999).
Recientemente, mediante cristalografia por rayos X se determind la estructura
tridimensional de la a-DOX de Arabidopsis. Se establecid que la estructura de la a-
DOX es monomérica, predominantemente o-helicoidal, y consta de dos dominios. Uno
de los dominios presenta un bajo grado de homologia estructural con el dominio de
uniodn a la membrana de la COX, pero se encuentra en una posicion similar con respecto
al dominio catalitico. El dominio catalitico, muestra un alto grado de similitud con el
dominio catalitico de la COX, donde 21 de los 22 elementos de a-helicoidales estan

conservados (Goulah, ef al., 2013).

En plantas vasculares las LOXs (9-LOX y 13-LOX) catalizan la oxidacion del acido
linoleico (18:2) o linolénico (18:3) dando lugar a la formacion de los acidos 9- o 13-

hidroperoxioctadecadi(tri)enoico dependiendo de la enzima. A continuacion estos
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hidroperéxidos son modificados por las enzimas hidroperoxido liasa (HPLS) y aleno
oxido sintasa (AOS). Luego de la accion secuencial de las enzimas LOX, AOS y la
aleno o6xido ciclasa (AOC), se produce el &cido 12-oxo-fitodienoico (OPDA, 12-oxo-
phytodienoic acid). E1 OPDA es reducido mediante la enzima OPDA reductasa (OPR3)
seguida por tres rondas de B-oxidacion dando lugar a la formacion del acido (+)-7-
isojasmonico el cual se isomeriza en condiciones naturales en acido (-)-jasmoénico (JA)
(Browse, 2009). Para varias de las oxilipinas producidas por la via de las LOXs se ha
podido asignar una funcién en la respuesta de defensa, ya sea a través de su actividad
antimicrobiana (Croft, et al., 1993; Blée, 1998) o como moléculas senal activadoras de
la expresion de genes de defensa como el JA, C6 volatiles y metiljasmonatos (Bate &

Rothstein, 1998).

Las enzimas o-DOX son capaces de catalizar la oxidacion del acido linoleico o
linolénico dando lugar al &cido 2-hidroperoxilinoleico o 2-hidroperoxilinolénico
respectivamente (Figura 1). El 4cido 2-hidroperoxilinolenico es inestable y se
transforma en el 4cido 2-hidroxilinolénico y &cido 8,11,14-heptadecatrienoico por

medio de reacciones no enzimaticas. (Hamberg, et al., 2003).

ol OOH
1) Descarboxil acidn

Fa ducci on ;
/_‘\/\/‘(\CGCH V\/{FOOH 2) B dacidn W\‘.{'.l..nn
5 -— * =
acido 2-hidroxilinolénico acido 2- hidr operoxiinolé nico acido 8,11,14-heptadec atrienoico

i
w-dioxigenasa

COOH

acido linolénico
2-lipexigenasa

1lepoxi alechol sintasa

'
Feduca én 3L ; e
COOH CoOH 2)epoxido hedrolasa ’/ COOH
- -
HO HOO i

HO HO OoH
O.HOT Q.HPOT 0,12,13-TriHOD

Figura 1. Esquema de las reacciones enzimaticas catalizadas por 9-LOX y a-DOX a partir del acido linolénico. 9-
HOT: 4cido 9-hidroxi-10,12,15-octadecatrienoico, 9-HPOT: 4cido 9-hidroperoxi-10,12,15-octadecatrienoico,
9,12,13-TriHOD: acido 9,12,13-trihidroxi-10,15-octadecadienoico. Extraido y modificado de Hamberg, et al., 2003.
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Se ha demostrado que los aminoacidos (aa) presentes en el sitio catalitico de la a-DOX
de Arabidopsis son: His-163, Trp-165, His-318, Thr-323, Tyr-386, His-389, Phe-556,
Phe-559, y Arg-566 (Figura 2), siendo criticos para la actividad oxigenasa la His-318,
Thr-323 y Arg-566 (Goulah, et al., 2013). En la a-DOX de arroz se determind que los
aa esenciales en el sitio activo son: His-311, Arg-558 y Arg-559 (Koszelak-Rosenblum,

et al.,2008).

Figura 2. Estructura del sitio activo de la a-DOX de Arabidopsis donde se pueden observar los aa presentes: His-
163, Trp-165, His-318, Thr-323, Tyr-386, His-389, Phe-556, Phe-559, y Arg-566 (Goulah, et al., 2013).

Diversos estudios en plantas han mostrado la participacion de las a-DOXs tanto en la
respuesta de defensa vegetal frente a diversos patdégenos como en el desarrollo. En hojas
de tabaco inoculadas con Pseudomonas syringae aumenta la acumulacion de
transcriptos que codifican para la a-DOX1 (Sanz, et al., 1998). En Arabidopsis también
aumentaba la expresion del gen a-DOX1 en respuesta a la infeccion con Pseudomonas
syringae (Ponce de Leon, et al., 2002). Plantas que presentan una disminucién en la
actividad a-DOX1 (“plantas antisense”) son mas susceptibles a dicho patdgeno,
observandose un aumento en el crecimiento de Pseudomonas syringae y una muerte
celular mas severa de los tejidos que en plantas salvajes (Ponce de leon, et al., 2002). La
expresion del gen a-DOX1 se induce por moléculas senal como el SA, el NO y el anidén
'Oy, que potencian la muerte celular (Ponce de Leon, ef al., 2002). Estos resultados
sugieren que las a-DOXs estan involucradas en la respuesta de defensa vegetal,
generando oxilipinas que probablemente protegen a los tejidos del estrés oxidativo y la

muerte celular causada por el patégeno (Ponce de Leon, ef al., 2002).
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Recientemente se ha descrito que las enzimas LOXI1 y a-DOX1 de Arabidopsis
participan en la activacion de la SAR y que su efecto es aditivo. Estudios en plantas de
Arabidopsis mutantes en los genes LOX! y a-DOXI mostraron que frente a la infeccion
con Pseudomonas syringae pv. tomato los mutantes lox/ son mas susceptible que
plantas salvajes y que la activacion de la SAR se reduce tanto en los mutantes /ox/
como en mutantes dox/. Ademas, se demostré que el impacto negativo de estas
mutaciones en la SAR aumenta en el doble mutante lox/ dox! sugiriendo la accién
aditiva de LOX1 y a-DOX1 en la via de produccion de oxilipinas para lograr un
maximo de resistencia tanto en la zona de infeccién como en tejidos alejados de la

misma (Vicente, ef al., 2012).

En Arabidopsis y tomate se encontré una segunda o-DOX, denominada a-DOX2,
involucrada en el desarrollo vegetal. La a-DOX2 no se induce frente a la infeccion con
patégenos (Hamberg, et al., 2005) y su expresion se observa en hojas en etapas
tempranas del desarrollo, la cual disminuye a medida que las plantas maduran. Plantas
de tomate con mutaciones en a-DOX2 muestran un retraso en el desarrollo acompanado
por la acumulacién de antocianinas en cotiledones y hojas jovenes. En plantas
senescentes se detectaron cambios como el desprendimiento de las hojas, asi como
también la acumulacion de antocianinas en hojas (Bannenberg, et al., 2009). Estos
resultados sugieren que la expresion de a-DOX2 en plantas salvajes es necesaria para el
crecimiento normal de plantas de tomate. Estudios en los que se complementa un
mutante en a-DOX2 de tomate con la a-DOX2 de tomate o Arabidopsis demostraron
que en ambos casos se restaurd el fenotipo salvaje. Sin embargo, aunque mutaciones en
la a-DOX2 de tomate provocan cambios en el desarrollo, mutaciones en la 0-DOX2 de
Arabidopsis no provocan consecuencias visibles en el fenotipo (Bannenberg, et al.,
2009), sugiriendo que la importancia de a-DOX2 en el desarrollo de la planta es

especifico de la especie.
1.2 El musgo Physcomitrella patens como sistema modelo

Los musgos son briofitas que divergieron aproximadamente hace 450 millones de afios
de las plantas vasculares a partir de un ancestro comun (Figura 3). Por este motivo el
musgo Physcomitrella patens (P. patens) es un buen modelo para estudiar la evolucion

de diferentes procesos biologicos en plantas terrestres.

19



Introducciéon

Land plants
A

Vascular plants
A

Bryophytes s
(nonvascular plants) Seedless vascular plants Seed plants
A A A

9 W % ;
S .4(

.
P
Lycophytes

{club mosses, spike mosses, quill worts)

Gymnosperms
Angiosperms

Pterophytes

Charophyceans
Frie
%-Sf
Liverworts ,
Hornworts &;
Mosses
(ferns, horsetails, whisk ferns) ‘\::

Origin of seed plants
{about 360 mya)

Origin of vascular plants
(about 420 mya)

Origin of land plants
(about 475 mya)

Ancestral
green alga

Figura 3. Cladograma de plantas, se muestran los tiempos estimados de divergencia a partir de un ancestro comun.
Mya: millones de afios atras.
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Una caracteristica destacable en el ciclo de vida de los musgos es la predominancia de
la fase gametofitica haploide que alterna con una fase esporofitica diploide. El
gametofito haploide se caracteriza por dos estados de desarrollo distintos: 1) el
protonema, que representa la etapa juvenil, es una estructura filamentosa formada por
dos tipos celulares denominados cloronema y caulonema; y 2) el gametoforo, que
representa la etapa adulta, estd formado por un véastago fotosintético, hojas, las
estructuras reproductivas (arquegonias y anteridios) y los rizoides. El esporofito se
forma a partir del cigoto fecundado en el que maduran las esporas haploides que seran

liberadas (Figura 4) (Schaefer, et al., 2001; Reski, 1998).
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Figura 4. Ciclo de vida de P. patens. En la fase haploide, el gametofito produce los 6rganos sexuales masculinos
(anteridios) y femeninos (arquegonios). Las células sexuales masculinas (anterozoides) y las células sexuales
femeninas (oosfera) se producen por mitosis. Luego de la fecundacion se forma un pequefio esporofito diploide
dependiente del gametofito. En la capsula del esporofito se forman las esporas, haploides, que se liberan al alcanzar la

madurez. Luego de ser liberadas germinan y forman filamentos que se denominan protonema y se forman nuevos

gametofitos (www.cfg.uu.se/models_Physcomitrella.html).

Las primeras células en emerger a partir de una espora son las del cloronema, las cuales
también pueden surgir de filamentos ya existentes o de tejido dafiado. Las células del
cloronema tienen tabiques perpendiculares al eje del filamento principal. Las células del
caulonema contienen menos cloroplastos que las del cloronema y los tabiques se
encuentran oblicuos al eje del filamento principal (Figura 5). Tanto las células del
cloronema como las del caulonema presentan crecimiento apical, es decir que la
expansion de las células se encuentra restringida a una unica region de la célula, el apice
(Mendand, et al., 2007; Furt, et al., 2012; Jang & Dolan, 2011). Una vez que las células
del cloronema surgen de la espora se da su transicion a células del caulonema. Esta
transicion estd regulada por factores ambientales como la luz y la disponibilidad de

nutrientes asi como también por auxinas (Vidali & Benzanilla, 2012).
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Figura 5. Representacion esquematica de los tejidos y células de P. patens. Extraido y adaptado de Vidali &

Benzanilla, 2012.

El genoma de P. patens ha sido secuenciado, es de libre acceso desde el 2007 (Rensing,
et al, 2008, http:/genome.jgi-psf.org/Phypal 1/Phypal 1.home.html) y esta
organizado en 27 cromosomas (Reski, et al., 1994). El tamafio del genoma de P. patens
es de 480 Mb (Rensing, et al., 2008), alrededor de cuatro veces el tamafio de
Arabidopsis thaliana (125 Mb) y de un tamafo similar al del arroz (420-466 Mb). El
genoma contiene aproximadamente 27.949 genes que codifican para proteinas (Lang, et

al., 2008).

P. patens presenta una respuesta similar a la de plantas vasculares frente a diversos
estimulos ambientales como luz y temperatura y frente a factores de crecimiento como
las auxinas y el acido abscisico (Knight, et al., 1995; Paponov, et al., 2009). Ademas, P.
patens se utiliza como modelo para el estudio de las respuestas al estrés abiodtico ya que
es muy tolerante frente al estrés salino y osmético (Frank, et al., 2005). Sin embargo,
poco se sabe sobre los mecanismos de defensa que se activan en este musgo frente a la
infeccion con distintos patdogenos. En los ultimos afios P. patens ha surgido también
como una fuente de genes para aumentar la tolerancia a diferentes tipos de estrés,
transfiriendo genes de P. patens a plantas de interés agricola. Dado que se sugiere que

P. patens es mas resistente a patogenos (Lawton & Saidasan, 2009), resulta una planta
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interesante como fuente de genes que aumenten la resistencia de los cultivos a

enfermedades causadas por patdogenos.

Estudios recientes revelan que varios de los mecanismos de defensa estan conservados
entre P. patens y plantas vasculares (Ponce de Ledon, 2011, Ponce de Leon &
Montesano, 2013). Se ha demostrado que dos patégenos de plantas vasculares como la
bacteria Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) (ex Erwinia
carotovora subsp. carotovora) y el hongo Botrytis cinerea (B. cinerea) son capaces de
infectar P. patens y pueden inducir una respuesta de defensa la que se evidencia por la
induccién de genes que codifican para proteinas con homologia a PR-1, chalcona
sintasa (CHS), fenil-amonioliasa (PAL) y lipoxigenasa (LOXs) de plantas vasculares.
Se observo que tanto el tratamiento con el filtrado de cultivo (CF) de la bacteria Pcc, el
cual contiene los elicitores que activan la defensa vegetal, como con esporas de B.
cinerea, generan muerte celular de los tejidos de P. patens con caracteristicas de PCD
como el colapso del citoplasma, la acumulacion de compuestos fendlicos y el
amarronamiento de los cloroplastos (Ponce de Ledn, ef al., 2007). Se ha observado que
tras el tratamiento de P. patens con esporas de B. cinerea se acumulan ROS en las
células infectadas. Mediante ensayos con “terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick end labelling” (TUNEL) se confirm6 que B. cinerea induce PCD
en los tejidos de P. patens, en particular en células infectadas por las hifas del hongo
(Ponce de leodn, et al., 2012). También se ha demostrado que luego de la infeccion de P.
patens con B. cinerea aumentan los niveles de SA, sugiriendo que esta hormona cumple
un rol en la defensa de este musgo (Ponce de leén ef al., 2012). Sin embargo, P. patens
no es capaz de sintetizar JA y solo se acumula el precursor del JA, el 4acido 12-oxo-
fitodienoico (OPDA, 12-oxo-phytodienoic acid) luego de la infeccion con B. cinerea
(Ponce de Leodn, et al., 2012). Esta caracteristica difiere de plantas vasculares en las que
el OPDA si es metabolizado a JA, y aunque en plantas vasculares el OPDA induce
genes de defensa, en P. patens podria cumplir un rol central en la respuesta frente a

patogenos, incluyendo B. cinerea (Ponce de Ledn, et al., 2012).

También se demostrd que los oomicetes Pythium irregular y Pythium debaryanum, los
cuales causan el “damping’off” en plantas vasculares, activan una respuesta de defensa
en P. patens provocando cambios en las células vegetales incluyendo el
amarronamiento de las paredes de las células y un cambio en la distribucion de los

cloroplastos. Se observo la induccion de genes de defensa como los que codifican para
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LOXs, enzimas que participan en la sintesis de JA, CHS y PAL que participan en la via
de los fenilpropanoides (Oliver, et al., 2009). Ademas, la infeccion con estos oomicetes
induce la acumulacion del OPDA demostrando la activacion de la via de oxilipinas

derivadas de las LOXs (Oliver, et al., 2009).
1.2.1 Estudios de Genética Reversa en el musgo Physcomitrella patens

A diferencia de la Genética Directa en donde a partir de una funcion o caracteristica
conocida se busca el gen responsable de la misma, en la Genética Reversa a partir de la
informacion de secuencia de un gen o proteina en particular, se busca o se genera una
mutacion que ayude a identificar la funcidon de ese gen o proteina. Las alteraciones
genéticas mas frecuentemente generadas son la inactivacion o la sobreexpresion del gen
en estudio. La inactivacion puede darse por introduccion de mutaciones en sitios
especificos, mediante silenciamiento génico, disrupcion de la estructura génica o
delecion del gen o “Knockout” (KO) (Kamisugi, et al, 2006). En el caso de P. patens, la
sobreexpresion del gen o su inactivacion, se ve facilitada por el proceso de
recombinacion homologa con frecuencias elevadas, similares a las observadas en
levaduras (Schaefer, 2002). Al transformar con construcciones conteniendo secuencias
genomicas de la planta, estas son dirigidas con alta frecuencia al locus gendmico
relacionado, inactivando el mismo por “target gene replacement” (TGR). El TGR
consiste en la inserciéon de un “cassette” de seleccion en la secuencia del gen que se
quiere modificar. Para esto se realiza una construccién en la que el “cassette” de
seleccion se encuentra flanqueado por secuencias homologas al gen (Figura 6)
(Quatrano, et al., 2007). La recombinacion homologa se usa para generar disrupciones
génicas dirigidas o TGR mediante el reemplazo del gen salvaje por el alelo mutado.
Luego de la transformacion de protoplastos mediada por polietilenglicol (PEG), la
integracion de ADN foraneo en P. patens se da predominantemente por recombinacion
homologa (Schaefer, 2001). Cuando ocurre recombinaciéon homologa, el locus

gendmico es reemplazado por la construccion (Quatrano, ef al., 2007).
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Figura 6. Mecanismo de TGR. El fragmento transformado se integra por recombinacién homologa en ambos

extremos del vector. Sel: cassette de seleccion. (Kamisugi, et al, 2006)

En las transformaciones pueden existir productos no deseados en los que el TGR no
ocurre correctamente como es el caso de la insercion de la construccion sin la delecion
del locus a ser mutado. Esto ocurre cuando en uno de los extremos se da la
recombinacion homologa y en el otro sucede un evento denominado “non-homologous
end-joining”. También puede ocurrir un fenémeno denominado concatenacion que
consiste en la insercion en forma consecutiva de varias construcciones (Kamisugi, et al,

2006). Por esto es importante realizar ensayos para descartar la ocurrencia de estos

fendmenos.
1.2.2 Antecedentes en el estudio de la enzima a-DOXs en P. patens

A diferencia de lo que ocurre en plantas vasculares donde existen varios genes que
codifican para a-DOXs, en P. patens existe un solo gen que codifica para una a-DOX
cuya secuencia aminoacidica deducida presenta una alta homologia a las a-DOXs de
plantas vasculares (49-53% de identidad) (Figura 7A), ubicando a la a-DOX de P.

patens en un grupo filogenéticamente distinto (Figura 7B) (Hamberg, et al., 2005).
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Figura 7. Alineamiento de secuencias y arbol filogenético de proteinas a-DOXs de plantas. A) Las secuencias que se
muestran corresponden a: a-DOX1 y a-DOX2 de Arabidopsis thaliana (At a-DOX1: AAL87742, At a-DOX2:
AAGS52078), 0-DOX de Capsicum annuum (Ca a-DOX: AAK85133), a-DOX1 and o-DOX2 de Lycopersicon
esculentum (Le 0-DOX1: AAR05646, Le 0-DOX2: CAH64542), a-DOX de N. attenuata (Na o-DOX: AAG59584),
a-DOX de Nicotiana tabacum (Nt a-DOX: CAA07589), a-DOX de Oryza sativa (Os a-DOX: AAF64042), a-DOX
de P. patens (Pp a-DOX: cDNA clone pphbl1¢23), y a-DOX de Pisum sativum (Ps 0-DOX: CAH05011). B) Arbol

filogenético construido a partir de las secuencias mostradas en (A) (Hamberg, ef al., 2005).
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Estudios donde se incubaron extractos, que contienen la enzima a-DOX, de P. patens
con acidos grasos cuyo largo de cadena varia entre C12 a C20 y en los que la obtencion
del acido 2-hidroperoxi se determind mediante GC-MS, demostraron que el acido
palmitico (C16:0) es el sustrato preferido por esta enzima (Figura 8) (Hamberg, et al.,
2005). Este resultado no coincide con lo observado en tabaco y Arabidopsis en los que
el sustrato preferido por la a-DOX es el 4cido oleico (Hamberg, ef al., 2005). Por otro
lado se obtuvo la a-DOX de P. patens recombinante tras infectar células de insecto
“High Five” con baculovirus transfectados con una construccion en la que se encuentra
clonado el ADNc de Ppa-DOX (Hamberg, ef al., 2006). Mediante GC-MS se determin6
que al usar el acido 3-oxalinolenico, los productos mayoritarios de la reaccion
catalizada por la a-DOX recombinante son el 6,9,12-pentadecatrienol y 6,9,12-
pentadecatrienyl formiato. Lo mismo se realiz6 para la a-DOX1 de Arabidopsis
obteniéndose resultados similares aunque se observo que Ppa-DOX es un 20% mas

activa que Ato-DOX en la oxigenacion del acido 3-oxalinolenico (Hamberg, et al.,

2006).
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Figura 8. Oxidacion de acidos grasos por medio de la a-DOX de P. patens. Homogenizados de P. patens fueron
incubados a 23°C durante 30 minutos con acidos grasos C12-20 (300 uM) y la cantidad obtenida del acido graso 2-
hidroperoxi correspondiente se determino mediante GC-MS. Recuadro: oxidacion de C16:0 mediante la o-DOX de

P. patens y sintesis quimica del acido 2-hidroxipalmitico (Hamberg, et al., 2005).

El anélisis del patron de expresion de la a-DOX de P. patens han demostrado que este

gen se expresa con tratamientos que inducen la PCD, incluyendo el CF de la cepa SCC1
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de Pcc, esporas de B. cinerea y varios ROS, lo cual sugiere un posible rol de estas

enzimas en este proceso (Castro, 2006).

