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Resumen

NPR1 (NON-EXPRESSOR OF PATHOGENESIS-RELATED GENES 1) es un regulador
positivo de la via de sefializacién dependiente del acido salicilico (SA), el cual es requerido para
la transduccidn de la sefial del SA para activar la expresién de los genes de resistencia (PR) y el
establecimiento de la respuesta sistémica adquirida (SAR). Estudios previos demostraron que
su mutante nulo es insensible al SA y posee una expresion reducida de los genes PR, siendo por

lo tanto, mas susceptible a cierto tipo de patdgenos.

Se han realizado varios estudios sobre NPR1 en plantas vasculares, pero hasta la fecha
no hay registros sobre su funcionamiento en Physcomitrella patens (P. patens), una briofita
modelo para estudios de gendmica funcional. A pesar de que se ha demostrado que algunos
patégenos son capaces de inducir la sintesis de SA en P. patens, se desconoce qué funcidn
cumple esta hormona en la defensa frente a patdgenos, ni si genes homdlogos a NPR1
cumplen la misma funcién que en plantas vasculares. A partir de andlisis bioinformaticos
realizados previamente en el laboratorio, se identificaron dos genes homodlogos a NPR1 en el

genoma de P. patens, que denominaron PpNPL1y PpNPL2.

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar el rol del gen PpNPL2 durante el
desarrollo y en respuesta a patégenos en P. patens. Con la intencién de dilucidar el rol
fisiolégico de PpNPL2 en P. patens y dada la posibilidad de realizar disrupciones génicas
dirigidas en su genoma, se obtuvo un mutante “knockout” para dicho gen. Andlisis fenotipicos
preliminares sugieren que los mutantes son menos susceptibles a la infeccién con Botrytis

cinerea.
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1. Introduccion

Existen diversos factores ambientales, cuya naturaleza puede ser abidtica 6 bidtica,
que afectan el crecimiento y desarrollo de las especies vegetales. Como parte de su proceso
evolutivo, las plantas han desarrollado diversos mecanismos de adaptacion frente a distintas
condiciones de estrés. Los mecanismos moleculares que se disparan durante la respuesta de
defensa no son del todo comprendidos, por lo cual el estudio de estas interacciones a nivel
celular y molecular es de gran interés. El conocimiento generado a través de este tipo de
analisis puede ser sumamente Util a la hora de disefiar estrategias biotecnoldgicas orientadas

al desarrollo de plantas de interés agrondmico tolerantes a diversos factores de estrés.

1.1 Interaccidn planta-patégeno

Las plantas en la naturaleza estdn en contacto con una gran variedad de
microorganismos, dentro de los cuales se incluyen bacterias, hongos, oomycetes, nematodos y
virus. La respuesta de defensa que presentan las plantas difiere de la que podemos encontrar
en animales. Esto se debe a que las plantas no poseen células especializadas para defenderse,
por lo tanto cada una de las células necesita ser capaz de responder frente a un ataque de
cualquier patdgeno. Las plantas poseen la capacidad de perder partes de ella sin ocasionar su
muerte, esto es beneficioso para evitar la dispersién del patégeno dentro del organismo ya

gue ocurre una muerte localizada en el sitio de ingreso del patégeno (Heath, 2000).

Las plantas durante la evolucién han desarrollado una variedad de mecanismos de
defensa frente a patdgenos dentro de las cuales existen barreras fisicas y quimicas
preexistentes y respuestas de defensa inducidas por el patégeno (Yuan et al., 2007). Entre las
barreras fisicas preexistente se hallan la pared celular y la cuticula. Las barreras quimicas son
compuestos que estdn presentes en las células y poseen actividad antimicrobiana
(terpenoides, compuestos fendlicos, alcaloides, entre otros) (Heath, 2000). Sin embargo,
existen situaciones en las que estas barreras no son suficientes para impedir la infeccion del
patdgeno en el tejido vegetal, en estos caso se desencadena una respuesta de defensa mas
compleja, la cual implica la percepcion del patdgeno, la transduccidon de las sefales y la
activacion de genes de defensa (Shah et al, 1999). Por lo tanto la especificidad de las
interacciones planta-patégeno depende tanto del genotipo de la planta como del genotipo del

patdgeno.

La resistencia que se puede observar en todos los individuos pertenecientes a una

determinada especie frente a un patégeno especifico es llamada resistencia tipo no-huésped,



siendo éste el mecanismo de proteccién de las plantas mas frecuentemente utilizado frente a
la mayoria de los patdgenos. Por otro lado, también existe lo que se denomina resistencia tipo
huésped, la cual se expresa solamente en algunos genotipos de especies que son sensibles

(Heath, 2000; Thordal-Christensen, 2003).