Con el fin de estudiar la funciéon que cumple la a-DOX en P. patens, se obtuvo en
nuestro laboratorio un mutante KO para el gen Ppa-DOX, el cual se denomind Ppa-dox
(Castro et al., datos no publicados y Castro, 2006). Este mutante present6 una actividad
a-DOX residual de 17 % (Hamberg, et al., datos no publicados). Se generd en nuestro
laboratorio una construccion conteniendo la a-DOX bajo el promotor constitutivo de la
Ubiquitina (pTHUbi-DOX) para complementar el mutante Ppa-dox (Machado, 2010).
Mediante esta complementacion se observd que frente al tratamiento con el CF de la
cepa SCC1 de Pcc existe una disminucion significativa de la muerte celular en plantas
mutantes Ppa-dox complementadas comparado con plantas KO (Machado, 2010). Estos
resultados sugieren que los productos generados por la a-DOX de P. patens podrian
estar involucrados en la proteccion de la muerte celular causada por patogenos al igual
que ocurre en plantas vasculares. Recientemente se obtuvo un mutante KO para el gen
Ppa-DOX, el cual presenta actividad Ppa-DOX nula (Castro, et al., datos no
publicados), el cual esta siendo analizado en mayor detalle con respecto a su respuesta

de defensa a patdgenos.

Estudios de la expresion del gen Ppa-DOX frente a diversas condiciones de estrés
abidtico muestran que éste también se induce levemente por estrés salino (NaCl), no se
induce en respuesta a factores de estrés osmotico como ABA y manitol, y se induce

fuertemente frente al tratamiento con auxinas (2,4D) (Castro, 2006).
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2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es el andlisis funcional del gen Ppa-DOX de

Physcomitrella patens.

Para ello se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1) Obtener una planta transgénica de P. patens con el gen reportero de la f-

glucuronidasa (GUS) fusionado a Ppa-DOX.

2) Analizar la expresion de Ppa-DOX/GUS en los diferentes tejidos y en respuesta a

auxinas y patdgenos.
3) Realizar la sobreexpresion de Ppa-DOX en P. patens.

4) Analizar el fenotipo de los sobreexpresantes obtenidos en relacion a su desarrollo y

su respuesta a patdgenos en comparacion con plantas salvajes.
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3. Materiales y métodos

3.1 Material biologico

3.1.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

El musgo P. patens tipo salvaje (Schaefer et al., 1991) se utilizo en todos los estudios
de este trabajo. Los cultivos de P. patens tanto en estado de protonema como en forma
de colonia fueron mantenidos y subcultivados in vitro en placas de petri con medio
solido BCDTA [CuSO4.H,O 0.055 mg/L, ZnSO4.7H,O 0.055 mg/L, H;BO; 0.614
mg/L, MnCLL.4H,O 0.389 mg/L, CoCL.6H20 0.055 mg/L, KI 0.028 mg/L
Na;Mo004.2H,0 0.025 mg/L, MgS04.7H,0O 0.25 g/L (1mM), KH,PO4 0.25 g/L (1.8
mM) pH 6.5, KNO; 1.01 g/L (10 mM), FeSO4 12.5 mg/L (45 uM), CaCl, 1 mM,
tartrato de amonio 5 mM] con agar 10 g/L, (Ashton & Cove, 1977) y en algunos casos
cubiertos con discos de celofan estéril. P. patens se crecio a 22-24°C con un fotoperiodo
de 16 horas luz/ 8 horas oscuridad. La micropropagacion del material vegetal se realizd

con material estéril en una camara de flujo laminar.
3.1.2 Condiciones de cultivo que favorecen el desarrollo del caulonema

Para analizar el desarrollo del caulonema, las colonias de P. patens se crecieron en
medio BCDTA suplementado con 0.15 M de glucosa durante 10 dias. Luego se
colocaron las placas hacia abajo y en oscuridad y asi se crecieron las colonias durante

10 dias mas (Olsson, et al., 2003).

3.1.3 Cepa y cultivo de microorganismos

3.1.3.1 Escherichia coli

Se utiliz6 la cepa DH10B de E. coli. Los cultivos de E. coli se incubaron en medio
Luria-Bertani (LB) [1% bacto-triptona, 0,5% extracto de levadura, 1% NaCl] liquido o
solido (LB 1,5% agar). Se obtuvieron células quimiocompetentes de la cepa DH10B de
E. coli mediante tratamiento en frio con buffer CCMB80 [KOAc 10 mM pH7,
CaCl,.2H,0 11.8 g/L (80 mM), MnCl,.4H,0 4.0 g/L (20 mM), MgCl, .6H,O 2.0 g/L
(10 mM), 10% glicerol 100mL/L] (Modificado de
“http://openwetware.org/wiki/TOP10_chemically cells”).
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La cepa DH10B de E. coli se incubd en medio LB a 20°C hasta obtener una densidad
optica a 600 nm de 0.3. El cultivo se centrifugé a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C,
se descartod el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 1/3 del volumen del cultivo
inicial con buffer CCMBS80 y se incub6 en hielo durante 20 minutos. Se centrifugé a
5000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se descartdé el sobrenadante, el pellet se
resuspendié en 1/25 del volumen inicial con buffer CCMB80 y se incub6 durante 20
minutos en hielo. Se congelaron alicuotas de 200 puL en nitrogeno liquido. Las células
competentes se almacenaron a -80°C y fueron chequeadas con ADN plasmidico de
concentracion conocida. La eficiencia de transformacion de las células competentes que
se utilizaron en este trabajo fue de 1x10° ufc/mL. Las células de E. coli transformadas
se incubaron en LB con Ampicilina (Amp) 100 pg/mL o con Kanamicina (Km) 30

ug/mL dependiendo del plasmido con las que se transformaron.

Para las transformaciones de células competentes de E. coli se incubo el plasmido o 10
pL de mezcla de ligacion con 100 puL de células quimiocompetentes durante 15 min en
hielo y se realiz6 el shock térmico a 42°C por 1 min. A continuacién se anadié 0.9 mL
de medio LB, se incubd durante 1 h a 37°C con agitacion, y finalmente se sembro el
cultivo en placas de LB con el antibiotico correspondiente. Estas fueron incubadas a 37°

durante toda la noche.
3.1.3.2 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Se utilizo6 la cepa SCC1 de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) (ex
Erwinia carotovora subsp. carotovora (Rantakari, et al., 2001). Las bacterias se
cultivaron en medio LB por 16 h a 28°C. Para obtener el filtrado de cultivo (CF) se
inoculo6 un cultivo liquido de LB que se incub6 con agitacion a 28°C hasta alcanzar una
densidad de 1x10® ufc/mL (densidad éptica a 600 nm de 1.9-2.0). El cultivo bacteriano
fue centrifugado a 3000g por 10 minutos, y el sobrenadante fue esterilizado por

filtracion con filtros de 0,2 umy conservado en alicuotas a -20°C.
3.1.3.3 Botrytis cinerea

El hongo Botrytis cinerea fue crecido en medio “Potato Dextrose Agar” (PDA) [PDB
comercial (Applichem); 1.5% agar]. Las esporas se recogieron a partir de cultivos de

aproximadamente 3 semanas, se resuspendieron en H,O mQ (bidestilada) y se contaron
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en una camara Improved-Neubauer. Para inocular se utilizaron dos concentraciones,

5x10° esporas/mL y 1x10° esporas/mL.
3.2 Vectores y construcciones

Se utilizaron los siguientes vectores de clonacion

- pPGEM-T Easy (Promega): vector disefiado para el clonado de fragmentos de PCR
generados por la enzima Taq polimerasa ya que posee un nucledtido de timina
protuyente en posicion 3’ (Figura 9). Este vector se utilizd para el clonado de un

fragmento 3’ de la region 3° UTR de Ppa-DOX.
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Figura 9. Mapa del vector pPGEM-T Easy.

- pTN83: vector de transformacion (pGUS-NPTIL; nimero de acceso AB538275N
pedido al Physcobase) (Figura 10). Este plasmido posee el gen reportero uid4A que
codifica para la enzima B-glucuronidasa (GUS) y el “cassette” de seleccion que confiere
resistencia a kanamicina. También tiene incorporados dos sitios de multiclonado, uno en
posicidon 5’ respecto al gen uidA y otro 3’ respecto a la secuencia del “cassette” de
seleccion. Este plasmido se utilizd para el andlisis de la expresion de Ppa-DOX. Para
obtener la construccion para la transformacion se cloné un fragmento 5’DOXGUS
correspondiente al ultimo exon de Ppa-DOX, eliminando el codon stop (1000 pb), en
posicion 5’ respecto del gen uidA. Para ello, el plasmido se digirié con las enzimas de
restriccion BamHI y Sacll. También se clond un fragmento 3’DOXGUS de la region 3’
UTR de Ppa-DOX (990 pb) en posicion 3’ respecto de la secuencia del “cassette” de

seleccion. Esto se hizo utilizando la enzima Pstl del vector.
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Figura 10. Mapa del vector de reemplazo pTNS83.

- pTHUDbI-DOX (Machado, 2010; trabajo final de la Licenciatura en Bioquimica): Este
vector se utilizd para la sobreexpresion de Ppa-DOX en P. patens (Figura 11). En el
plasmido pTHUDbI-DOX se encuentra clonado el ADNc de Ppa-DOX bajo el control del
promotor constitutivo de la ubiquitina (proveniente de maiz). Este plasmido se obtuvo a
partir del vector pTHUbi cedido por Pierre-Francois Perroud, Universidad de
Washington, USA. Posee un “casette” de seleccion que confiere resistencia a
hygromicina (Hyg) y contiene una region 5’ y una 3’ homologas al locus 108 de P.

patens, el cual es una regién no codificante presente en copia Unica en el genoma

(Schaefer & Zryd, 1997).
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Figura 11. Esquema del plasmido pTHUbi-DOX
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3.3 Tratamientos
3.3.1 Tratamientos con microorganismos fitopatogenos

Se trataron colonias de P. patens salvajes, sobreexpresantes de Ppa-DOX (OEDOX) y
transgénicas a.-DOX/GUS con el CF de Pcc SCC1 y como control se utilizaron colonias
sin tratar o tratadas con agua. La inoculacion con B. cinerea se realizé con suspensiones
de esporas con concentraciones de 5x10° esporas/mL y 1x10° esporas/mL. Como
control se utilizaron colonias sin tratar o tratados con agua segun se indica en las
figuras. Los tratamientos se realizaron rociando con un atomizador (aproximadamente
150 uL por colonia) colonias crecidas en medio BCDAT con celofin durante

aproximadamente tres semanas.

3.3.2 Tratamiento con auxinas

Se trataron colonias de P. patens transgénicas a-DOX/GUS con acido a-naftaleno
acético (NAA, a-naphthalene acetic acid) 5 pM. Los tratamientos se hicieron
incorporando este compuesto al medio de cultivo luego de tres semanas de crecidas las

colonias en medio BCDAT. Los analisis se realizaron a 1, 2 y 3 dias post-tratamiento.
3.4 Modificaciones generales del ADN
3.4.1 Digestiones con enzimas de restriccion

Se utilizaron enzimas de restriccion y buffers de Fermentas o New England Biolabs.
Las digestiones se realizaron segin recomendaciones del proveedor. Dependiendo del
uso posterior, los fragmentos se purificaron utilizando los kits comerciales GenCatch
(TM) Gel Extraction Kit o GenCatch (TM) PCR Cleanup (Epoch Biolabs, Missouri
City, USA).

3.4.2 Ligaciones

Las reacciones de ligacion se realizaron en un volumen de 20 pL utilizando la relacién
molar vector: inserto 1:3 y colocando 75 ng de vector en buffer de ligacion y 5 unidades

de T4 ADN ligasa (Fermentas). Se incub6 durante toda la noche a 16°C.
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3.4.3 Defosforilacion de vectores

Para evitar la religacion del vector digerido mediante la T4 DNA ligasa, es necesario
eliminar el grupo fosfato en la posicion 5°. Para esto se realizaron defosforilaciones con
10 U de CIAP (calf intestine alkaline phosphatase) (New England Biolabs) y 1X buffer,
incubando durante 1 h a 37°C. Posteriormente el ADN se limpid usando el kit GenCatch

(TM) PCR Cleanup (Epoch Biolabs, Missouri City, USA).
3.4.4 Fosforilacion de productos de PCR

Para mejorar la eficiencia de la ligacion, previo a la digestion del producto de PCR
generado con pfu polimerasa, este puede ser fosforilado. Se realizo la fosforilacion del
producto de PCR 5’DOXGUS con 10 U de 74 PNK (T4 Polynucleotide Kinase) (New

England Biolabs) siguiendo las recomendaciones del proveedor.

3.4.5 Relleno con la polimerasa Klenow

En ocasiones los fragmentos de ADN digeridos necesitan tener extremos romos para
poder ligarlos a los extremos romos de un vector. Para ello se rellenaron con polimerasa
Klenow aquellos sitios de restriccidon con extremos cohesivos. Para las reacciones se
utilizaron 10 U de la polimerasa Klenow (Fermentas), buffer 1X, 10-20 uM dNTPs e

incubacién a 37°C por 30 minutos.
3.5 Preparacion y analisis de acidos nucleicos

3.5.1 Obtencion de ADN plasmidico

Las extracciones de ADN plasmidico a pequefia escala se realizaron a partir de cultivos
liquidos de 3-5mL en medio LB y el antibidtico correspondiente. Las muestras se
centrifugaron durante 1 minuto a 13000 rpm y el pellet bacteriano se resuspendié en
300 pL de buffer 1 (50 mM tris-HCI pH 8.0, 10mM EDTA, 100pg/mL RNAsa). Se
agregaron 300 pL de buffer 2 (200 mM NaOH, 1% SDS) y se incub6 a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Se agreg6 300 puL de buffer 3 (3.0 M KAc pH 5.5) y se
incubd 5 minutos en hielo. Luego se centrifugé 10 min a 13000 rpm y se recupero el
sobrenadante. EI ADN plasmidico se precipité con 0.7 volumenes de isopropanol, se
centrifugd a 13000 rpm durante 30 minutos, se lavé el “pellet” con etanol (EtOH) 70%

y se resuspendio en 50 pL de H,O. También se utilizd el kit comercial de extraccion
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GenCatch (TM) Plasmid DNA Miniprep (Epoch Biolabs, Missouri City, USA). Las
extracciones a mayor escala se realizaron a partir de cultivos bacterianos de 100 mL y
se utilizo el kit comercial GenCatch (TM) Plasmid DNA Midiprep (Epoch Biolabs,
Missouri City, USA).

3.5.2 Obtencion de ADN a partir de tejidos vegetales

Las extracciones de ADN genomico de P. patens se realizaron a partir de tejidos de P.
patens correspondientes a 3-4 placas crecidos en estadio de protonema de 15-20 dias.
Las plantas se maceraron en N, liquido y se resuspendieron en 15 mL de buffer de
extraccion (100 mM Tris-HCI, pH 8.0; 50 mM EDTA, pH 8.0; 500 mM NaCl; 10 mM
B-mercaptoetanol) y 1 mL de SDS 20% con agitacion suave. Las muestras se incubaron
a 65°C durante 15 minutos e inmediatamente se agregaron 5 mL KAc 5 M y se
mezclaron suavemente. Luego, se incubaron las muestras a 0°C por 30 minutos y se
centrifugaron por 30 minutos a 7000 rpm. Se agregaron 10 mL de isopropanol a los
sobrenadantes, se mezcld e incub6 a -20°C durante toda la noche. Las muestras se
centrifugaron a 10000 rpm durante 30 minutos y los pellets se lavaron con 1 mL de
EtOH 70% y se secaron a temperatura ambiente. A continuacion se resuspendieron con
450 uL de TE (10-1) y 50 puL de NaCl 3 M y se incubaron por 30 minutos a 37°C con 2
uL de RNasa (10mg/mL). Luego se procedio a la purificacion del ADN a través de una
extraccion con fenol y dos extracciones con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Se
precipitd el ADN con 0.8 volumenes de isopropanol y se centrifugd durante 10 minutos
a 12000 rpm. Los pellets se lavaron con 0.5 mL de EtOH 70%, se secaron a
temperatura ambiente y se resuspendieron en 100 pL de H,O. Se control6 una alicuota
de la preparacion en un gel de agarosa 1% con Bromuro de Etidio (BrEt) incorporado
para visualizar la calidad del ADN; y la concentracién y la pureza se estimaron

utilizando un Nanodrop modelo Nanodrop1000 spectophotometer Thermo scientific.

3.5.3 Obtencion de ARN a partir de tejidos vegetales

Las extracciones de ARN total de P. patens fueron realizadas siguiendo el método de
aislamiento de ARN vegetal (Farrell, 1993). De tres a cuatro placas de colonias de P.
patens de aproximadamente tres semanas se macerarons en N liquido y resuspendieron
en 2.5 mL de fenol y 5 mL de buffer NTES (NaCl 0.1M, Tris-HCI1 0.0IM pH 7.5,

EDTA 1mM, SDS 1%). Las muestras se homogenizaron en vortex durante 3 minutos,
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luego se agregaron 2.5 mL de cloroformo y se centrifugaron a 5000 rpm durante 30
minutos a 4°C. Se recuper6 el sobrenadante y los acidos nucleicos se precipitaron con
0.1 volumen de NaAc 3M pH 5.2 y 2.5 volimenes de EtOH 96% a -20°C durante toda
la noche. Posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm durante 20 minutos a 4°C y los
pellets se resuspendieron en 750 uL de H,O DEPC. El ARN fue precipitado con LiCl
2M incubando las muestras a 4°C durante toda la noche. Luego se centrifugaron a
10000 rpm durante 15 minutos a 4°C y el ARN se precipitd incubando las muestras con
0.1 volumen de NaAc 3M pH 5.2 y 2.5 volumenes de EtOH 96% a -20°C durante toda
la noche. Finalmente se resuspendié en H,O tratada con 0.1% de DEPC (H,O-DEPC).
Se estim6 la concentracion utilizando un Nanodrop modelo Nanodropl1000

spectophotometer Thermo scientific.

3.5.4 Recuperacion de ADN a partir de gel de agarosa

La recuperacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizo utilizando
los kits comerciales GenCatch (TM) Gel Extraction Kit (Epoch Biolabs, Missouri City,
USA) o QIlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Alemania).

3.5.5 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Las electroforesis de ADN se realizaron en geles de agarosa tefiidos con BrEt
500ng/mL, utilizando buffer TAE 1X (Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M) A las
muestras se les agregd buffer de carga 1X (0.05% bromofenol blue, 0.05% xylene
cyanol FF, 6% glicerol) previo a la corrida. Para estimar el tamafio y la concentracion
de los fragmentos se incluyd en cada corrida un marcador de peso molecular. El

marcador utilizado fue el ADN del fago Lambda A digerido con Pstl.

3.5.6 Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes

Se mezclaron 10 pg de ARN total con una solucion conteniendo formaldehido 2.2M,
formamida al 50% (v/v), 1X buffer MOPS pH 7.0 [0.2M MOPS (4cido 3-N-
morfolinopropansulfonico), 0.05M NaAc, 0.01M EDTA] y BrEt 70 ng/uL.
Posteriormente, los ARNs se desnaturalizaron a 55°C durante 15 min y luego se
separaron en geles de agarosa desnaturalizante con formaldehido 2.2M utilizando buffer
MOPS 1X para la corrida. Se sac6 una foto luego de la corrida como referencia de la

cantidad de ARN cargado de cada muestra en el gel desnaturalizante.
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3.5.7 Analisis por “Northern blot” con sistema quimioluminiscente

Diez ng de ARN total se separaron en geles de agarosa desnaturalizante y transfirieron a
membranas de nylon (Hybond —N+, Amersham, GE Healthcare) mediante capilaridad
en soluciéon SSC (Standard Saline Citrate) 20X [NaCl 1.5 M y Nascitrato 150 mM]
(Sambrook et al. 1989). A continuaciéon el ARN se fij0 a la membrana mediante

horneado a 120°C durante 45 minutos.

La ribosonda se gener6d utilizando el DIG RNA labeling kit (Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim, Germany). El plasmido conteniendo el ADNc de Ppa-DOX
se linearizo con la enzima Xhol y luego se purifico a partir de gel (3.5.4). La reaccion de
marcado se realiz6 en un volumen final de 20 pL durante 2 h a 37°C utilizando T3
polimerasa 2 U/uL, buffer de transcripcion 10X, mezcla de dNTPs marcados con
dioxigenina-11UTP 10X y 1 ng de ADN molde. Para finalizar la transcripcion se agregd
2 uL. de EDTA 0.2 M, pH 8.0 a cada tubo de reaccion. La concentracion de la sonda se
estim6 sembrando diluciones en membrana de nylon, junto con diluciones de un control
estandar y procediendo a la etapa de deteccion y exposicion tal como indica el

fabricante.

La membrana se prehibridé durante 2 h a 68°C con solucion de formamida al 50% (v/v)
5X SSC, 0.2% SDS, 0.125 g de leche descremada en polvo, y 20 pg/mL de esperma de
salmon desnaturalizado. Posteriormente, se agregé la ribosonda previamente
desnaturalizada a 68°C y se incubo toda la noche a 68°C. A continuacién se realizaron
dos lavados de 15 min con solucién 2X SSC, 0.1% SDS a temperatura ambiente y dos
lavados de 15 min con solucion 0.5X SSC, 0.1% SDS a 68°C. Se procedi6 a la
deteccion utilizando el DIG Luminiscent Detection Kit (ROCHE, Alemania), siguiendo
las recomendaciones del fabricante. El sistema de deteccion utiliza un anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado a la enzima fosfatasa alcalina, que se visualizO mediante
incubacién con el sustrato alcalino quimioluminiscente CSPD (Disodium 3-(4-
methoxyspiro {1,2-dioxetane-3,2'-(5'-chloro)tricyclo[3.3.1.1 3,7]decan}-4-yl) phenyl
phosphate). Finalmente se expuso la membrana a film de rayos X KODAX durante 3 h
a 37°C y se reveld incubando durante 5 minutos en revelador manual Revematic

(Quimica MediQ) y 5 minutos en fijador Fixomatic (Quimica MediQ).
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3.5.8 Analisis por Southern blot

La integracion de la construccion a-DOX/GUS en el genoma de P. patens se confirmo
mediante Southern blot. Para esto 10 ug de ADN gendmico de plantas salvajes y
transgénicas se digirid con la enzima Styl. EI ADN digerido se separ6 en gel de agarosa
0.8%. Una vez finalizada la corrida el gel se expuso 5 minutos a luz UV vy se realizaron
cuatro lavados: el primero con una solucion desnaturalizante (NaOH 0.5 M; NaCl 1.5
M) durante 30 minutos; el segundo y tercer lavado con una solucion neutralizante (Tris-
HCI1 1 M; NaCl 1.5 M; pH 8) cada uno de 15 minutos y el tltimo con SSC 20X por 20
minutos. Luego se procedid a realizar la transferencia a una membrana de nylon
(Hybond-N+, Amersham, GE Healthcare) mediante capilaridad en soluciéon SSC 20X
(Sambrook, et al., 1989). Luego el ADN se fij6 a la membrana mediante horneado a

120°C durante 45 minutos.

La sonda radiactiva de ADN se sintetizd a partir de un fragmento obtenido de la
digestion del plasmido pTN83-DOXGUS con la enzima Styl, que libera un fragmento
de 1800 pb correspondiente a la region 3’ del gen nptll y a 900 pb aproximadamente del
fragmento 3’DOXGUS, utilizando o-[**P]JdCTP y los kits Ready-to-go DNA Labelling
Beads (-dCTP), GE Healthcare e [lllustra MicroSpin G-25 Columns, GE Healthcare. La
sonda se desnaturalizdé a 95°C durante 10 minutos, antes de ser anadida a la mezcla de
hibridacion. La membrana se prehibrido durante 2 h a 65°C con una solucion 6X SSC,
0.5% SDS, 0.125 g de leche en polvo, 15 pg/mL de esperma de salmon desnaturalizado.
A esta solucion se le agregd la sonda marcada con a-[*’P]dCTP previamente
desnaturalizada a 95°C y la hibridacion se realiz6 durante toda la noche a 65°C. A
continuacion se realizaron dos lavados de 30 minutos con una solucién 5X SSC, 0.1%
SDS a 65°C y dos lavados de 30 minutos con una solucion 2X SSC, 0.1% SDS a la
misma temperatura. Finalmente se expuso la membrana a film de rayos X KODAX
durante distintos tiempos a -80°C y se reveld incubando durante 5 minutos en revelador
manual Revematic (Quimica MediQ) y 5 minutos en fijador Fixomatic (Quimica

MediQ).

3.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR se hicieron con el aparato PxE Thermal cycle de la casa

comercial Thermo electron corporation.
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3.6.1 Amplificacion por PCR de las regiones 5' y 3' del gen Ppa-DOX para la
generacion de la construccion de reemplazo pTN83-DOXGUS

Para la amplificacion del fragmento denominado 5’DOXGUS correspondiente al ultimo
exon de Ppa-DOX, se disenaron los oligonucledtidos especificos DOXGUSS’ fw
(cebador sentido) y DOXGUSS5’rv (cebador antisentido). La PCR se realiz6 a partir del
plasmido pBSKS-DOX1.5 (Castro, 2006), el cual tiene clonado la secuencia genomica
de Ppa-DOX. La reaccion de PCR se realizo en un volumen final de 50 pL utilizando
1.25 U de Pfu DNA polimerasa (Fermentas), 1X Pfu buffer, 2mM MgSO,, 0.2 mM de
cada dNTP, 0.4 uM de cada cebador y 10 ng de ADN plasmidico. El programa de PCR
utilizado fue: 95°C 3 min; 35 ciclos: 95°C 30 seg, 55°C 30 seg, 72°C 2 min.; 72°C 10
min. El producto de amplificacion se analizé6 en gel de agarosa 1%, purificé con el
GenCatch (TM) Gel Extraction Kit (Epoch Biolabs, Missouri City, USA), fosforilé con
T4 PNK, digiri6 con Sacll y ligd al vector pTN83. Se transformaron células
competentes de E. coli DHI0B con la mezcla de ligacion. La presencia de inserto se
verifico mediante restriccion con las enzimas Sacl y BamHI, las cuales cortan a ambos
lados del sitio de clonado.

Para la amplificacion del fragmento denominado 3’DOXGUS de la region 3° UTR de
Ppa-DOX se disefaron los oligonucledtidos especificos DOXGUS3’fw (cebador
sentido) y DOXGUS3’rv (cebador antisentido). La PCR se realizé en un volumen final
de 50 pL, utilizando: 1 U de Tag DNA polimerasa (preparada en nuestro laboratorio),
1X buffer, 2mM MgSOy4, 0.2 mM de cada ANTP, 0.4 uM de cada cebador y 100 ng de
ADN gendmico de P. patens. El programa de PCR utilizado fue: 94°C 2 min; 40 ciclos:
94°C 30 seg, 61°C 30 seg, 72°C 1 min.; 72°C 5 min. El producto de amplificacion se
analiz6 en gel de agarosa 1%, purifico con el GenCatch (TM) Gel Extraction Kit (Epoch
Biolabs, Missouri City, USA) y ligd con el vector pGEM-T Easy (Promega). Se
transformaron células competentes de E. coli DHI10B con la mezcla de ligacion. Se
verifico la presencia de inserto mediante restriccion con EcoRI. Posteriormente se
digiri6 el pGEM-T con inserto utilizando la enzima EcoRI y el plasmido pTN83-
5’DOXGUS con Pstl. Luego se trataron con klenow y se purificaron a partir de gel de
agarosa 1% con el GenCatch (TM) Gel Extraction Kit (Epoch Biolabs, Missouri City,
USA. El plasmido se desfosforil6 con CIAP (New England biolabs) y purifico

nuevamente a partir de gel. Se ligd el inserto al vector y se transformaron células
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competentes de E. coli DHI10B con la mezcla de ligacion. La presencia de inserto se

verifico mediante restriccion con HindlIII.
3.6.2 Analisis de lineas transgénicas a-DOX/GUS mediante PCR

Para poder identificar la correcta insercion de la construccion en el ADN gendmico de
P. patens se disefiaron los cebadores DOX3F y 3’DOXUTRrv para la region
flanqueante por fuera de la insercion y GUS-R3, Ter-pTN83 y sensenptll los cuales son
especificos de la construccion. Como control negativo se utilizo ADN gendémico de

plantas de genotipo salvaje.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pL. Para confirmar la
insercion de la construccion se utilizaron los siguientes juegos de cebadores: DOX3F-
GUS-R3 y sensenptll-3’ DOXUTRrv. La reaccion de PCR contenia: 1 U de 7Tag DNA
polimerasa (Fermentas), 1X reaction buffer, 2.5 mM MgSO,, 0.2 mM de cada dNTP,
0.4 uM de cada cebador y 100 ng de ADN gendmico de P. patens. El programa de PCR
utilizado para el par de oligos DOX3F-GUS-R3 fue: 94°C 5 min; 4 ciclos: 94°C 40 seg,
58°C 40 seg, 72°C 1 min 30 seg; 4 ciclos: 94°C 40 seg, 57°C 40 seg, 72°C 1 min 30 seg;
3 ciclos: 94°C 40 seg, 56°C 40 seg, 72°C 1 min 30 seg; 3 ciclos: 94°C 40 seg, 55°C 30
seg, 72°C 1 min 30 seg; 30 ciclos: 94°C 40 seg, 54°C 30 seg, 72°C 1 min 30 seg; 72°C
10min. El programa de PCR utilizado para el par de oligos sensenptll-3’DOXUTRrv
fue: 94°C 5 min; 2 ciclos: 94°C 40 seg, 58°C 40 seg, 72°C 2 min; 2 ciclos: 94°C 40 seg,
57°C 40 seg, 72°C 2 min; 2 ciclos: 94°C 40 seg, 56°C 40 seg, 72°C 2 min; 25 ciclos:
94°C 40 seg, 55°C 40 seg, 72°C 2 min; 72°C 10min.

Los cebadores GUS-R3 y Ter-pTN83 se utilizaron para secuenciar los fragmentos

5’DOXGUS y 3°’DOXGUS una vez clonados en el plasmido pTN8&3.

3.6.3 Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo se describen en la Tabla 1. En minuscula
se marcan los nucleotidos que fueron modificados para crear los sitios de restriccion
para las distintas enzimas los cuales se sefialan en negrita. En rojo se marcan los sitios

que se utilizaron para la clonacion de los fragmentos en el vector PTNS§3.
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Tabla 1. Cebadores disefiados para la amplificacion de los fragmentos 5’ DOXGUS y 3’DOXGUS y para el analisis

de las lineas transgénicas.

Nombre Oligonucleotido (orientacion 5°-3”) Enzima de | Tm
restriccion

DOXGUSS5’tw CGGCAACcGCGgGCAGTAGC Sacll 66°C
DOXGUSS5’rv GGCTTCTCTGGTGTCTGATTCC 57°C
DOXGUS3’fw TGTCGTTGATCTCAAGCtTGTAGAG HindIIl 56°C
DOXGUS3’rv CAATTTCACCAGTTCTcTCGAGGATTC Xhol 59°C
DOX3F ACCGGTTACATCCTTTGCTG 55°C
3’ DOXUTRrv GCGGGATGGTATCAACTGTG 56°C
GUS-R3 TCTTGTAACGCGCTTTCCCACCAACGCTGA 66°C
sensenptll CTACCCGTGATATTGCTGAAGAGC 57°C
Ter-pTN8&3 AGGGCCATGAATAGGTCTATG 54°C

3.7 Obtencion y transformacion de protoplastos de Physcomitrella

patens

Se transformaron protoplastos de P. patens con el plasmido pTHUbi-DOX (Figura 11) o
con el plasmido pTN83-DOXGUS (Figura 17) digeridos con las enzimas Swal y Kpnl
respectivamente. Luego de las digestiones con Swal y Kpnl el ADN se precipitd con dos
volimenes de EtOH absoluto y 1/10 volumen de NaAc 3 M, pH 5.2 incubando a -20°C
toda la noche. Se centrifugd 15 min a 13000 rpm a 4°C, el pellet se lavo con EtOH 70%
y se resuspendio en 30 pL de Tris-HCI 1 mM pH 7.5 o H20 mQ (bidestilada).

La transformacion mediada por PEG se realizé segun el protocolo descrito por Schaefer
et al. (1991) con algunas modificaciones puestas a punto en nuestro laboratorio. Para
obtener los protoplastos se partid de una a tres placas de tejido en estadio de protonema
de 10-13 dias, que habian sido subcultivadas sucesivamente por lo menos tres veces con
intervalos de 7-10 dias. El material vegetal se incubd en una solucion de D-manitol 8%

con Driselasa (SIGMA) 0.2% a temperatura ambiente durante toda la noche. La
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digestion se coloco sobre un colchén de sacarosa 0.44 M, se centrifugd a 80 g durante
10 min y se extrajo la interfase donde se encuentran los protoplastos. Se realizaron tres
lavados, uno con soluciéon de D-manitol 8% y dos con solucion CaPW (D-manitol 8%,
CaCl2.2H20 50 mM). Posteriormente se contaron los protoplastos en una camara de
Neubauer, siendo la concentracién ideal para la transformacion 1.6x10° por mL. Luego
se resuspendieron en solucion 3M (9.1% (0.49 M) D-manitol, 15 mM MgClz2, 0.1%
MES pH 5.6). En la transformacion se utilizaron 300 pL de la suspension de
protoplastos a los que se le agregaron 10-30 ug de ADN. A continuacion se agregaron
300 pL de la solucion PEG (40% PEG 8000, 8% D-manitol, 1 M Ca(NO3)2, 1 M Tris-
HCI pH 7.8), y se realiz6 el shock térmico a 45°C durante 5 min. Luego se incub¢ a
temperatura ambiente por 5 min y se realizd6 un lavado con la solucion CaPW.
Finalmente los protoplastos se resuspendieron en 300 uL de PRML (medio BCDAT
conteniendo CaCl2 10 mM y D-Manitol 8%) y 2.5 mL de PRMT (medio BCDAT
conteniendo CaCl2 10 mM, D-Manitol 8% y agar 0.5%), dispersados en placas de
PRMB (medio BCDAT conteniendo D-Manitol 8% y agar 1%) e incubados con luz
continua por 7-9 dias. La seleccion se realizd mediante pasaje de los celofanes con
protoplastos a placas de medio BCDAT con Hygromicina (Hyg) (SIGMA) 25 pg/mL
para la construccion pTHUDbi-DOX o Geneticina (G418, SIGMA) 50 pg/mL para la
construccion pTN83-DOXGUS.

Para la obtencion de protoplastos para analizar el desarrollo de los mismos se realizo el

mismo protocolo exceptuando el paso en el que se agregé 3M, PEG y el ADN.
3.8 Analisis de los posibles transformantes

3.8.1 Analisis de plantas transgénicas a-DOX/GUS

La correcta insercion de la construccion se verifico mediante PCR (3.6.2). Los
productos de amplificacion, tanto del fragmento 5’DOXGUS como 3’DOXGUS, se
analizaron en gel de agarosa 1%. Con el objetivo de determinar el nimero de copias de

la construccidn en el genoma se realizaron estudios de Southern blot (3.5.8).
3.8.2 Analisis de los sobreexpresantes OEDOX

Los niveles de transcriptos de a-DOX de los posibles transformantes se analizaron

mediante “Northern blot” (3.5.7) y compararon con los de plantas salvajes. Las
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extracciones de ARN de los sobreexpresantes (3.5.3) se realizaron en plantas a las que

no se les hizo ningun tratamiento.
3.9 Determinacion de la ploidia relativa por citomentria de flujo

Para determinar el nivel de ploidia de las plantas OEDOX vy las transgénicas o.-
DOX/GUS respecto a plantas salvajes de P. patens se realizo citometria de flujo. Para
esto se tomo una colonia de cada linea vegetal crecida por tres semanas en condiciones
normales y se picd con 1 mL de Woody Plant Lysis Buffer (WPB) [0.2M Tris-HCI, pH
7.5; 4 mM MgCl,.6H,0; 2 mM EDTA Na,.2H,0; 86 mM NaCl; 1 % Triton; 10 mM
K»0s5S,; 1% PVP10]. La suspension obtenida se incubd 15 minutos en bafio de hielo y
luego se pas6 a través de un filtro de 0.45 um. Posteriormente se agregd 50 uL de
RNasa (concentracion final: 1 mg/mL) y 50 pL de ioduro de propidio (concentracion
final: 1 mg/mL) y se incub6 a temperatura ambiente por 10 minutos. Esta suspension se
analizé mediante un citometro de flujo FACS Vantage (Becton Dickinson, USA) del
Servicio de citometria de flujo del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable. Este citometro estd equipado con un laser Innova 300 de emision a 488nm
(100mW de potencia durante el andlisis). La fluorescencia emitida por los nucleos
teflidos con loduro de Propidio se detectdé con una fotomultiplicadora en el canal FL2
con filtro de banda 575/26. El citdmetro se ajusté inicialmente con CRBC (Chicken Red
Blood Cells) y posteriormente con el kit “DNA QC particles” (Becton Dickinson) para
optimizar la resolucion de la deteccion de fluorescencia y chequear la linealidad del

equipo.

La adquisicion de los datos y su posterior analisis se efectud con el programa Cell Quest
(Becton Dickinson). Se emple6 el procesamiento de pulso en el canal FL2, para excluir
dobletes en graficos FL2-W vs FL2-A. La disperison lateral (SSC) se utilizd para

descartar del analisis nlicleos muy dafiados. Se analizaron 5000 ntcleos por muestra.