La resistencia de una planta frente a un patégeno determinado se puede deber a que
el patégeno es incapaz de infectar a la planta o a que la planta es capaz de evitar la infeccidon
y/o la propagacion del patégeno en el tejido vegetal a través de respuestas de defensa. Para el
caso de la enfermedad, esta puede deberse a la falta de reconocimiento del patédgeno por
parte de la planta, o a la habilidad del patégeno de evadir o sobreponerse a las respuestas de

defensa.

Se debe tener en cuenta que para que la planta enferme, ademas de requerirse que
ésta sea susceptible al patdégeno y que esté en contacto con un patdgeno virulento, también es

necesario que las condiciones ambientales sean favorables para que esto ocurra.

1.1.1 Percepcion del patégeno

La resistencia de tipo huésped estd basada en el modelo llamado “gen para gen”. Este
modelo fue propuesto por Flor en 1946 y acorde a éste la resistencia se establece a través de
la interaccién de los productos de dos genes, uno correspondiente al patédgeno, denominado
gen de avirulencia (proteinas Avr), y el otro por el huésped, denominado gen de resistencia
(proteinas R). La interacciéon incompatible ocurre cuando los genes de resistencia y de
avirulencia son dominantes. En este tipo de interaccion el patégeno logra ingresar al tejido y
desencadenar una infeccion inicial, pero no es capaz de invadir el resto de la planta, por lo
tanto la planta va a ser resistente al patégeno y el patégeno actia como un patdgeno
avirulento. En el caso de la interaccion compatible ocurre que uno de los genes es recesivo o
se encuentra ausente y, consecuentemente, la planta es incapaz de reconocer al patdgeno.
Alli, el patégeno ingresa al tejido donde prolifera, logra invadir el resto del tejido vegetal de la
planta y puede llegar a provocar la muerte de la planta. En este caso la planta es susceptible al

patdgeno, y el patdgeno es virulento para la planta (Keen, 1990).

Las proteinas R en general no son los receptores de las proteinas Avr, por lo que se han
propuesto modelos como el modelo de “co-receptor” y el “modelo de guardia”. El modelo de
“co-receptor” plantea que el producto del gen R, la proteina R, se une a una proteina
intermedia y juntas se unen al factor de avirulencia, permitiendo que se produzca la respuesta

de defensa. El “modelo de guardia” plantea que el factor Avr se une a una proteina diana que



no es la proteina R. En interacciones incompatibles la proteina R bloquea la diana del factor
Avr, evitando de esta forma que la interaccién del factor Avr con la proteina diana provoque la

enfermedad (Bonas et al., 2002).

1.1.2 Respuesta de defensa

Cuando la célula vegetal detecta la presencia de un patégeno, se activa una potente
reaccién de defensa inducida. Esta respuesta es mds fuerte a nivel local, en el tejido por
donde ingresé el patégeno, y mas leve a nivel sistémico, en el resto de los tejidos que no han
sido infectados por el patégeno. Los mecanismos de defensa involucrados incluyen una
combinacién de cambios fisicos, quimicos y moleculares, como la lignificacién o la induccién de

varias proteinas PR (Rangel Sanchez et al., 2010).

La produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) es uno de los primeros sucesos
que ocurren luego de la percepcion del patdgeno, ocurriendo a los minutos de la infeccién.
Algunas de las ROS que se producen son el superdxido (O,7) y el perdxido de hidrégeno (H,03)
(Lamb & Dixon, 1997). Esta acumulacion de ROS es conocido como “estallido oxidativo” y
posee un rol importante ya que presenta un efecto antimicrobiano directo al inducir el
reforzamiento de la pared celular, la expresién de genes de defensa y el desarrollo de la
muerte celular programada (PCD) y localizada en el sitio de infeccidn denominada respuesta
hipersensible (HR, “hypersensitive response”) (Apel & Hirt, 2004; Yang et al., 1997). El éxido
nitrico (NO) también juega un papel esencial, siendo capaz de inducir genes de defensa y de
actuar en forma sinérgica con las ROS para promover la muerte celular programada

(Delledonne et al., 1998).

Ademas de la defensa local, la resistencia de las plantas puede extenderse hacia
regiones alejadas del sitio de infeccion, que no han sido lesionadas por el patégeno. Esta
defensa generalizada ha sido denominada respuesta sistémica adquirida o SAR (“systemic
acquired resistance”). La SAR tiene una duracidon de semanas y es no especifica, ya que actua
de forma semejante para una amplia variedad de patégenos, o incluso tras lesiones mecdnicas

no causadas por patégenos invasores (Ross, 1961; Ryals et al., 1996).