3.10 Determinacion de la actividad Ppa-DOX

Para realizar las medidas de la actividad Ppa-DOX se enviaron muestras de las distintas
lineas sin tratar y tratadas con la cepa SCCI1 de Pcc al Karolinska Institutet, Estocolmo,
Suecia. Dado que los 4cidos 2-hidroper6xidos son muy inestables, se miden los niveles

del 2-hidroxipalmitico y del aldehido correspondiente (C15) que se producen en las
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reacciones catalizadas por la a-DOX mediante GC-MS por el Dr. Mats Hamberg. La
suma de los valores del 2-hidroxipalmitico y del aldehido C15, corresponden a la
actividad a-DOX. 0.3 g de tejido de plantas salvajes y transgénicas a-DOX/GUS sin
tratar y tratadas con la cepa SCC1 de Pcc y sobreexpresantes OEDOX se
homogenizaron en buffer KPO4 0.1M, pH 7.4 a 0°C utilizando un Polytron. Este fue
filtrado y se incub6 con acido palmitico (C16:0) 200 uM a 23°C durante 30 minutos.
Luego se agregaron tres volumenes de una solucion en metanol de metoxiamina-HCI 30
mM y se incubaron las muestras durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién
se incorpor6 a cada una de las muestras una solucion estdndar en etanol (d2-3-hidroxi-
16:0 6.44 uM y d3-pentadecanal-metoxima 17.44 uM). Las medidas de actividad se
llevaron a cabo mediante GC-MS utilizando un detector selective de masa Hewlett-
Packard modelo 5970B conectado al cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard modelo
5890. Como gas portador se utilizo Helio a una velocidad de 25 cm/s. Las muestras se

analizaron por triplicado y como control negativo se incluyeron muestras sin C16:0.
3.11 Medida de muerte celular

Se trataron colonias de P. patens rociandolas mediante aspersion, con el filtrado de
cultivo (CF) obtenido de la cepa SCC1 de la bacteria Pcc. La muerte celular se midi6 a
las 24 h del tratamiento. Para esto se incubaron las colonias de P. patens en una
solucién 0.1% de azul de Evans (AppliChem) durante 30 min. Posteriormente se
hicieron cuatro lavados con agua desionizada para remover el exceso de colorante. El
colorante unido a las células muertas se solubilizé en 50% de metanol con 1% de SDS
durante 30 min a 60°C y se cuantifico por absorbancia a 600 nm (Oliver, et al., 2009).

También se incubaron colonias de P. patens con una suspension de esporas (1x10°
esporas/mL) de B. cinerea en solucion 0.05% de azul de Evans (AppliChem) durante 2
horas. Posteriormente se hicieron cuatro lavados con agua desionizada para remover el
exceso de colorante. El colorante unido a las células muertas se solubiliz6 en una
soluciéon 50% metanol con 1% SDS durante 45 min a 50°C y cuantifico por
espectrofotometria a 600nm (Levine et al., 1994). Luego se determind el peso seco de
las colonias tras 16 horas de secado a 65°C para determinar la relacion densidad optica a

600 nm/mg de peso seco.
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3.12 Tinciones para visualizar tejidos vegetales y fitopatogenos

Con el fin de visualizar las células de los distintos tejidos de P. patens se realiz6 una
tincidon con azul de toluidina 0.05% m/v, el cual tifie la pared celular. Las células se
observaron en un microscopio de fluorescencia invertido (Marca: Olympus, Modelo:

IX81, Camara CCD: DP71)

Para visualizar el hongo B. cinerea se utiliz6 el colorante solofenil flavina 7 gfe. Para
esto se incubaron gametoforos, infectados con B. cinerea, con una solucion de solofenil
flavina 7 gfe 0.1% en agua. Las hojas infectadas se observaron en un microscopio

Confocal Leica TCS-SP5.

3.13 Determinacion de actividad B-glucuronidasa

Para analizar la actividad B-glucuronidasa (GUS) el tejido vegetal se sumergié en una
solucion Tris 100 mM pH 7, NaCl 50 mM, Ferrocianuro potasico 2 mM, Tritén X-100
0.5 % y sustrato acido 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol B-D-glucurénico (X-Gluc) 2 mM y se
sometio tres veces a vacio durante 5 minutos. Posteriormente las muestras se incubaron
toda la noche a 37 °C en oscuridad. Tras la incubacion, se realizaron sucesivos lavados
en etanol 70 y 95 % para eliminar la pigmentacion enddgena del tejido. Luego el tejido
se mantuvo en H>O. En los tejidos donde hay actividad GUS se observa la aparicion de

color azul debido a la accidn de la enzima sobre el sustrato X-Gluc.
3.14 Analisis estadisticos

Para analizar la muerte celular en las distintas lineas frente a los tratamientos realizados
con microorganismos patdgenos, el diametro de las colonias, el largo de los rizoides y el
tamafio de las células del caulonema se efectudé una comparacion de los promedios por
medio de un andlisis no paramétrico de variables independientes. Para dicho fin se

utilizé el programa estadistico STATISTICA, version 5.0.
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4. Resultados

4.1 Analisis de la expresion de Ppa-DOX mediante la utilizacion del

gen reportero f-glucuronidasa (GUS)

4.1.1 Obtencion del vector de reemplazo para el analisis de la expresion de

Ppa-DOX mediante la observacion de actividad GUS

Con el objetivo de analizar la expresion de Ppa-DOX en células y tejidos vegetales se
construyd un vector de reemplazo alélico para generar plantas transgénicas en las que el
gen Ppa-DOX queda fusionado al gen reportero GUS bajo el control del promotor
enddgeno de Ppa-DOX. Para la obtencion de la construccion, se utilizod el plasmido
pTN83 (Tomoaki Nishiyama & Mitsuyasu Hasebe). Este plasmido posee el gen
reportero uidA que codifica para la enzima B-glucuronidasa (GUS) y el “cassette” de
seleccidon que confiere resistencia a kanamicina. También tiene incorporados dos sitios
de multiclonado, uno en posicién 5’ respecto al gen uidA y otro 3’ respecto a la

secuencia del “cassette” de seleccion.

A partir de la secuencia genomica de Ppa-DOX (Figura 12) se disefiaron los
oligonucleotidos especificos DOXGUSS’ fw (cebador sentido), en el que se cred un
sitio de restriccion para la enzima Sacll y DOXGUSS’ rv (cebador antisentido), que
posee un sitio de restriccion para BamHI; DOXGUS3’ fw (cebador sentido) y
DOXGUS3’ rv (cebador antisentido).

CCTGGATTGGGTATTTATAAAACCGTAAGCCACCTCGGTTGCGACGTCACTGGACATATTTGCTGGCGAAGTGGGTGAAGCGTT
GGTGCTTTATGCGTTTGCGTAGACAAGCTCGAGTGTGGAGTAACGTTGGGTCAGTTGCTGGGGATCGACAGTGATTGATTGCA
GGTTGAGTTGGTCTCAGAGGGTTTGATCAACATGGGACAAGTTTTCGGAGCTCTGACTTCGTGGATGGTGCTCCCAGATCTTCG
ACCCACGTACAGACAGATGAGCTTCGTTCACGAAACCATGTTTCTCGTGAGCACTCACCACCTTCGCCGATGCCCCTCGTATGTG
ATTGGATTGTTCACACCAAGGAATGTGTCGTTATGTTCGAAATGCCCATGTTTTGAACATCATGCTTCACGTACCATGTCTTTTAG
GTATTGAGGACCGGTCGATTGGCAGATCATAATAAGTTTCGGGATTCAAGGTTTCGAGACCGGCTCTGTAAATGTTCGACAACC
AAATACTTGTATACGACGTTGAACACACTTCAAGTGTAGTAATTCTTTCAAATCACATCCATTGCAATTTAAGATACTCCACCAGG
TAGATGCCAACAAGGAAGTATACTTGCTGAATATCCGGAACCTCATCGAATTGTTGCTCTTTTTCAAGAACAGAACCGCAGAAA
AGTGACATAGAAGTTTGAAAAGGTTCTGCTCATTTTAACGGTGATTATGTCGACTGAATGGGTGTTGAACTTTCATGGGGTAGT
TTCCTTGGGGCTTGACTGTGTAGGGGCTGTCATCGATGTTCTCGCGCTTCATTATGCATCTTCGTTCAGGATGCCTCACTTGGATA
AATTCGCTACTAACAAGCTCGTGATAAATCTGCATCAAACCACAGCATGCGTTCCACATGGCCTTTGCAGCCAAGCGATTGTAGA
TTACTAGTATTGTCTGCAGCCAATTCTCTGACACCAGAATCTCTGACTAAAAAACTGAACCATCTCGTCCCCCAACAGGTAGTGC
ACTTCTCCGACCGCTTCTGGAGATGGTACAACACCCCTGTTGTGTTCGGTCTGTTGTACCTGGAACTTCGACGAACTATTCAGCA
GAACTACAACCTCATAGCTGTCGGAAATGCGAAGGATCGCAATCTCCAGGTTCCAACTCCAAGTCGAATGGCGGTTGTCAATTA
TATTGATCAACCAGGAAGCAGTAGCCACACCACATTTGATGAGGAAGATTATGCTGGCTTCTTTGGGCGCAACATGGGGCCTCA
AAAGAGCGAGGTGCACCTCTCTGACACTTATAATTGATCAATATGGTATAGCTTGCTAGGGGCGTAATAGCATTCGGTAAGTAC
TAGAGTTAGCAAACTGCAAACTGATCTCTGTTCGTCGTTGTGTGCAGCTGGTCAACCCCCATCCATCTGTTGTGGCCGCGAAGTT
GCTATCTAGGACGGAATTGAAAGATTACGGAAAACAATTTAACATGATAGCTGCTTCATGGATCAACTTCATGATTCACGACTG
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GGTTGATCACCTAGAGGAATTGAGCAAGGTGCAATTCATCATTAGTAACCATGGCTAGAAACTCATGTGCTCACTGATCAAACT
TGAAACTCGAACTGAACAGAATCTAACAGTGCCAGTTCTGGTGCTCAGGAAGTCGAGATTACGGCTCCACCCTCTGTTTCGGCG
CAGTGTCCTTTGAAGAATTTCATGTTTTACCCTACGAAGGAGGTTCCTGCAGGCAACAACGTGACCGGTCACATCAACACTCGAA
CACCTTGGTGGTACGGTTCCTCTGGGAGGAAGGCTTAATTTCCAAATAAAAATGCCACTAAGCTCTGCTTTCCGAAAGACAAGC
TAATTGAGTAGAATTATGTGTATGTTGTGACGAGCAGGGACGCAAGTGTAATCTACGGAAGCACTAAAGAAGCCGAGCGTAAT
GTTCGAACATTCCGAGACGGCAAGCTCAAGGTCCGACCAGATGGTTGGCTAATGACCGACGAGGACAACCTCCCGGTCACTGG
CGACATCCGCAACCTCTGGGTCGGAGTGGCGATGCTCCAATCTCTGTTTATTGCAGAGCACAACATGGTCTGCGATACAATCAA
GGTCAGTCACATATGAAGCGCAATTTCTCCTCCACACCTTGTTAGCCACGACTAGTTGAGGTTTAATGCTGCAGACTTGCTGCGC
GGTGCTGGGACTTACCAACGAATTCCTCCAAACGTCTCCCGCTTTGAACAGAAAGCGCATCCAGACTTCAATGACGAGGAGCTC
TTCCAGCACGCCAGGGTTGTGACTGCTGCGGTACTCGCGAAGATCCACACTATTGACTGGACGCCGCAGCTGCTGAAGAACAAT
GTCTTGCTCGCAGCAATGCGTGCCAACTGGTAAGCTAATGTGCCCTCAATCATCTTTAGAAACGGAGATCACAACGTGCACATG
AACATTCGAATCTTATGAATGTTGTCTCACGTCCATCATGTTTTACTCACTTCCTGCACGAGGCTCTGTCTGTCATAGGTATGGAT
TGTTGGGAAAGAGATTCAAGGATACGTTCGGCACTACTCCTATCTCGCTCTTGAGTGGGTTGGTCGGCATGAAGAAACCAGTGG
ATCATGGTGTGCCHINB TN NI T T ETTTACAGCAGTGTACCGGTTACATCCTTTGCTGCCTGAGAAGATTGACATTAA
GAACATTACGGCAACCGCGEGCAGTAGCCTACACACACCACCAACCGTAGACGAGTAAGTCCGTTCCTTCGTGGCCAGTTTATC
GAACATTTAACCCATTGACAAGAAGCTCCCAAACAAGAGAAAGGAGTTCAATGATTTGACATTTAAACATTGGCAGGATTGCTG
TGCCTGAGCTGCTTGGAAACAAGGGGAACGACAAGGCACTGAAACTTGGGTTGAAGACGCTTCTCACATCTCTAGGACATCAA
TCCGCAGGAGCTTTACAATTGTTCAATTACCCTCAATGGATGCGGGAAGTGACCTCTCAGAACAGGGACGGTACTGACCGGCCG
GACAAGGTGGACATGGCCAGCCTTGAGAGTAAGTGTATCATTGTAAGAATATCCAGCATAATTCAGTCTGCGGTGATATAATTG
TGCATAAGAATATTGCTATCAAGTGTTAAGTGCATTCGCAACGTTGCTCTTGCAGTTTATCGAGACCGGGAGCGCTCTGTGGCTC
GCTACAACCAGTTCCGAAGGAACTTGGTGATGCCCACCATTGGGAAGTGGGAAGATTTGACAGAAGACAAGCAAACGCTAGCA
ATTCTTCGCGAGCTTTACGGCAACAATGTGGAGAGCCTTGATTTGCTAGTAGGGCTGCTGGTGGAGAAGAAACCCCCAGGGTTT
GCCATCAGCGAGACTGCCTTCGTCATTTTTGTTCTCATGGCCTCCAGGTGACGGTGTACACGACGCTCAAATTTTATTTCATGAGT
CCATAGAAGTGATGCTGACCCATATTAACCTACTGGTTCCAATCGCTGGCCAATTTGTGTTTCTCTGTGCAGGCGTTTGGAAGCG
GATCCGCTTTTTACTTCACACTTCAACGAAAAAGTGTATACCGAGGAGGGATTGAAGTGGGTGAACACCACGGAGGGCCTCAA
GGATGTGCTGCGTCGCCACCATCCCGAGCTGGTGGGAGACTGGATGACGGCATCTTCGGCATTCTCGCTATGGAATCAGACACC
AGAGAAGCCGAGTTGGATCCCTTTGTACCTCCGCTGGGGCGCGAACTCCCCTGCAGCGAGCTCCTGAAGACCTACGGCAGACT
GCCAAAACGAATATGTCGTTGATCTCAAGCLTGTAGAGATATAGAGGAAACATAGTTGTCTTAAATTTGTATATTGCCTATTGTG
CATATTGAAAACCCAGTTGTAATTCTTCATCATGAATTTCATATCCTTTCTATGCAGTACTTTCAAGTGCTGTGCCCATTGACTCAT
TTCTTGACCTGGCTACAGTGAAAGATGTGAAGAGCTTCTCAAAGTTGAGTGCATGTATCGTAACAAGGTTGTTGGCGTACAAAG
TTTCGTACAAGTTTGCTGAGAGTTTGCAGACCATGAGAAATACTATGTCCATAGAATACGAAGAAGGCATTTTCAAGACAGTCG
GTGGTTCTCTGGTGGTTACAGGAATCTGAAGCTGTGGGGGATTGCTCCGAGGTAGATGCGTGCACACGTGATAATTGACAGTC
TAACTCACTACCCCGGACAATTAAATTACTTTTAATTTGGTTTGGCATGCACTTCAATTTTAAAATACACAGCACTACACTGCACA
TTTCTATTATTTTCTCATAATGAGACCGGGCCACGAGGTGAGGTTCTCGGTGGTTCCGGATGCACAATCCGATGTTTCCTAATTG
ACTGGTTGCAGGCCAAGACAAAGATGAGACGGAAATACTTCAACGCTGTAAGGTATACTCCGGTGAATACCAAATGAGAAGCA
TACTGTTCACAGTTAGAAGCGGACAAGGACTCGAATGCAAGGGACTGAATTACGCACCACCCATGAACAAAACAAATGGAAGA
TGAACTTGTTAATATTCTTATCGAAATTATTAGCTTCCGGTTTCCTAGGAACGGTTGAGGTGGCCAGTTCTCCACTTGAGAAATTC
TCTATCCATCGATCAAAAATGTAGTAAGATTTACTAAACTAAGGCAAAGAAGAGAAGAACGGACCGCCCAGCTTTGCTACGGCG
GTAACAGCTGCTTTCCTTGAGGCCTCTCCAATTGTCCAGCAGATAACGATTTCTCGCAGTCGGAAGCAAGACGAAATTGAATCCT
CGAgAGAACTGGTGAAATTGGCTGCCTTACTTGGACGCCGG NN I T oo N (eeesCCAAGCAGACGCCAGCCCGCTG
AGACCCAGCGTGATGGTGTGCGACACGAAGGGGTTAGGATCCACAACGGCAAGCGCAATGAAGAGGTCCGCCGTCTTGGCTA
TGATGGAACTGACCGCCATTACCCTCTGCAACCTGATGGAGGAAAGTTTTGCCTTCAAGCTCTTGATCTGCTCCCCCGTTGCTGA
ATCCTCCATCAACGGGGCACGTGCTTGGTCCTCAGACTTCACCAGCTTAGCCAACTGTTTTTTGAGCTCTACCTCAGTCTTCAAGC
cce

Figura 12. Secuencia genomica de Ppa-DOX. En verde se sefiala la region 5’UTR, en celeste los exones, en blanco
los intrones y en rosado la regiéon 3’UTR. Las regiones amarillas corresponden a los oligonucleétidos utilizados para
amplificar la region 5’DOXGUS y 3’DOXGUS. Las regiones violetas con letras blancas representan los

oligonucleotidos utilizados para chequear la correcta insercion de la construccion.

El primer paso para obtener la construccion fue amplificar un fragmento 5°, utilizando
los oligonucledtidos DOXGUSS’ fw y DOXGUSS’ rv, a partir del plasmido pBSKS-
DOX1.5 en el que se encuentra subclonado Ppa-DOX empleando Pfu polimerasa. Se
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obtuvo un fragmento de aproximadamente 1000 pb, denominado 5’DOXGUS (Figura
13A), el cual se purificd. Este fragmento se fosforild, purificd y digirid6 con Sacll.
Posteriormente se purificod el fragmento y se cuantific6 mediante un Nanodrop modelo
Nanodrop1000 spectophotometer Thermo. El plasmido pTN83 se digirié con BamHI y
se verificd la digestion en un gel de agarosa 1% (Figura 13B). Luego se inactivo la
enzima incubando durante 20 minutos a 80°C y se tratd con klenow, para generar
extremos romos. El plasmido se aislo de gel, se digirid6 con Sacll y se purifico
nuevamente a partir de gel. Luego se cuantific6 mediante Nanodrop modelo
Nanodrop1000 spectophotometer Thermo scientific. Posteriormente se ligé el
fragmento 5’DOXGUS a este plasmido y con la mezcla de ligacion se transformaron
células competentes E. coli DH10B. Se seleccionaron las colonias transformantes con
resistencia a ampicilina y se confirmé la presencia de inserto mediante restriccion con

las enzimas Sacl y BamHI (Figura 13C).
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Figura 13. Amplificacion, clonado y confirmacion de la presencia de inserto correspondiente a la region
5’DOXGUS. A) carril 1: producto de PCR correspondiente al fragmento 5’DOXGUS. B) carril 2: plasmido pTN83
digerido con BamHI. C) Analisis de la presencia de inserto en el plasmido pTN83 mediante digestion con Sacl y
BamHI. Carril 3: pTN83 sin digerir. Carriles 4-10: plasmido obtenido de los distintos clones digerido. Carriles 4-8 y
10 representan clones positivos. D) Representacion esquematica del extremo 3’ de Ppa-DOX. Los cuadrados grises
representan los exones, las lineas negras los intrones y la linea rosada el extremo 3’UTR. El circulo representa el

codon de inicio y el triangulo el codon stop. Las flechas rojas y negras indican los cebadores utilizados para la
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amplificacion de los fragmentos 5’DOXGUS y 3°’DOXGUS. Las flechas rojas representan los cebadores usados para
la amplificacion del fragmento 5’DOXGUS. a: DOXGUSS5’fw, b: DOXGUS5’rv, c¢: DOXGUS3’fw, d:
DOXGUS3’rv.

Se detectaron seis clones positivos, carriles del 4 al 8 y carril 10, en los cuales se
observo un inserto del tamafo esperado (aprox. 1000 pb) (Figura 13). Se eligié uno de
estos clones, denominado pTN83-5"DOXGUS, del cual se guardaron gliceroles y se
obtuvo plasmido puro. Este clon se secuencid utilizando el oligonucle6tido GUS-R3 el
cual hibrida con la secuencia 5’ del gen GUS del vector pTN83 (Tabla 1, Figura 20) y a
partir de la secuencia obtenida se verifico la presencia del inserto deseado y se

corrobor6 que el gen Ppa-DOX estuviera en fase con el gen uidA (Figura 14A y B).

10 20 30 40 50 &0 70 B0 80
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alfa-DOX GTATGEATTETTGEGAAAGAGATTCARGGATACGTTCEGCACT ACTCCTATCTCECTCTTEAGTCEETTGETCGECATGAAGARACCAGT
SecGUS-R3

100 110 120 130 140 150 160 170 1a0
alfa-DOX GGATCATGGTGTGCCCTACTCACTCACAGAGGAGT TTACAGCAGTGTACCGETTACATCCTTTGCTGCCTGAGAAGATTGACATT.
SecGU5-R3

190 200 210 220 230 240 250 260 270
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alfa-DOX CATTACGGCAACCECGEGCAGTAGCCTACACACACCACCAACCETAGACGAGTAAGTCCETTCCTT CETGECCAGTTTATCGARCATTTA
SecGUS-R3
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B)

AGGAACTTGGTGATGCCCACCATTNGGAAGTGGGAAGATTTNACAGAAGACAAGCAAACGCTAGCAATTNTTCG
CGAGCTTTACGGCAACAATGTGGAGAGCCTNGATTTGCTAGTAGGGCTGCTGGTGGAGAAGAAACCCCCAGGGT
TTGCCATCAGCGAGACTGCCTTCGTCATTTTTGTTCTCATGGCCTCCAGGTGACGGTGTACACGACGCTCAAATTTT
ATTTCATGAGTCCATAGAAGTGATGCTGACCCATATTAACCTACTGGTTCCAATCGCTGGCCAATTTGTGTTTCTCT
GTGCAGGCGTTTGGAAGCGGATCCGCTTTTTACTTCACACTTCAACGAAAAAGTGTATACCGAGGAGGGATTGAA
GTGGGTGAACACCACGGAGGGCCTCAAGGATGTGCTGCGTCGCCACCATCCCGAGCTGGTGGGAGACTGGATGA
CGGCATCTTCGGCATTCTCGCTATGGAATCAGACACCAGAGAAGCCGATCCCC CGT GGT CAG TCC CIT ATG
TTACGTCCTGTAGAAACCCCAACCCGTGAAATCAAAAAACTCGACGGC

Figura 14. A) Alineamiento de la regién comprendida entre el séptimo exén y el codén stop de Ppa-DOX y la
secuencia obtenida con el cebador GUS-R3. B) Reverso y complementario de la secuencia obtenida con el cebador
GUS-R3. En rojo se sefiala la secuencia correspondiente al gen Ppa-DOX y el subrayado representa el gen uidA. En

verde se muestran los codones de Ppa-DOX en fase con el ATG de uidA.

A continuacion se procedid a clonar un fragmento 3’ correspondiente a la region 3’
UTR de Ppa-DOX. Para esto se amplifico a partir de ADN gendémico de P. patens y
utilizando los oligonucledtidos DOXGUS3’ fw y DOXGUS3’ rv un fragmento de
aproximadamente 1000 pb (Figura 15A). Este fragmento denominado 3’DOXGUS, se
purifico , se cuantifico en gel de agarosa 1% y se ligé al plasmido pGEM-T Easy. Con
la mezcla de ligacion se transformaron células competentes E. coli DH10B y se
seleccionaron las colonias transformantes con resistencia a ampicilina y la presencia de
inserto se verificod por restriccion con EcoRI (Figura 15B). Se obtuvieron 5 clones

positivos, se selecciond uno del cual se guardaron gliceroles y se obtuvo plasmido puro.

Posteriormente se digirid6 el pGEM-T con inserto con la enzima EcoRI y el plasmido
pTN83-5"DOXGUS con Pstl (Figura 15C). Tanto el plasmido digerido como el inserto
se purificaron a partir de gel y se trataroncon klenow para generar extremos romos.
Luego el plasmido y el inserto se purificaron y el pldsmido se desfofosforild, para
evitar que se religue y se purifico nuevamente. Ambos se cuantificaron mediante gel de

agarosa (Figura 15D).
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Figura 15. Amplificacion, clonado y confirmacion de la presencia de inserto correspondiente a la region
3’DOXGUS. A) Carril 1: Producto de PCR correspondiente al fragmento 3’DOXGUS. B) Analisis de la presencia de
inserto en el plasmido pGEM-T Easy mediante restriccion con EcoRI. Carriles 2-7: plasmido obtenido de los distintos
clones digerido. Carril 8: pGEM-T Easy sin digerir. C) Digestion de pTN83-5’DOXGUS con Pstl y de pGEM-T-
3’ DOXGUS con EcoRI. Carril 9: pTN83-5"DOXGUS digerido. Carril 10: pTN83-5"DOXGUS sin digerir. Carril 11:
pGEM-T-3’DOXGUS digerido. Carril 12: pGEM-T-3’'DOXGUS sin digerir. D) Cuantificacion del plasmido y
fragmento purificados. Carril 13: pTN83-5’DOXGUS. Carril 14: 3’ DOXGUS. E) Analisis de la presencia de inserto
en el plasmido pTN83-5’DOXGUS mediante restriccion con HindlIll. Carriles 15-18 plasmido obtenido de los
distintos clones digerido. F) Representacion esquematica del extremo 3’ de Ppa-DOX. Los cuadrados grises
representan los exones, las lineas negras los intrones y la linea rosada el extremo 3’UTR. El circulo representa el
codon de inicio y el triangulo el codon stop. Las flechas rojas y negras indican los cebadores utilizados para
amplificarlos fragmentos 5’DOXGUS y 3’DOXGUS. Las flechas rojas representan los cebadores usados para la
amplificacion del fragmento 3°’DOXGUS. a: DOXGUSS5’fw, b: DOXGUS5’rv, ¢: DOXGUS3’fw, d: DOXGUS3’rv.
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El fragmento 3’DOXGUS vy el plasmido pTN83-5"DOXGUS purificados se ligaron y
con la mezcla de ligacion se transformaron células competentes E. coli DH10B. La
seleccion de las colonias transformantes se realizd con ampicilina y la presencia y
orientacion del inserto se cheque6 mediante restriccion con HindlIIl (Figura 15E). Esta
enzima corta el fragmento 3’DOXGUS, en un sitio generado con el cebador
DOXGUS3’ fw, y también corta en el plasmido pTN83-5’DOXGUS por lo que se
espera obtener como resultado de la digestion un fragmento de aproximadamente
1000pb. Aunque las digestiones fueron parciales en todos los plasmidos, se logro
detectar un clon con inserto del tamafio esperado (1000 pb) en el carril 15 (Figura 15E).
Este clon se denomindé pTN83-DOXGUS. De este clon se guardaron gliceroles y se
obtuvo plasmido puro. Al secuenciar la construccion utilizando el oligonucleotido Ter-
pTN83 que hibrida con la secuencia del terminador del gen nptll del plasmido pTN83
(Tabla 1, Figura 20), se verifico la presencia y correcta orientacion del inserto clonado

(Figura 16A y B).
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B)

TTCTTACTCTAAAGATAAAAGATCTTTCAAGATCAAAACTATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCCCT

CACACCGGTGACGGGGATCGGGCAATTCGATTTGTCGTTGATCTCAAGCTTGTAGAGATATAGAGGAGACATAGT

TGTCTTAAATTTGTATATTGCCTATTGTGCATATTGAAAACCCAGTTGTAATTCTTCATCATGAATTTCATATCCTTTC
TATGCAGTACTTTCAAGTGCTGTGCCCATTGACTCATTTCTTGACCTGGCTACAGTGAAAGATGTGAAGAGCTTCTC
AAAGTTGAGTGCATGTATCGTAACAAGGTTGTTGGCGTACAAAGTTTCGTACAAGTTTGCTGAGAGTTTGCAGACC
ATGAGAAATACTATGTCCATAGAATACGAAGAAGGCATTTTCAAGACAGTCGGTGGTTCTCTGGTGGTTACAGGA
ATCTGAAGCTGTGGGGGATTGCTCCGAGGTAGATGCGTGCACACGTGATAATTGACAGTCTAACTCACTACCCCG
GACAATTAAATTACTTTTAATTTGGTTTGGCATGCACTTCAATT

Figura 16. A) Alineamiento de la regién comprendida entre el Gltimo exon y el 3°'UTR de Ppa-DOX y la secuencia
obtenida con el cebador Ter-pTNS83. En negro se subraya el codon stop de Ppa-DOX. B) Secuencia obtenida con el
cebador Ter-pTN83. En rojo se sefiala la secuencia correspondiente al gen Ppa-DOX vy el subrayado representa la
secuencia del terminador que posee una sefial de poliadenilacion del virus del mosaico de coliflor. Las letras violetas

representan la secuencia correspondiente al pGEM-T Easy.
Se obtuvo el pldsmido pTN83-DOXGUS el cual tiene clonado un fragmento
5’DOXGUS, homdlogo a una region 3° del gen Ppa-DOX, en fase al gen uidA y un

fragmento 3’DOXGUS, homologo a una zona de la region 3’UTR de Ppa-DOX. Este

vector fue el utilizado para transformar protoplastos de P. patens salvaje.
4.1.2 Transformacion de protoplastos de P. patens

Se realizaron varios experimentos independientes de transformacion de protoplastos de
P. patens salvaje mediada por PEG utilizando la construccion pTN83-DOXGUS
(Figura 17). El PEG actia estimulando la compactacion y agregacion del ADN

aumentando asi su incorporacion en los protoplastos.

Sacll 20

B'DOXGUS
BamH| 50

b uidA (GUS gene)

pTHNE3DOXGUS

NosTer

I'DOKGUS !

4370 cassette nptll modificado

Figura 17. Esquema del plasmido pTN83-DOXGUS
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Para la transformacion se partié de material vegetal en estadio de protonema de entre 10
y 13 dias, del cual se obtuvieron los protoplastos mediante digestion de la pared celular
con driselasa y se utilizaron 1.6x10° células. Estas se transformaron con 20 pg de ADN
lineal obtenido a partir de la digestion del plasmido pTN83-DOXGUS con la enzima
Kpnl. El plasmido digerido se precipitd y cuantifico en gel de agarosa (Figural8).

A/Pstl pTN83-DOXGUS
pb

11501
5077

2838
1700

1093
805

Figura 18. Cuantificacion en gel de agarosa 1% tefiido con BrEt del plasmido pTN83-DOXGUS digerido con Kpnl 'y

precipitado.

Luego de realizada la transformacion, los protoplastos se regeneraron durante 7-10 dias
en medio PRMB/PRMT. Pasado este tiempo se transfirieron a medio selectivo con el
antibiotico geneticina (G418) 40 pg/mL. Luego de unas semanas aquellos clones sin
transformar mueren, los restantes son transferidos a medio sin antibiotico y luego de
unas semanas se llevan nuevamente a medio con seleccion (Figura 19). De esta forma se
favorece que los clones inestables, clones que presentan un crecimiento en medio con
antibiotico mas lento en comparacion a aquellos que tienen un ritmo de crecimiento

similar al de plantas salvajes, pierdan la resistencia.
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Figura 19. Crecimiento de los clones transformantes de P. patens que sobrevivieron a la primera etapa de seleccion

creciendo en medio normal con celofan.

Se obtuvieron en total 22 clones al finalizar las etapas de seleccion.
4.1.3 Analisis de los transformantes mediante PCR

Se realizaron extracciones de ADN gendmico a partir de plantas salvaje de P. patens y
de los 22 clones que sobrevivieron las etapas de seleccion con el antibidtico G418. Con
este ADN se analiz6 mediante PCR la correcta insercion de la construccion en el
genoma de P. patens. Para ello se utilizaron cebadores especificos del transgen y

cebadores que hibridan en la secuencia gendmica de Ppa-DOX (Figura 20).

Q v
. T T T EE T T T ..
1
R e il = s il s S e s |
| |
[’CﬁF I uidA Ter p35S nptll Ter | 3'DOXUTRrv
s T T T R T <
—— || |——1 [pi=
5= i T TNE3
g nsenptll Ter-
GUS-R3 sensenp P 500 pb

Figura 20. Representacion esquematica de la secuencia genémica salvaje del gen Ppa-DOX y de la construccion
génica. Los cuadrados grises representan los exones, las lineas negras los intrones y las lineas azules los extremos 5’
y 3> UTR. Los circulos indican la posicion del codon de inicio y el triangulo el codon “stop”. La posicion de los
cebadores utilizados para el analisis por PCR de plantas salvajes y clones transformantes estan indicados con flechas

negras.

Se procedi6é a confirmar que la construccidon se insertd correctamente utilizando los
cebadores DOX3F y 3’ DOXUTRrv por fuera de la construccion y los cebadores GUS-

R3, especifico del gen uidA y sensenptll, especifico del “cassette” de seleccion nptll. El

57



Resultados

tamafio esperado de los productos de amplificacion utilizando los pares de cebadores

DOX3F GUS-R3 y sensenptll 3’DOXUTRrv es de 1000 y 2000 pb, respectivamente.

Como se indica en la Figura 21A se obtuvo producto de amplificacion del tamafio
esperado, con el conjunto de cebadores DOX3F GUS-R3, solamente para los clones 12
y el clon 11, aunque en este Ultimo se obtuvieron ademas productos inespecificos de
menor tamafio. En la Figura 21B se observa que para el conjunto de cebadores
sensenptll 3’DOXUTRrv se obtuvo el producto de amplificacion esperado para los
clones 2, 12 y 13. Aunque en la Figura 21A no se observo amplificacion para el clon 2
en otro ensayo de PCR se obtuvo el producto de PCR del tamafio esperado con el
conjunto de cebadores DOX3F GUS-R3, aunque se observd ademds una banda de
menor tamafio (Figura 21C). Con el mismo conjunto de cebadores se obtuvo también
una banda del tamafio esperado para los clones 3 y 4 observandose ademds en ambos
clones una banda de menor tamafo. También se observd el amplicon del tamafio
esperado con el conjunto de cebadores sensenptll 3’DOXUTRrv para el clon 2 aunque
en este caso también se obtuvieron bandas adicionales de menor tamafio tanto en el clon
2 como en plantas salvajes (Figura 21C). En la Figura 21B no se observaron estas
bandas de menor tamafio para el clon 2 en la Figura 21C, indicando que estas bandas
adicionales corresponden a ADN contaminante. No se observaron bandas del tamafio
esperado para los clones 3 y 4 con los cebadores sensenptll 3’DOXUTRrv (Figura
21C). Para el clon 1 no se detectd banda del tamafio esperado con ninguno de los pares
de cebadores pero se observd una banda de menor tamafio para el par de cebadores
sensenptll 3’DOXUTRrv. En la Figura 21A y B no se observo producto de PCR en el
salvaje con ninguno de los conjuntos de cebadores como era de esperar ya que este
carece de la construccion. La presencia de productos de PCR en el salvaje en la Figura
21C indica la presencia de ADN contaminante. Para los clones restantes no se obtuvo
producto de amplificacion con ninguno de los pares de cebadores (no se muestran en la
figura). La no amplificaciéon de algunos transformantes con los dos conjuntos de
cebadores, no descarta la posibilidad de que sean transformantes verdaderos, ya que la
ausencia del producto de PCR puede haberse debido a otros factores tales como poco

molde para la reaccion de PCR y/o la presencia de agentes inhibidores de la misma.
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Figura 21. Geles de agarosa 1% tefiidos con BrEt. A) Analisis por PCR de plantas salvajes y transformantes o-
DOXGUS con el conjunto de cebadores DOX3F _GUS-R3. Carriles: 2, 8, 11, 12, 13, 14: clones a-DOX/GUS, wt:
plantas salvajes, (-) control negativo. B) Andlisis por PCR de plantas salvajes y transformantes a-DOXGUS con el
conjunto de cebadores sensenptll 3’DOXUTRrv. Carriles 2, 8, 11, 12, 13, 14: clones a-DOX/GUS, wt: plantas
salvajes, (-) control negativo. C) Analisis por PCR de plantas salvajes y transformantes a-DOXGUS. Carriles: wt:
plantas salvajes; 1, 2, 3, 4: clones transformantes o-DOX/GUS; (-) control negativo. En los carriles (5°) se realiz6 la
PCR con el conjunto de cebadores DOX3F GUS-R3 y en los carriles (3’) con el conjunto de cebadores
sensenptll 3’ DOXUTRrv. Las flechas blancas sefialan las bandas de los tamafios esperados y las flechas rojas

sefialan las bandas contaminantes.

Por lo tanto, los resultados mostrados confirman que la construccion se insertd
correctamente en el genoma de P. patens en los clones 2 y 12, denominados o-

DOX/GUS 2 y a-DOX/GUS 12 respectivamente.
4.1.4 Analisis por Southern blot

Para corroborar la insercion de la construccion en el sitio del genoma de P. patens
correspondiente al gen Ppa-DOX se realizé un analisis por Southern blot. Diez pg de
ADN gendmico de P. patens salvaje y transgénicas a-DOX/GUS se digirieron con la

enzima Styl, se separaron en un gel de agarosa y transfirieron a una membrana de nylon.
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La membrana se hibridé con una sonda de 1800 pb, correspondiente a un fragmento
obtenido de la digestién del plasmido pTN83-DOXGUS con St/ que hibrida con la
region 3’ del gen nptll y con 900 pb aproximadamente del fragmento 3’DOXGUS. En
la Figura 22A se observa el patron de digestion esperado para el genotipo salvaje y para
los clones a-DOX/GUS. También se observa la ubicacion de la sonda. En la digestion
del ADN gendémico con Styl la sonda hibridaria con un fragmento de 2800 pb en P.
patens salvaje, mientras que en los clones a-DOX/GUS la sonda hibridaria con un
fragmento de 1800 pb. En la Figura 22B se muestran los resultados obtenidos que
indican que en el genotipo salvaje la sonda hibrid6 con un fragmento de ADN del
tamafo esperado. Para los clones a—DOX/GUS se obtuvo el patron de hibridacion
esperado solamente para el clon 12, detectdndose una unica banda de 1800 pb, lo que
indicaria que la construccion se insertd en copia Unica en el genoma de P. patens. Para
los clones 2, 11 y 13 ademads de la banda del tamafio esperado se pueden ver bandas de
mayor tamafio. Estos resultados sugieren que la construccion se inserté en mas de una
copia en el genoma de P. patens. En los carriles correspondientes a los clones 8 y 14 no
se observaron bandas. Tampoco se observaron bandas para el clon 4 (resultado no
mostrado). No se logré obtener en el mismo andlisis de Southern blot el patrén de
digestion de plantas salvajes y del clon 12 y por eso se hizo una foto conjunta (Figura

22B).
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Figura 22. A) Representacion esquematica del gen Ppa-DOX en el genoma de P. patens salvaje y trangénicas
DOXGUS. Se muestra la sonda utilizada para el Southern blot y los sitios de restriccion de la enzima Styl (SI). B)
Andlisis de Southern blot de P. patens salvaje y transgénicas a-DOX/GUS. 10 pg de ADN gendmico se digirieron
con Styl. E1 ADN se separ6 en gel de agarosa 0.8% y transfirié a membrana de nylon cargada positivamente, la que
se hibrid6 con una sonda de 1800 pb. A la izquierda se indican los tamafios del marcador de peso molecular. wt: P.
patens salvaje. DOXGUS 2, 8, 11, 12, 13, 14: clones transgénicos a-DOX/GUS. La sonda que se utilizé fue marcada
con a-[32P]dCTP. La flecha negra indica la banda esperada para el genotipo salvaje y la flecha roja sefiala la banda

esperada para plantas transgénicas a-DOX/GUS.