La seiial del patégeno es percibida y amplificada a través de la acumulaciéon de
moléculas sefiales de la planta, como las hormonas &cido salicilico (SA), etileno (ET) y
jasmonatos (JA) (Yang et al., 1997). La induccion de estas vias conduce en cada caso a la

induccion de un grupo especifico de genes de defensa, los cuales contribuyen a la proteccion



de la planta frente a distintos tipos de patdgenos, aunque existe una intrincada interconexion

de sefales regulatorias entre las tres vias (Feys & Parker, 2000; McDowell & Dangl, 2000).

La resistencia mediada por los genes R esta ligada a la activacion de la via del SAy ala
aparicion de la HR. El tipo de respuesta de la HR, donde ocurre la PCD, beneficia a la planta
frente a patdgenos bidtrofos ya que logra evitar su dispersién en la planta. Un ejemplo de este
tipo de patégeno es Pseudmonas syringae, Peronospora parasitica y Eysiphar orontii. Por el
contrario, los patégenos necrdtrofos como Botrytis cinerea y Alternaria brassicicola, se
benefician de la PCD y, por lo tanto, sélo son limitados por otros mecanismo que son

dependientes de ET y JA (Bowling et al., 1994; Clarke et al., 1998).

1.1.3 Sefializacion de Acido Salicilico

Cuando las plantas perciben el ataque por parte del patégeno activan defensas en la
zona del ataque y también en los tejidos distales. Esta respuesta, la SAR, requiere de SA para

activarla (Mach, 2015).

El SA forma parte de un amplio grupo de compuestos sintetizados en plantas
denominados fendlicos, los cuales poseen en su estructura un grupo hidroxilo unido a un anillo
aromatico (Rangel Sanchez et al., 2010). En plantas es sintetizado en los plastidos (Kumar,
2014). Los compuestos fendlicos participan en muchas funciones metabélicas en plantas, como
la sintesis de lignina, actividad alelopatica, y en algunos casos en la biosintesis de compuestos
relacionados a la defensa como las fitoalexinas. El SA participa en varios procesos fisiolégicos
como la germinacién de semillas, crecimiento celular, respiracion, cierre de estomas, expresion
de genes asociados a senescencia y de forma esencial en la termogénesis, asi como en la
resistencia a enfermedades y estrés abidtico (Raskin, 1992; Métraux & Raskin, 1993; Vlot et al.,
2009; Rangel Sanchez et al., 2010). Se ha descrito que en algunos casos el efecto del SA dentro
del metabolismo de las plantas puede ser de forma indirecta ya que altera la sintesis y/o
sefializacion de otras hormonas que incluyen la via del JA, ET, y auxinas (Loake & Grant 2007;

Rangel Sanchez et al., 2010).

La sintesis de SA puede darse por 2 vias donde ambas requieren corismato, un
producto de la via de shikimato. El aminoacido L-fenilalanina, puede ser convertido en acido
salicilico por dos vias, una mediante el intermediario benzoato y la otra mediante el acido
cumarico, a través de una serie de reacciones enzimaticas inicialmente catalizadas por la
enzima Fenilalanina Amonio Liasa (PAL). A su vez, el corismato puede también ser convertido

en SA via isocorismato, en un proceso de dos pasos que implica la participacion de las enzimas



isocorismato sintasa (ICS) e isocorismato piruvato liasa (IPL) (Verberne et al., 2000;
Wildermuth et al., 2001) (Figura 1). Mas del 90% del SA producido como respuesta al ataque

por patdgenos es sintetizado por la segunda via en Arabidopsis (Kumar, 2014).
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Figura 1. Biosintesis de acido salicilico. Abreviaturas: PAL, fenilalanina amonio liasa; ICS, isocorismato
sintasa; IPL, isocorismato piruvato liasa; BA2H, acido benzoico 2-hidroxilasa; SA, acido salicilico; aa,
aminodcidos. Las flechas continuas representan pasos conocidos de la sintesis y las flechas punteadas
pasos de la sintesis que no han sido completamente descriptos. (Modificada de Vlot et al., 2000).

El SA es luego modificado (via glicosilacidn, metilacidn, conjugacion con aminodacidos,
sulfonacidn, hidroxilacidn, etc.) para dar varios derivados (Figura 2). La mayor parte de estos
derivados no son compuestos activos. La mayoria del SA producido por la planta va a ser
glucosilado (SAG) y se cree que es la principal forma de almacenamiento, con el potencial para
ser convertido nuevamente a SA mediante reacciones enzimdticas catalizadas por SA PB-
glucosidasa. Uno de los derivados metilados, el salicilato de metilo (MeSA), que también es
inactivo, es volatil y puede difundir a través de las membranas. Esto podria ayudar a la planta
a excretar el exceso de SA fuera de la célula donde es sintetizado y permite una eventual
difusién fuera de la planta. Este mecanismo ayudaria a la planta a reducir la acumulacion de SA
y su resultante efecto tdéxico, que posee la capacidad de provocar la muerte celular (Kumar;

2014).