Dado que el método de transformacion de P. patens empleado involucra la generacion
de protoplastos, los cuales al regenerarse pueden fusionarse y por lo tanto podemos

obtener plantas provenientes de protoplastos fusionados (Schween, 2005). Estas plantas

61



A)

Resultados

tendran afectados los niveles de ploidia por lo que es importante el chequeo de los

mismos en los clones transformantes en comparacion con plantas salvajes.

Se chequearon mediante citometria de flujo el nivel de ploidia de las plantas
transgénicas en comparacion con el plantas salvajes. Este estudio mostré que las plantas
transgénicas a-DOX/GUS2 y a-DOX/GUS12 son haploides al igual que las plantas
salvajes (Figura 23).

2] M1 M4

Figura 23. Diagramas de citometria de flujo. A) Plantas salvajes. B) a-DOX/GUS 2. C) a-DOX/GUS 12.

4.1.5 Analisis de actividad Ppa-DOX

Mediante andlisis por GC-MS se determind la actividad Ppa-DOX de plantas
transgénicas a-DOX/GUS 2, 12 y salvaje sin tratar y tratadas con el CF de la cepa
SCCI de Pcc (medidas realizadas por el Dr. Mats Hamberg; Karolinska Intitute, Suecia)

(Figura 24). Las medidas se realizaron por triplicado.
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Figura 24. Homogenizados de P. patens se incubaron 30 minutos a 23°C con el 4cido graso C16:0 y se determino los

niveles del acido 2-hidroxipalmitico y su aldehido correspondiente (C15) mediante GC-MS. Las medidas de actividad
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corresponden a la suma de ambos productos. wt: plantas salvajes; wt SCC1: plantas salvajes tratadas con el CF de la
cepa SCC1 de Pcc; DOXGUS 12: transgénicas a-DOX/GUS 12 DOXGUS 12 SCCI1: transgénicas a.-DOX/GUS 12
tratadas con el CF de la cepa SCCI1 de Pcc; DOXGUS 2: transgénicas a-DOX/GUS 2; DOXGUS 2 SCCl:
transgénicas o-DOX/GUS 2 tratadas con el CF de la cepa SCC1 de Pcc; wt s/sustrato: control realizado con un

homogenizado de P. patens salvaje sin el sustrato C16:0.

Se realizaron dos experimentos independientes de medidas de actividad. En uno de
estos experimentos se observd que el clon denominado a-DOX/GUS 12 no presenta
actividad Ppa-DOX, mientras que si se detecto actividad para plantas salvaje sin tratar y
tratadas con el CF de la cepa SCC1 de Pcc, la cual aumenta respecto a plantas control.
En el segundo ensayo se determind que el clon a-DOX/GUS 2 presenta actividad a-
DOX y esta tiene un leve aumento frente al tratamiento con el CF de Pcc cepa SCC1. Al
comparar la actividad de este clon con la de plantas salvajes se observa que esta es

mayor para a-DOX/GUS 2.

Dado que no se obtuvo un clon en el que la construccion se insertara en copia Unica, en
el lugar correcto y que ademas la actividad Ppa-DOX no se viera alterada, se decidio
continuar trabajando con los clones a-DOX/GUS 2 y a-DOX/GUS 12. Pudimos
determinar que en el clon a-DOX/GUS 12, la construccion se insertd en copia Uinica en
el lugar correcto pero como resultado de la insercion la enzima no presenta actividad,
mientras que en el clon a-DOX/GUS 2 se detectd que la construccion se insertd en el
lugar correcto del genoma de P. patens, pero en varias copias, y que esta insercion no

afecto la actividad Ppa-DOX.
4.1.6 Analisis de la actividad GUS

4.1.6.1 Localizacion de la actividad GUS en plantas transgénicas no tratadas

En una primera instancia se analizo6 si el patrén de acumulacion de la actividad GUS era
similar en los clones a-DOX/GUS 2 y a-DOX/GUS 12. Se observo la acumulacion de
GUS en diferentes estadios del desarrollo y con tratamientos con los CFs de Pcc y
esporas de B. cinerea, siendo el patron de expresion en ambos clones idénticos para
todos los tratamientos y condiciones de crecimiento de P. patens. En la Figura 25 se
observa el mismo patréon de acumulacion del GUS en los clones a-DOX/GUS 2 y a-
DOX/GUS 12 de plantas crecidas en condiciones normales. En el resto de los resultados

se muestran los clones a-DOX/GUS 2 y a-DOX/GUS 12 indistintamente.
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Figura 25. Analisis de actividad GUS de plantas transgénicas a-DOX/GUS 2 y a-DOX/GUS 12. A) y B) Borde de
las colonias C) Yemas. Las flechas rosadas sefialan primordios de pelos axilares, las flechas violetas sefialan células
apicales de rizoides y las flechas celestes indican primordios de rizoides. D) Gametéforos. Las flechas naranjas
sefialan los pelos axilares, las flechas amarillas células apicales de rizoides y las flechas verdes muestran rizoides
laterales. Se observa que la localizacion de actividad GUS es igual para las dos plantas transgénicas. E) Acercamiento
al protonema de una colonia a-DOX/GUS. Las flechas negras indican células del caulonema y las flechas grises con

borde negro sefialan células del cloronema.

En colonias de plantas a-DOX/GUS de aproximadamente tres semanas se observo el
protonema, las yemas y los gametoforos (Figura 25). Al analizar las colonias, se
observo actividad GUS solo en los bordes de las colonias, lo cual corresponde a células
apicales y subapicales del cloronema y caulonema (Figuras 25A, B y E). En yemas que
surgieron a partir de una célula del caulonema se observd expresion del gen GUS en
células apicales de rizoides (flechas violetas) y en células precursoras de rizoides y
primordios de rizoides (indicado con flecha celeste) (Figura 25C). También se detectod
actividad GUS en las células de las yemas que van a dar lugar a la formacion de pelos
axilares, también denominadas primordios de pelos axilares (flechas rozadas). En los
gametoforos se observa expresion en células apicales de rizoides (flecha amarilla), en

rizoides laterales (flechas verdes) y en pelos axilares (flechas naranjas) (Figura 25D).
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Figura 26. Tincion histologica de la actividad GUS en protoplastos regenerandose. Se muestra la regeneracion de los
protoplastos y la actividad GUS 6 dias (A), 7 dias (B), 8 dias (C) y 12 dias (D) después de plaqueados los

protoplastos.

Para obtener informacion sobre lo que ocurre con la expresion de Ppa-DOX en estadios
tempranos del desarrollo se analizaron protoplastos de plantas o-DOX/GUS
regenerandose en medio normal. En la Figura 26 se observa actividad GUS en la célula
individual que comienza a dividirse y a medida que aumenta el numero de células se

observa mayor actividad GUS en las células apicales.

65



Resultados

Por otro lado se ha demostrado que al incubar hojas cortadas de P. patens en medio de
cultivo sin fitohormonas exogenas, a partir de las células cercanas al corte se comienza
a evidenciar la aparicion de células con caracteristicas similares a las células apicales
del cloronema (Ishikawa, et al., 2011). En el desarrollo normal, a partir de una espora
surgen células del cloronema las que tienen la capacidad de dividirse y generar nuevas
células del cloronema. Al igual que las células apicales del cloronema las células que
surgen de las hojas cortadas sufren una reprogramacion y entran nuevamente en el ciclo
celular generando células del cloronema (Nishiyama, et al., 2012). Dado que
observamos expresion del gen GUS en células apicales, analizamos lo que ocurre en las
células que se generan a partir de hojas cortadas de plantas transgénicas a-DOX/GUS.
Para esto se cortaron hojas de gametoforos de plantas transgénicas y se incubaron en
medio de cultivo BCDTA. A partir de los 6 dias de incubacidon se comienza a observar
que algunas células de la hoja se dividen y presentan actividad GUS. A partir de estas
células que se dividieron se observa la generacion de células del cloronema y al realizar

el ensayo de actividad GUS se detecta expresion en las mismas (Figura 27).

Figura 27. Tincion histologica de actividad GUS de hojas cortadas de plantas transgénicas sanas. A y B) Hoja de P.

patens donde se observa actividad GUS en células que se estan dividiendo. C) Acercamiento a una célula en division

con actividad GUS. D) Filamentos de protonema surgiendo de células de la hoja.

La observacion de actividad GUS en células en division sugiere que Ppa-DOX se

expresa en células mitdticamente activas.

4.1.6.2 Localizacion de actividad GUS en tejidos tratados con elicitores de

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum y esporas de Botrytis cinerea

Anteriormente se habia observado en nuestro laboratorio que el gen Ppa-DOX se
expresa en respuesta al tratamiento con el filtrado de cultivo (CF) de la cepa SCC1 de
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc), detectandose un aumento en la

acumulacion de transcriptos a las 4, 8 y 24 horas post tratamiento (Castro, 2006). Los
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CFs son preparaciones acelulares que contienen enzimas capaces de degradar la pared
celular, como celulasas, proteasas y pectinasas y se ha demostrado que estos inducen
sintomas y la expresion de genes de defensa de manera muy similar a lo que sucede con
la bacteria Pcc (Vidal, et al., 1997; Vidal, et al., 1998). Con el tratamiento con
suspension de esporas del hongo Botrytis cinerea (B. cinerea) se observd que los

niveles de transcriptos aumentan a las 24 horas (Castro, 2006).

Con el fin de estudiar la localizacion de la actividad GUS en los tejidos en respuesta a
patdgenos, se realizaron tratamientos de plantas transgénicas o-DOX/GUS de 3
semanas con el CF de la cepa SCC1 de Pcc y con una suspension de esporas de B.
cinerea, correspondiente a 1x10°esporas/mL. La tincion histologica para detectar
actividad GUS se efectué a las 24 horas post tratamientos. Como se observa en la
Figura 28 se detectdé un aumento de actividad GUS en el borde de las colonias en
plantas tratadas con los elicitores en comparacion con plantas sin tratar. No solo se
observa actividad GUS en las células apicales y subapicales, sino que la actividad GUS
se extiende hacia el interior de la colonia, mostrando que los filamentos del protonema
en contacto con el CF o las esporas de B. cinerea expresan Ppa-DOX. Debido a la
maceracion del tejido por la accion de B. cinerea y del CF de la cepa SCC1 (Ponce de
Leon, et al., 2007), las imagenes para estos tratamientos se ven poco definidas. También
se observa la aparicion de actividad GUS en las hojas de plantas transgénicas tratadas

mientras que en plantas sin tratar no se detecta.
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Figura 28. Tincion histologica de la actividad GUS en plantas transgénicas luego del tratamiento con el CF de Pcc
cepa SCC1 y con esporas de B. cinerea (1x10° esporas / mL). A) Protonema de plantas transgénicas o-DOX/GUS
sanas. B) Gametoforo de plantas a-DOX/GUS sanas. Control: plantas sin tratar. C) Protonema de plantas a-
DOX/GUS tratadas con el CF de Pcc, SCC1. D) Gametoforo de plantas a-DOX/GUS tratadas con el CF de Pcc,
SCCI. E) Protonema de plantas a-DOX/GUS tratadas con B. cinerea. F) Gamétoforos de plantas a-DOX/GUS

tratadas con B. cinerea. Las flechas negras indican la aparicion de actividad GUS en hojas de plantas tratadas.

Para analizar con mdas detalle lo que ocurre durante la infeccion con B. cinerea se
trataron plantas transgénicas con una solucién de esporas de concentracién 1x10°
esporas/mL y a las 24 horas se realizé el ensayo de actividad GUS. Luego se incubaron
las plantas infectadas con el colorante solofenil, el cual tifie la pared del hongo y se

observaron las hojas (Figura 29A y B)
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Figura 29. A) Tincion histologica de la actividad GUS en una hoja de planta transgénica a-DOX/GUS con sintomas
a 24 horas de la infeccion con B. cinera. B) Tincién con solofenil de una hoja de planta transgénica a-DOX/GUS

infectada con B. cinerea. La flecha blanca sefiala la hifa de B. cinerea.

Como se muestra en la Figura 29 de detect6 actividad GUS en las células que rodean el
sitio de la infeccidon con B. cinerea, €l cual fue detectado con el colorante solofenil.
También se observo que las células infectadas presentan amarronamiento. Esto ha sido
descrito en la literatura previamente, indicando que los cambios que ocurren en P.
patens tras la infeccion con B. cinerea son similares a los observados en plantas
vasculares, incluyendo el amarronamiento de los cloroplastos, el colapso de citoplasma
y la acumulacion de compuestos fenolicos (Ponce de Leon, ef al., 2007). También se
observo que el solofenil se une a las células infectadas que presentan amarronamiento,

indicando una modificacion en la pared de estas células (Figura 29B).

4.1.6.3 Localizacion de actividad GUS en plantas transgénicas a-DOX/GUS en

respuesta a auxinas

Al igual que ocurre en plantas vasculares, en las briofitas la aplicaciéon de hormonas
produce la activacion de una respuesta fisiologica como la transicion de cloronema a
caulonema (Johri & Desai, 1973), alargamiento del tallo (Fujita, et al., 2008) y la

aparicion de rizoides en los brotes (Ashton, ef al., 1979).

Anteriormente se demostrd en nuestro laboratorio que al tratar P. patens con auxinas
aumenta la expresion del gen Ppa-DOX (Castro, 2006). Con el proposito de verificar
dicha induccion se realizaron ensayos de actividad GUS en plantas transgénicas o.-
DOX/GUS tratadas con 4cido a-naftaleno acético (a-naphthalene acetic acid, NAA) 5

puM. Se realizaron observaciones a 1, 2 y 3 dias (Figura 30).
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Figura 30. Tincion histolégica de la actividad GUS en plantas transgénicas a-DOX/GUS tratadas con a-naphthalene
acetic acid (NAA) 5 uM. Control: sin tratar. A, E, I y M) Colonias. B, F, J y N) Bordes de las colonias. C, G, Ky

O) Yemas. D, H, L y P) Gametoforos. La flecha negra sefiala el aumento del niimero de rizoides, las flechas blancas
muestran la aparicién de actividad GUS en hojas y la flecha rosada sefiala los puntos azules que se observan en la

colonia 3 dias post tratamiento que corresponden a tallos de gametdoforos con actividad GUS.

Como se muestra en la Figura 30 se detecta un aumento en la expresion del gen GUS y
por lo tanto de Ppa-DOX en plantas transgénicas a-DOX/GUS tratadas con NAA. A
partir del primer dia luego del tratamiento se observa un aumento de expresion GUS en
el borde de las colonias tratadas en comparacion con colonias sin tratar (Figura 30 E y
F). A los 2 dias post tratamiento ademds de continuar el aumento de expresion en el
borde de las colonias (Figura 30I y J) se detecta un aumento en la actividad GUS en
yemas (Figura 30K) y aparece actividad GUS en las hojas de los gametoforos (Figura
30L). A los 3 dias luego del tratamiento contintia el incremento de actividad GUS en el

protonema de las colonias (Figura 30M y N), en yemas (Figura 300) y se observa un
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aumento de la actividad GUS en las hojas y ademas en los tallos de los gametdforos

(Figura 30P).
4.2 Sobreexpresion del gen Ppa-DOX

Con el objetivo de estudiar el efecto de la sopreexpresion de Ppa-DOX en P. patens se
generaron lineas transgénicas que expresan este gen bajo el control del promotor
constitutivo de ubiquitina de maiz utilizando una construccion generada previamente en

nuestro laboratorio (Machado, 2010).
4.2.1 Transformacion de protoplastos de P. patens

Se realizaron varios experimentos independientes de transformacion de protoplastos de
P.patens salvaje mediada por PEG utilizando la construcciéon pTHUbi-DOX (Figura
11). Para la transformacion se parti6 de material vegetal en estadio de protonema de
entre 10 y 13 dias, del cual se obtuvieron los protoplastos mediante digestion de la
pared celular con driselasa y se utilizaron 1.6x10° células. Estas fueron transformadas
con 20 pg de ADN lineal obtenido a partir de la digestion del plasmido pTHUbi-DOX
con la enzima Swal la cual posee dos sitios de corte a ambos lados del locus 108 (Figura
11) por lo que se obtienen dos fragmentos luego de la digestion. La transformacion se
realiz6 con los dos fragmentos siendo el que posee el inserto y el que se va a integrar al
genoma el de mayor tamafio. Luego de la digestion ambos fragmentos se precipitaron y
cuantificaron en gel de agarosa (Figura 31). Dado que el fragmento que se requiere para
transformar es el que contiene el ADNc de la a-DOX (9kb) y siendo este de un tamafo
que estd muy cercano al limite sugerido por las instrucciones del kit para purificar
fragmentos a partir de gel de agarosa, hemos observado un bajo rendimiento en la
purificacion a partir gel. Por esto se optd por precipitar los dos fragmentos obtenidos de
la digestion y la transformacion se realizd con ambos fragmentos, siendo el que se
incorporaré en el genoma de P. patens el que posee secuencias homoélogas al mismo. El
segundo fragmento no posee regiones con homologia al genoma de P. patens y por lo

tanto no podra incorporarse mediante recombinacion homdloga.
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Figura 31. Cuantificacion en gel de agarosa 1% tefiido con BrEt del plasmido pTHUbi-DOX digerido con la enzima
Swal y precipitado.

Luego de realizada la transformacion, los protoplastos se regeneraron durante 7-10 dias
en medio PRMB/PRMT. Pasado este tiempo se transfirieron a medio selectivo con el
antibiotico, Hyg 25 pg/mL. Luego de unas semanas aquellos clones sin transformar
mueren, los restantes se tranfirieron a medio sin antibidtico y luego de unas semanas se
llevan nuevamente a medio con seleccion. De esta forma se favorece la obtencion de
transformantes estables y los clones inestables, clones que presentan un crecimiento en
medio con antibidtico més lento en comparacion con aquellos que tienen un ritmo de
crecimiento similar al salvaje, pierdan la resistencia. En una de las transformaciones se

obtuvieron seis clones al finalizar las etapas de seleccion.
4.2.2 Analisis de los transformantes mediante “Northern blot”

Mediante analisis de “Northern blot” se examinaron los niveles de expresion del gen
Ppa-DOX en plantas salvajes y los clones transformantes que sobreexpresan la a-DOX
denominados OEDOX (por “overexpressors”). Para esto se utilizaron 10 ng de ARN
extraido de colonias con tres semanas de crecimiento. Como se observa en la Figura 32

los seis clones presentan distintos niveles de expresion.
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Ppa-DOX

ARNr

Figura 32. Analisis de la expresion de Ppa-DOX en plantas salvajes” y sobreexpresantes OEDOX. Se aislo6 ARN de
plantas crecidas sobre celofan durante 3 semanas. wt: plantas salvajes; carriles 3, 7, 11, 14, 17 y 2: clones OEDOX.
Se utilizé una ribosonda de ADNc, obtenida a partir de pldsmido, marcada con digoxigenina. Para la deteccion se
utilizd un anticuerpo antidigoxigenina conjugado a la enzima fosfatasa alcalina, y el sustrato alcalino

quimioluminiscente CSPD. ARNr: ARN ribosomal como control de carga.

Se seleccionaron tres clones que presentan distintos niveles de expresion y se
denominaron OEDOX 3, 7 y 11. Mediante citometria de flujo se chequeo el nivel de
ploidia de estos tres clones en comparacion con plantas salvajes. Este estudio mostrd

que estos clones son haploides al igual que las plantas salvajes (Figura 33).
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Figura 33. Diagramas de citometria de flujo. A) Plantas salvajes. B) OEDOX 3. C) OEDOX 7. D) OEDOX 11.
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4.2.3 Analisis de actividad Ppa-DOX

Para determinar si los clones con mayores niveles de transcripto presentaban mayor
actividad Ppa-DOX con respecto a plantas salvajes, se midio la actividad Ppa-DOX
mediante GC-MS (Dr. Mats Hamberg, Karolinska Intitute, Suecia) (Figura 34)
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Figura 34. Homogenizados de P. patens salvaje y sobreexpresantes OEDOX 3, 7 y 11 se incubaron 30 minutos a
23°C con el acido graso C16:0 y se determind la actividad Ppa-DOX que corresponde a la suma de cantidad de 4cido
2-hidroxipalmitico y el aldehido correspondiente (C15) mediante GC-MS. wt: plantas salvajes; wt SCC1: plantas
salvajes tratadas con el CF de la cepa SCC1 de Pcc; wt s/sustrato: control realizado con homogenizado de P. patens

sin C16:0.

Como se observa en la Figura 34 el clon sobreexpresante OEDOX 3 presenta un mayor
nivel de actividad Ppa-DOX con respecto al de plantas salvajes, aunque esta no alcanza
los niveles que se obtuvieron en plantas salvajes tratadas con el CF de Pcc cepa SCCI1.
Para los clones OEDOX 7 y 11 los niveles de actividad fueron similares al de plantas
salvajes siendo la actividad del clon 11 un poco menor, aunque el error de la misma dio

elevado.
4.2.4 Analisis fenotipicos de los transformantes
4.2.4.1 Crecimiento de las colonias

Analizando los clones en mayor detalle se observd que las colonias de los clones
sobreexpresantes presentaban un diametro de la colonia menor al del genotipo salvaje.

Las colonias del clon denominado OEDOX 3 ademdas de ser mas chicas que las de
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plantas salvaje son mas chicas que las de los sobreexpresantes OEDOX 7 y 11. El
diametro de las colonias se midié utilizando el programa GIMP 2.8.0 y se realiz6 un
analisis estadistico mediante el programa Statistica 5.0 (Figura 35A y B). Los resultados
muestran que el didmetro de las colonias de los tres sobreexpresantes analizados es

significativamente menor al didmetro de colonias salvajes.
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Figura 35. A) Colonias de P. patens salvaje (wt) y sobreexpresantes (OEDOX 3, OEDOX 7 y OEDOX 11) crecidas
3 semanas. B) Medida del diametro de colonias de P. patens salvaje (wt) y sobreexpresantes (OEDOX 3, OEDOX 7
y OEDOX 11). Se realizaron 16 medidas independientes. Se utilizo el test estadistico de Kruskal-Wallis no
paramétrico, p<0,0000001. (*)

4.2.4.2 Desarrollo de los rizoides

Mediante analisis con la lupa de los gametoforos de plantas salvajes, OEDOX 3, 7y 11
se detectd que las plantas de genotipo sobreexpresante presentaban rizoides mas cortos
en comparacion con plantas salvajes. Para poder realizar con mas detalle esta
observacion se realizaron tinciones con el colorante toluidina y se analizaron los
gametoforos en un microscopio invertido (Marca: Olympus, Modelo: 1X81, Camara
CCD: DP71) (Figura 36A). Las medidas del largo de los rizoides se hicieron utilizando
el programa GIMP 2.8.0 y se realizd un analisis estadistico mediante el programa

Statistica (Figura 36B).
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Figura 36. A) Tincién con toluidina de rizoides de P. patens wt, OEDOX 3, OEDOX 7 y OEDOX 11 de 3 semanas.
B) Medida del largo de los rizoides de P. patens wt, OEDOX 3, OEDOX 7 y OEDOX 11 de 3 semanas. Se
realizaron 20 medidas independientes del largo de los rizoides. Se utilizo el test estadistico de Kruskal-Wallis no

paramétrico, p=0,000001 (*).

Se detectd mediante test estadistico no paramétrico que los rizoides de gametoforos
salvajes son significativamente mdas largos en comparacion con rizoides del
sobreexpresante 3. Al comparar los rizoides de los sobreexpresantes 7 y 11 no se

detectaron diferencias significativas.
4.2.4.3 Desarrollo del caulonema y cloronema

Al observar en mayor detalle el borde de las colonias, se detecté que los transformantes
presentan menor proporcion de protonema (Figura 37). Por este motivo se decidid
estudiar con mas detalle lo que ocurre en el desarrollo de los tejidos caulonema y

cloronema.
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Figura 37. Colonias crecidas durante 3 semanas en medio normal, sin celofan. Las colonias OEDOX 3, 7 y 11

presentan menor proporcion de protonema en comparacion con colonias salvajes. wt: plantas salvajes.

Para estudiar el desarrollo del caulonema se crecieron colonias salvajes y
sobreexpresantes en condiciones que favorece el desarrollo de este tejido. Luego de tres
semanas se realizo una tincion con azul de toluidina y mediante lupa y microscopio se
realizaron las observaciones. Como se muestra en las Figuras 38A, en una primera
instancia se detect6 un menor desarrollo del caulonema en las colonias de OEDOX 3
pero no para OEDOX 7 y OEDOX 11 en comparacion con colonias salvajes. Al medir
el largo de los filamentos de este tejido de 50 colonias se determind que la diferencia
entre plantas salvajes y el clon OEDOX 3 fue significativa mientras que para el clon
OEDOX 7y OEDOX 11 no lo fue (Figura 38B).
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Figura 38. A) Tincién con toluidina de colonias de P. patens salvaje, OEDOX 3, OEDOX 7 y OEDOX 11 de 3
semanas crecidas en medio que favorece el desarrollo del caulonema. B) Medida del largo del filamento de
caulonema de colonias; wt: plantas salvajes, OE3: OEDOX 3, OE7: OEDOX 7 y OE11: OEDOX 11 de 3 semanas
crecidas en medio que favorece el desarrollo del caulonama. Test estadistico de Kruskal-Wallis no parametrico,

p<0,0000001 (*).

Para estudiar el desarrollo del cloronema se crecio el protonema en medio BCDTA sin
el agregado de tartrato de amonio y se observo el tejido a los 6 dias (Figura 39). Se
observo en una primera instancia que algunas células del cloronema de los clones

OEDOX 3, 7y 11 son mas cortas que células del genotipo salvaje. Para confirmar esta
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observacion se midio el largo de las células y se cont6 el numero de células segin el

tamafo para cada genotipo (Figura 39).
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Figura 39. Graficas donde se muestra la distribucion de células segun el tamailo para plantas salvajes: wt, OEDOX 3,
OEDOX 7 y OEDOX 11. Recuadro: foto representativa del tejido que se utilizé para medir el largo de las células del

cloronema, tefiido con toluidina.

Al medir el largo de 100 células para cada genotipo se observo que las células del clon
OEDOX 3, si bien presentan diversos tamafios, en su mayoria son mas pequefias que las
del genotipo salvaje. Los clones OEDOX 7 y 11 aunque presentan una distribucion del
tamafio celular con respecto al nimero de células menor al de plantas salvajes, esta no

es tan marcada como para el clon OEDOX 3.

4.2.4.4 Analisis de la susceptibilidad de las plantas que sobreexpresan Ppa-DOX

comparado con plantas salvajes en respuesta a patéogenos

Para determinar si los sobreexpresantes OEDOX presentan cambios en los niveles de
susceptibilidad frente a patdgenos, se analizo el dafio celular de los tejidos de los
sobreexpresantes después del tratamiento con una suspension de esporas del hongo B.
cinerea y con el CF de la cepa SCC1 de Pcc. Para los dos tratamientos se realizaron
ocho experimentos independientes, los cuales en su mayoria mostraron resultados
similares. Las tinciones con azul de Evans se realizaron a las 24 horas post-tratamiento
y se analiz6 la incorporacion del colorante, el cual es proporcional al dano generado.

Como control se utilizaron colonias sin tratar.

En la Figura 40 se muestran los datos correspondientes al tratamiento con suspension de
esporas del hongo B. cinerea. Los datos se analizaron mediante test estadistico no
paramétrico y no se detectaron diferencias significativas entre el dafio celular generado

por B. cinerea en el genotipo salvaje y los sobreexpresantes OEDOX 3, 7y 11.
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Figura 40. Evaluacion de la muerte celular en plantas salvajes: wt, OEDOX 3, OEDOX 7 y OEDOX 11 luego de 24
h de tratamiento con una suspension de esporas del hongo B. cinerea (1x10°). Ctl: control, plantas sin tratar. Todos
los tratamientos se realizaron con colonias de tres semanas crecidas en medio normal con celofan. La tincioén con azul
de Evans se realizd como se describe en materiales y métodos. La captacion del azul de Evans fue cuantificada por

espectrofotometria a 600 nm. El peso seco fue medido luego de secar las muestras a 65°C ON.

Los resultados obtenidos para el dafio celular generado por el tratamiento con el CF de
la cepa SCCI1 se muestran en la Figura 41. Los datos se analizaron mediante un test
estadistico no paramétrico de variables independientes el cual determind que la muerte
celular en el clon OEDOX 3 generada por el CF es significativamente menor en
comparacion con plantas salvajes (p=0,0003), mientras que para los clones OEDOX 7 y

11 no se detectan diferencias significativas.
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Figura 41. Evaluacion de la muerte celular en plantas salvajes: wt, OEDOX 3, OEDOX 7 y OEDOX 11 luego de 24
h de tratamiento con el CF de la cepa SCC1 de Pcc. Ctl: control, plantas sin tratar. Todos los tratamientos se
realizaron con colonias de tres semanas crecidas en medio normal con celofan. La tincion con azul de Evans se
realizd0 como se describe en materiales y métodos. La captacion del azul de Evans fue cuantificada por
espectrofotometria a 600 nm. El peso seco fue medido luego de secar las muestras a 65°C ON. Test estadistico de

Kruskal-Wallis no paramétrico, p=0,0003.
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5. Discusion

5.1 Obtencion de plantas transgénicas para el analisis de actividad

GUS

Se utilizaron distintas aproximaciones para confirmar la obtencién de plantas
transgénicas en las que el gen Ppa-DOX se encuentre fusionado al gen GUS. Los
analisis por PCR revelaron que los clones a-DOX/GUS 2 y 12 incorporaron la
construccion en el lugar correcto del genoma de P. patens ya que se lograron amplificar
los fragmentos correspondientes al extremo 5° y 3’ de la construccion utilizando
cebadores por fuera de la misma y cebadores ubicados en la construccion. Mientras que
en el clon a-DOX/GUS 12 se amplificé una tnica banda del tamafio esperado tanto para
el extremo 5” como para el extremo 3’, en el clon a-DOX/GUS 2 se observaron ademas
algunas bandas adicionales de tamafios no esperados. Al analizar los clones 4 y 11 sélo
se pudo amplificar el fragmento 5" y con este conjunto de cebadores también se
detectaron bandas que no coinciden con el tamafio esperado, observandose un patron de
amplificacion similar en ambos clones. Para los clones 3 y 13 se observo amplificacion
con uno de los conjuntos de cebadores pero no con el otro. La presencia de producto de
amplificacion con uno de los conjuntos de cebadores y la ausencia de producto con el
otro conjunto de cebadores, para alguno de los clones, indica que la construccion se
insertd correctamente en uno de los extremos pero no en el otro. Esto podria estar
indicando que la construccion fue incorporada en uno de los extremos mediante un
evento de recombinacion homologa y probablemente mediante recombinacion ilegitima
en el otro extremo. Este tipo de inserciones ha sido descrito en la literatura, indicando
que su frecuencia es mayoritaria, cuando existe en la construccidén una asimetria en el
tamafio de los fragmentos homoélogos (Kamisugi, et al., 2005; Kamisugi, et al., 2006).
Si bien la construccion generada en este trabajo es simétrica, no se descarta que este tipo
de evento pueda haber ocurrido. También se ha reportado que el vector de reemplazo
alélico puede incorporarse en tandem o multiples copias denominadas concatémeros,
durante la recombinacion homoéloga (Kamisugi, et al., 2006). Este hecho podria explicar
de igual forma la ausencia de amplificacion en uno de los extremos en algunos clones.
La aparicion de bandas de tamafios no esperados, en los clones 2, 4 y 11 podria deberse
tanto a la insercion en tdindem o inespecifica, mediante recombinacién ilegitima, en el

genoma de P. patens.
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Los analisis mediante Southern blot revelaron que en el transformante a-DOX/GUS 12
la construccion se incorpord en copia unica ya que la sonda hibridé con un tnico
fragmento de ADN del tamafio esperado. Al observar los carriles correspondientes al
clon 2, 11 y 13 ademés de la banda del tamafio esperado se obtuvieron bandas
adicionales. En el caso del clon 11 al tiempo de exposicidon que se muestra en la Figura
22B no se observan bandas discretas debido a la insercién de multiples copias de la

construccion en el genoma.

Por lo tanto, los anélisis por PCR y Southern blot revelaron que en el clon denominado
a-DOX/GUS 12 la construccion se incorpord en el lugar correcto y en copia Unica.
Dado que durante la transformacion de P. patens se pueden generar plantas poliploides,
debido a la fusidon de protoplastos (Schween, 2005), se chequed el nivel de ploidia
mediante citometria de flujo determinandose que este clon es haploide al igual que las
plantas salvajes. Al determinar la actividad Ppa-DOX en a-DOX/GUS 12 encontramos
que ésta es nula mientras que en plantas salvajes se detectdé una actividad de
aproximadamente 12 pmoles.g ' prot min™'. Esta ausencia de actividad Ppa-DOX en a-
DOX/GUS 12 puede deberse a que al estar fusionada al gen GUS alguno de los sitios
activos de Ppa-DOX, His-163, Trp-165, His-318, Thr-323, Tyr-386, His-389, Phe-556,
Phe-559, y Arg-566, no quedaron accesibles al producirse el plegamiento de la proteina
de fusion. En los demas clones que se obtuvieron y fueron analizados por PCR y
Southern blot no se encontrd otro en el que la construccion se haya insertado en copia
unica. A pesar de esto decidimos medir la actividad Ppa-DOX del clon denominado o.-
DOX/GUS 2, para el cual se verificé por PCR la correcta insercion de la construccion
aunque el andlisis de Southern blot reveld multiples inserciones de la misma. El
transformante a-DOX/GUS 2 present6d un patrén de expresion de la actividad GUS, y
por lo tanto de la a-DOX, idéntico al transformante a-DOX/GUS 12, tanto durante el
desarrollo como con los tratamientos con B. cinerea y el CF de la cepa SCC1 de Pcc.
También se determind el nivel de ploidia para el clon a-DOX/GUS 2 detectandose que
este es haploide al igual que el genotipo salvaje. En el clon a-DOX/GUS 2 se detecto
actividad Ppa-DOX similar a la que presentan plantas salvajes y esta aumenta al
realizar el tratamiento con el CF de Pcc cepa SCCI. La presencia de actividad Ppa-
DOX en este clon puede deberse a que la fusion del gen GUS a Ppa-DOX no provocd

cambios en el sitio activo de la enzima. Los resultados obtenidos al chequear la
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insercion de la construccion en el genoma de P. patens en el extremo 5° mostraron, en el
clon a-DOX/GUS 2, una posible insercion en tandem ya que se obtuvo una banda
adicional en el chequeo mediante PCR. Esta multiple insercion puede haber provocado
una conformacion tridimensional de la a-DOX para el clon a-DOX/GUS 2 diferente a
la del clon a-DOX/GUS 12 y en la cual el sitio activo de la enzima quedd accesible. Al
analizar la actividad GUS en los clones obtenidos se observd que el clon 11, el cual
tenia la mayor cantidad de inserciones, tenia una expresion constitutiva en el protonema
y en todo el gametdforo, incluyendo hojas, tallo y rizoides (datos no mostrados). Este
resultado indica que el “cassette” se insertd de manera ilegitima en alguna region del

genoma bajo el control de un promotor constitutivo.

Dado que el patron de expresion del gen GUS y por lo tanto de la a-DOX es idéntico en
el clon a-DOX/GUS 12 que no tiene actividad Ppa-DOX y en el clon a-DOX/GUS 2
que si presenta actividad Ppa-DOX, podemos indicar que las oxilipinas producidas por
Ppa-DOX no alteran el patron de expresion de la a-DOX, y que por lo tanto se pueden
utilizar ambos clones para analizar el patrén de expresion de esta enzima en los tejidos

de P. patens.
5.2 La enzima a-DOX se expresa en células mitoticamente activas

En la mayoria de las plantas vasculares, las células de los rizoides, pelos radiculares y
tubos de polen presentan crecimiento apical (Carol & Dolan, 2002; Smith, 2003). En P.
patens se ha demostrado que tanto las células del cloronema, del caulonema y los
rizoides tienen crecimiento apical y que la célula ubicada en el apice del filamento se
divide continuamente (Menand, et al., 2007; Cove, et al., 1997; Vidali & Bezanilla,
2012).

Al realizar el andlisis de la actividad GUS en plantas transgénicas oa-DOX/GUS
detectamos actividad en las células apicales del cloronema y caulonema presentes en el
borde de las colonias (Figura 25A; B y E). En yemas se detectd actividad GUS en
primordios de pelos axilares y en primordios de rizoides (Figura 25C). Ademas, en los
gametoforos se observa actividad GUS en las células apicales de los rizoides y en pelos

axilares (Figura 25 D).
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También se observo actividad GUS en protoplastos regenerandose en medio BCDAT a
partir de los 6 dias luego de la siembra. En la célula inicial (protoplasto) que se
comienza a dividir se detecté acumulacion de GUS indicando un aumento de expresion
de Ppa-DOX 'y a medida que aumentaba el nimero de células esta actividad se observo
en las células apicales disminuyendo la actividad GUS en las células que estan mas

hacia el centro de la colonia (Figura 26).

Estos resultados sugieren que el gen Ppa-DOX se expresa en células mitoticamente
activas como lo son las células apicales del caulonema, cloronema y rizoides. Dado que
observamos expresion del gen GUS en células apicales, analizamos lo que ocurre en las
células que se generan a partir de hojas cortadas de plantas transgénicas a-DOX/GUS
ya que se ha demostrado que al incubar hojas cortadas de P. patens en medio de cultivo
sin fitohormonas exogenas, a partir de las células cercanas al corte se comienza a
evidenciar la aparicion de células con caracteristicas similares a las células apicales del
cloronema (Ishikawa, et al., 2011). Se ha demostrado la existencia de una
reprogramacion celular en las células del borde de la hoja cortada, donde varias células
entran nuevamente en el ciclo celular dando lugar a la formacién de células del
cloronema (Nishiyama, et al., 2012). Se observé actividad GUS en células de la hoja
que se dividen y en este tipo de células apicales del cloronema desarrollandose en medio
normal a partir de hojas cortadas (Figura 27). Este resultado refuerza la idea de que

Ppa-DOX se expresa en células mitdticamente activas.

5.3 Ppa-DOX se expresa en respuesta a auxinas y en tejidos donde se

producen auxinas

P. patens presenta una respuesta similar a la de plantas vasculares frente a la aplicacion
de hormonas; se produce la activacion de una respuesta fisioldgica como la transicion
de cloronema a caulonema (Johri & Desai, 1973), alargamiento del tallo (Fujita, et al.,

2008) y la aparicion de rizoides en los brotes (Ashton, et al., 1979).

Se ha demostrado que P. patens sintetiza y responde a la aplicacion exdgena de auxinas
(Cooke, et al., 2002; Hayashi, et al., 2008). Anteriormente en nuestro laboratorio se
observo que al tratar colonias de P. patens con auxinas, se induce la expresion del gen
Ppa~-DOX (Castro, 2006). Para verificar este resultado se trataron plantas transgénicas

a-DOX/GUS con la auxina &cido a-naftaleno acético (a-naphthalene acetic acid, NAA)
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y se analizd la actividad GUS 1, 2 y 3 dias post- tratamiento. Los estudios realizados
con auxinas mostraron que a los 2 y 3 dias post-tratamiento la expresion del gen GUS
aumenta en el protonema del borde de las colonias y aparece en tallos y hojas. En los
rizoides ademas de observarse un aumento en el nimero de estos, se detectd un aumento
de actividad GUS (Figura 30). Estos resultados concuerdan con la observacion de la

induccion del gen Ppa-DOX frente al tratamiento con auxinas.

Al analizar yemas y gametoforos en diferentes estadios de desarrollo se observo
actividad GUS en primordios de rizoides, rizoides, primordios de pelos axilares y pelos
axilares. Estos sitios conjuntamente con las células apicales del caulonema son sitios de
produccion de auxinas (Eklund, et al., 2010). Estos resultados demuestran que la -
DOX de P. patens se expresa en tratamientos con auxinas y en sitios de produccion de

auxina.
5.4 Obtencion de sobreexpresantes del gen Ppa-DOX

Para confirmar la obtencion de plantas sobreexpresantes de Ppa-DOX se realizaron
analisis de “Northern blot” para verificar los niveles de transcripto en comparacion con
plantas salvajes. Se observd que cuatro de los seis clones obtenidos presentaban
distintos niveles de expresion de Ppa-DOJX siendo estos niveles superiores al de plantas
salvajes. Los restantes dos clones no presentaron un aumento en los niveles de
expresion de Ppa-DOX comparado con plantas salvajes. Se seleccionaron tres de esto
clones denominados OEDOX 3, OEDOX 7 y OEDOX 11 para realizar la medida del
nivel de ploidia y de actividad Ppa-DOX.

Por citomentria de flujo se determind que los tres clones son haploides al igual que P.
patens salvaje. En cuanto a la medida de actividad Ppa-DOX se determind que el
sobreexpresante OEDOX 3 posee un nivel de actividad superior al de plantas salvajes
pero no alcanza el mismo nivel de actividad detectado para plantas salvajes tratadas con
Pcc cepa SCCI. Los clones OEDOX 7 y 11 presentaron niveles de actividad Ppa-DOX
similar a plantas salvajes. Estos resultados no concuerdan con lo observado en el
“Northern blot” ya que en éste los niveles de transcripto de los sobreexpresantes son
mayores que los de plantas salvajes. Este resultado se contrapone a lo hallado en plantas
de Arabidopsis transgénicas que contienen el ADNc de a-DOX1 fusionado al promotor

constitutivo CaMV 35S (“plantas sense”) en las que los niveles de transcriptos
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observados mediante “Northern blot” se correlacionan con los niveles de actividad de
la enzima a- DOX1 (Ponce de Leon, ef al., 2002). Esta diferencia podria deberse a la
existencia de diversos mecanismos de regulacion post-transcripcionales y post-

traduccionales los cuales podrian diferir entre P. patens y Arabidopsis.

Por otro lado, la no concordancia de los niveles de transcriptos con los niveles de
actividad Ppa-DOX podria deberse a la existencia de inhibicion de la actividad Ppao-
DOX por los productos generados por esta enzima. Se observd anteriormente que
utilizando el 4cido palmitico como sustrato, la obtencion de los productos termina
rapidamente cuando se ha consumido entre el 5-10% del C16:0 (acido palmitico), lo
cual podria sugerir una posible inhibicion de la enzima por la formacién de productos
(datos no publicados obtenidos por Gerard Bannenberg, Centro Nacional de

Biotecnologia, Espafia).

Anteriormente se demostrd en nuestro laboratorio que protoplastos de plantas salvajes
tratados con oxilipinas derivadas de las a-DOX no llegan a regenerarse correctamente,
dando lugar a una menor proporcion de filamentos de protonema comparado con tejidos
regenerados de protoplastos control (resultado no publicado). Ademas, colonias de
plantas salvajes crecidas en medio con oxilipinas derivadas de las a-DOX son mas
pequetias que las colonias de plantas salvajes crecidas en medio sin oxilipinas
(resultados no publicados). Observaciones al microscopio de plantas crecidas en medio
con oxilipinas permitieron observar que el protonema de estas colonias presentaba una
disminucion en el tamafio de las células, lo que se reflejaba en un crecimiento mas
compacto y por lo tanto en un tamaifio mas chico de la colonia (resultados no
publicados). Estos resultados indican que las oxilipinas alteran el desarrollo del
protonema de P. patens y si consideramos que se observo la acumulacion de GUS en
células apicales del protonema, podriamos sugerir que probablemente se necesiten
determinados niveles de oxilipinas para tener un desarrollo normal. Si estos aumentan
mucho por encima de los niveles normales, las células son més chicas y se obtienen
colonias pequefias. Por lo tanto, los protoplastos de aquellos transformantes que
presenten niveles altos de actividad Ppa-DOX no llegarian a desarrollarse
correctamente o serian tan pequefios que no se seleccionarian en las etapas de

regeneracion. Esto podria explicar el hecho que no se hayan obtenido mas clones con

86



Discusion

altos niveles de actividad Ppa-DOX ya que se perderian en la etapa de regeneracion de

protoplastos.

5.5 La sobreexpresion de Ppa-DOX altera el desarrollo del musgo P.

patens

En plantas vasculares como Arabidopsis y tomate, la a-DOX2 estd involucrada en el
desarrollo vegetal. La a-DOX2 no se induce frente a la infeccion con patogenos
(Hamberg, et al., 2005) y su expresion se observa en hojas en etapas tempranas del
desarrollo y disminuye a medida que las plantas maduran aunque se observa expresion
en hojas de plantas florecidas. Plantas de Arabidopsis mutadas en Ata-DOX2 no
presentan un efecto en el desarrollo, y fenotipicamente son similares a plantas salvajes.
Sin embargo, plantas de tomate con mutaciones en a-DOX2 son madas chicas en
comparacion con plantas salvajes (Bannenberg, ef al., 2009). En P. patens existe un
solo gen que codifica para una a-DOX cuya secuencia aminoacidica deducida presenta
una alta homologia con las a-DOXs de plantas vasculares (49-53% de identidad)
(Hamberg, et al., 2005). Con el objetivo de estudiar si la a-DOX de P. patens influye en
el desarrollo se analizaron fenotipicamente colonias de los sobreexpresantes OEDOX 3,

7y 11 en comparacion con plantas salvajes.

Al analizar el tamafo de las colonias se detecté una disminucion significativa en el
diametro de las colonias de los tres sobreexpresantes comparandolas con plantas
salvajes, siendo el OEDOX 3 el de menor tamafio. Como se menciond anteriormente,
este resultado es similar al observado en nuestro laboratorio en plantas salvajes tratadas
con oxilipinas en las que esta disminucion del didmetro de las colonias se debe a que las
células del protonema son mas chicas. Es por esto que se analiz6 el tamafio de las
células del protonema de los clones OEDOX 3, 7 y 11 en comparacién con plantas

salvajes.

Para estudiar el desarrollo del caulonema se crecieron colonias en un medio que
favorece el desarrollo de este tejido y se midi6 el largo de los filamentos de caulonema.
Se hallaron diferencias significativas en el clon OEDOX 3 en comparacion con el
genotipo salvaje siendo los filamentos de caulonema significativamente mas cortos en el
clon 3 (Figura 38). En cuanto al desarrollo del cloronema se analizé la distribucion del

numero de células segun el tamafio celular. Se observo claramente que hay una mayor

87



Discusion

proporcion de células del cloronema de los transformantes OEDOX 3 que tienen un
menor tamafio en comparacion con plantas salvajes, mientras que los clones OEDOX 7
y 11 presentan una distribucion similar (Figura 39). Estos resultados indican que el clon
que presenta mayor actividad Ppa-DOX, OEDOX 3, tiene filamentos del caulonema
mas cortos y una proporcion mayor de células de menor tamafio comparado con plantas
salvajes, lo que explicaria la clara disminucion observada en el didmetro de las colonias
del transformante OEDOX 3. En el caso de los clones OEDOX 7 y OEDOX 11 que
presentan actividad Ppa-DOX similar a plantas salvajes, no se encontr6 una diferencia
significativa en el largo de los filamentos del caulonema, aunque si existe una
proporcion mayor de células del cloronema de menor tamafio a la de plantas salvajes.
Este resultado podria indicar que el menor tamafio observado en células del cloronema
no se deba solamente a un efecto provocado por la a-DOX, sino que puede haber otro
factor que induzca este cambio. En nuestro laboratorio se observo que las colonias del
mutante KO de Ppa-DOX obtenido anteriormente, son mas chicas que las de plantas
salvajes (resultado no mostrado), lo que indica que podria haber un efecto de la
transformacion que afecta el tamafio de las colonias. Este efecto no se observo en los
transformantes o-DOX/GUS, siendo el diametro de las colonias similar al de plantas
salvajes (resultado no mostrado). Estos resultados sugieren que aunque puede existir
una disminuciéon en el tamafio de las células provocado por la transformacion de
protoplastos de P. patens, la disminucién observada especialmente en el OEDOX 3

también se debe a un efecto provocado por el aumento de la actividad Ppa-DOX.

Observando los gametoforos de plantas salvajes y sobreexpresantes se detectaron
diferencias en el largo de los rizoides. Al medir el largo de los mismos hallamos que los
rizoides de OEDOX 3 son significativamente mas cortos que los de plantas salvajes,
este clon es el que presenta mayor actividad Ppa-DOX. Si bien los rizoides de OEDOX

7y 11 son més cortos que los de plantas salvajes esta diferencia no es significativa.

Al analizar el desarrollo del mutante KO del gen Ppa-DOX se observd que tanto el
largo de los rizoides como el tamafio de las células del caulonema y el cloronema son
similares al de plantas salvajes (resultado no publicado). Estos resultados indican que la
falta de actividad Ppa-DOX no modifica significativamente el desarrollo de P. patens
mientras que el aumento en la actividad de esta enzima si tiene un efecto en el

desarrollo de varios tejidos de P. patens.
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Dado que se observaron alteraciones en el desarrollo de P. patens al sobreexpresar Ppa-
DOX y al tratar plantas salvajes con oxilipinas, podemos sugerir que probablemente
exista un control a nivel celular de los productos de la a-DOX que se acumulan en las

células para permitir un desarrollo normal de las colonias de P. patens.

5.6 La sobreexpresion de Ppa-DOX disminuye la susceptibilidad de P.

patens frente a microorganismos patogenos

Se ha demostrado que dos patdogenos de plantas vasculares como la bacteria Pcc y el
hongo B. cinerea son capaces de infectar P. patens y pueden inducir una respuesta de
defensa la que se evidencia por la induccion de genes que codifican para proteinas con
homologia a PR-1, chalcona sintasa (CHS), fenil-amonioliasa (PAL) y lipoxigenasa
(LOXs) de plantas vasculares. Se observo que tanto el tratamiento con el filtrado de CF
de la bacteria Pcc como con esporas de B. cinerea generan muerte celular de los tejidos
de P. patens con caracteristicas de muerte celular programada como el colapso del
citoplasma, la acumulacion de compuestos fendlicos y el amarronamiento de los
cloroplastos (Ponce de Leon, ef al., 2007). Algunos estudios han demostrado que el gen
que codifica para la a-DOX de P. patens se expresa con tratamientos que inducen la
muerte celular programada, incluyendo el CF de la cepa SCC1, B. cinerea y varios

ROS, lo cual sugiere un posible rol de estas enzimas en este proceso (Castro, 2006).

Para estudiar la muerte celular generada por B. cinerea se realizaron tinciones con azul
de Evans de plantas salvajes y sobreexpresantes OEDOX tratadas con una suspension
de esporas del hongo (1x10° esporas/mL). En los resultados que se muestran en la
Figura 40 no se observo una disminucién significativa de la muerte celular en los tres
clones OEDOX con respecto a plantas salvajes. Se esperaba observar un aumento de
resistencia en plantas OEDOX 3 tratadas en comparacion con el genotipo salvaje pero
esto no ocurrid. Estos resultados conjuntamente con otras observaciones realizadas en
nuestro laboratorio sugieren un problema técnico en la medida con azul de Evans
cuando se inocula con esporas de B. cinerea y no con otros patdgenos como Pythium
irregulare. Esto puede deberse al modo de infeccion de B. cinerea o al tipo de dafio que
genera en las membranas. Al haber mucho dafio celular el colorante azul de Evans
podria difundir hacia el interior de las células y nuevamente hacia afuera de las células

sin quedar retenido en el interior de las mismas. Como consecuencia, aunque las plantas
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salvajes estén mas dafadas comparado con plantas del OEDOX 3, no retienen mas
colorante y por eso no se observan diferencias. Como alternativa a la cuantificacion de
la muerte celular, se podra comparar la susceptibilidad de plantas salvajes y OEDOX 3
mediante la cuantificacion de micelio de B. cinerea mediante qPCR (técnica puesta a
punto en nuestro laboratorio) y/o mediante el andlisis del patrén de expresion de genes

marcadores de muerte celular, en los distintos genotipos.

Los andlisis de actividad GUS realizados en plantas transgénicas tratadas con B. cinerea
24 horas post-tratamiento revelaron que la expresion del gen GUS aparece en toda la
colonia y en las hojas de los gametoforos. Estos son tejidos colonizados por el hongo y
al tefiir el hongo con el colorante solofenil que se une a las paredes de B. cinerea,
pudimos observar actividad GUS en las células que rodean a las células infectadas de la
hoja. Este resultado demuestra que el gen Ppa-DOX se expresa en respuesta al
tratamiento con B. cinerea y sugiere que los productos de la a-DOX podrian proteger a
las células que rodean al sitio de infeccion, activando la defensa de estas células y/o

frenando el avance del patdégeno al resto de los tejidos.

Anteriormente se demostrd en nuestro laboratorio que la complementacién del mutante
Ppa-dox con la construccion utilizada para la sobreexpresion de Ppa-DOX, da lugar a
una disminucién significativa de la muerte celular en el clon complementado
comparado con plantas KO cuando las plantas son tratadas con el CF de la cepa SCC1
de Pcc (Machado, 2010). Este resultado sugiere que los productos generados por la o-
DOX de P. patens podrian estar involucrados en la proteccion de la muerte celular

causada por patogenos al igual que ocurre en plantas vasculares.

La cuantificacion de la muerte celular, generada en respuesta al tratamiento con el CF
de la cepa SCC1 de Pcc en plantas salvajes y sobreexpresantes OEDOX, mediante
tinciones con el colorante azul de Evans, revela que el nico sobreexpresante que
mostré6 menor muerte celular en comparacion con plantas salvajes es el OEDOX 3
(Figura 41). Este resultado concuerda con el hecho de que el clon OEDOX 3 sea el
unico que muestra un aumento en la actividad Ppa-DOX comparado con plantas
salvajes e indica que el aumento de actividad da lugar a una menor muerte celular de los

tejidos tratados con elicitores de SCC1 de Pcc.
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Al realizar el andlisis de actividad GUS en plantas transgénicas a-DOX/GUS tratadas
con el CF de la cepa SCC1 se detectd que a las 24 horas post-tratamiento la expresion

del gen GUS aparece en toda la colonia y en el tallo y hojas de los gamet6foros.

Los resultados obtenidos mediante la cuantificacion de la muerte celular frente al
tratamiento con el CF de la cepa SCC1 de Pcc, sumado a los resultados observados en
plantas transgénicas a-DOX/GUS tratadas sugieren que el gen Ppa-DOX se induce en
respuesta al tratamiento con elicitores de esta bacteria y que los productos de la enzima
o-DOX podrian estar involucrados en la proteccion frente a la muerte celular

programada.

Conjuntamente al analisis de muerte celular en los clones sobreexpresantes se estudio la
respuesta frente a B. cinerea y el CF de la cepa SCC1 de Pcc del mutante KO obtenido
en nuestro laboratorio. En ambos tratamientos la respuesta encontrada fue similar a la de
plantas salvajes tratadas (resultado no publicado). Este resultado indicaria que la
ausencia de actividad Ppa-DOX no afectaria la susceptibilidad frente a patogenos a
diferencia de lo que ocurre en Arabidopsis donde si es necesario que la a-DOX1 sea
funcional para tener una correcta respuesta de defensa. En P. patens se podrian producir
oxilipinas derivadas de la via de las LOXs que podrian sustituir las funciones de las
oxilipinas que produce la a-DOX, lo que daria lugar a una respuesta de defensa en

plantas KO similar a la de plantas salvajes.
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6. Conclusiones

>

Se lograron obtener plantas transgénicas de P. patens con el gen reportero de la

[-glucuronidasa (GUS) fusionado a Ppa-DOX.

Se obtuvieron dos clones a-DOX/GUS denominados a-DOX/GUS 2 y a-
DOX/GUS 12 los cuales incorporaron la construccion en el lugar correcto del
genoma de P. patens. El clon a-DOX/GUS 12 presenta una tnica insercion de la
construccion, pero no se detectd actividad Ppa-DOX. El clon a-DOX/GUS 2
presenta multiples inserciones de la construccién en el genoma y posee una

actividad Ppa-DOX similar a la de plantas salvajes.

El patron de acumulacion de la actividad GUS en los clones a-DOX/GUS 2y
a-DOX/GUS 12 son idénticos, indicando que los productos de la a-DOX no

afectan su patrén de expresion de Ppa-DOX.

La plantas a-DOX/GUS permitieron demostrar que la a-DOX se expresa en
células mitoticamente activas, en respuesta al tratamiento con auxinas y en

tejidos danados por el hongo B. cinerea y por el CF de la cepa SCC1 de Pcc.

Se obtuvieron plantas que sobreexpresan la Ppa-DOX en P. patens siendo el
transformante OEDOX 3 el unico que presentdé mayor actividad a-DOX que las

plantas salvajes.

El aumento de la actividad Ppa-DOX da lugar a un efecto en el desarrollo
evidenciado en una disminucion en el didmetro de las colonias y en un

acortamiento de los rizoides.

El protonema de OEDOX 3 tiene filamentos de caulonema mas cortos y una
proporcion de células del cloronema de menor tamafio comparando con tejidos

de plantas salvajes.

El aumento de la actividad Ppa-DOX en el OEDOX 3 provoca una disminucion
en la muerte celular de los tejidos, causada por elicitores de la cepa SCC1 de
Pcc, comparado con plantas salvajes, sugiriendo un posible rol de las oxilipinas

generadas por la Ppa-DOX en la proteccion de la muerte celular de los tejidos.
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7. Perspectivas futuras

» Las plantas transgénicas a-DOX/GUS generadas en este trabajo son una valiosa
herramienta de trabajo que podran ser utilizadas para analizar la expresion de

Ppa-DOX en diferentes condiciones y en distintos tejidos.

» Mediante la utilizacion de plantas a-DOX/GUS se analizara la expresion de

Ppa~-DOX en el esporofito.

» Se estudiard la respuesta de plantas OEDOX 3 en comparacion con plantas

salvajes en respuesta a estrés abidtico como salinidad, sequia, entre otros.

» Se cuantificara el micelio de B. cinerea mediante qPCR en plantas salvajes y

OEDOX 3.

» Se evaluara la respuesta del OEDOX 3 frente al tratamiento con otros patégenos

que infectan P. patens como Fusarium graminearum.

» Dado que en nuestro laboratorio se obtuvo el transcriptoma de plantas salvajes y
KO de Ppa-DOX tratadas con elicitores de la cepa SCC1 de Pcc, y sin tratar, se
seleccionaran genes que mostraron una disminucién en la expresion en el
mutante, para analizar si estos se expresan mas en el sobreexpresante OEDOX 3.
Si observamos un aumento en la expresion de genes de defensa o en genes que
codifican para enzimas involucradas en el metabolismo antioxidante, podremos
sugerir que el aumento de resistencia observada en el clon OEDOX 3 se debe a

una mayor activacion de la respuesta de defensa.
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