Figura 2. Metabolismo del SA. Abreviaturas: SA, dcido salicilico; SAGT, acido salicilico glucosil
transferasa; aa, amino acidos; SAMT, SA metil transferasa; SABP2, proteina 2 unida a SA; MES, metil
esterasa; SGE, saliciloil éster glucosa; SAG, SA O-B glucdsido; MeSA, salicilato de metilo; MeSAG,
salicilato de metilo O-B-glucdsido. Las flechas continuas representan pasos conocidos de la sintesis y las
flechas punteadas pasos de la sintesis que no han sido completamente descriptos. (Modificado de Vlot
et al., 2009).

La activacién de la sefializacién por parte del SA en plantas bajo situaciones de estrés
es precedido por el estallido oxidativo originado en diferentes compartimentos celulares. El SA
juega un rol esencial en la transduccion de sefiales que conducen a la activacion de genes de
defensa, que ademas de codificar proteinas relacionadas a la patogénesis, permiten establecer

la HR (Dixon et al., 1994; Van Doorn et al., 2011).

El estrés bidtico induce en plantas respuestas fisioldgicas y bioquimicas que incluyen
cambios en la expresidén génica y también modificaciones en el metabolismo de las células.
Existe una respuesta a nivel transcripcional de muchos genes frente al estrés bidtico y sus
productos son capaces de actuar en la respuesta adaptativa de la planta. Los productos de
estos genes inducidos son capaces de actuar como protectores del dafio celular o incluso como
intermediarios para la percepcién y la transduccidn de la sefial. Estos genes y sus proteinas
asociadas al estrés pueden clasificarse en dos grupos, el primero de ellos estd constituido por
proteinas funcionales o por proteinas que actuan en la tolerancia al estrés. El segundo grupo
esta formado por proteinas reguladoras de la transduccion de sefiales y la expresién de genes
responsables de la respuesta al estrés. Dentro de este Ultimo grupo, se encuentra la proteina

NPR1, objeto de estudio de este trabajo, la cual se describe a continuacion.
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1.1.4 NPR1 (NONEXPRESSOR PR1)

En Arabidopsis thaliana (Arabidopsis), la proteina “Nonexpressor of pathogenesis
related genes 1” (NPR1) es una proteina reguladora positiva de la via de sefalizacion del SA.
Esta proteina sensa y transduce la senal producida por el SA haciendo posible que se produzca
la SAR. Actla como co-activador regulando la expresién de genes relacionados con la
patogénesis (PR, “pathogenesis related”) dependientes de SA. Esta proteina posee repetidos
ricos en anquirina y un dominio BTB-POZ (Broad-Complex, Tramtrack, and Bric-a-brac/Pox
virus y Zinc finger). Estas regiones de la proteina estan involucradas en las interacciones

proteina-proteina (Cao et al., 1997).

El gen NPR1 se expresa constitutivamente, los niveles de transcriptos aumentan
solamente al doble luego del tratamiento con SA. Estos resultados sugieren que se regula
principalmente a nivel postranscripcional (Dong, 2004). Bajo condiciones basales, NPR1 se
encuentra en forma de oligdmero unido por 2 cisteinas (Cys 82 y Cys 216), mediante puente
disulfuro intramolecular (Figura 3). El SA activa a NPR1 y esta activacidn genera la reduccion
del puente disulfuro por un cambio en el estado redox de la célula, liberandose los
mondmeros. Los mondmeros de NPR1 son importados al nucleo, donde interactia con
factores de transcripcidon TGAs (incluidos en la clase bZIP de TFs) de Arabidopsis (Kesarwani et
al., 2007). Los TGAs pueden interaccionar directamente con la regiéon promotora de los genes
de defensa como PR1, promoviendo su expresion (Lebel et al., 1998). El monémero de NPR1
puede sufrir degradacién por el proteosoma mediada por los pardlogos de NPR1, NPR3 (en

presencia de SA), y NPR4 (en ausencia de SA) (Figura 3) (Mach, 2015).

11



Pathogen Systemic !» SA—» SAR
/v tissue

Cytoplasm

Shikimate pathway

ICS \ ¥ PAL

- -

AY

7
Redox change 4 3

NPR1 Y { & k
TRX [l 1
NPRL NPRL — > BEED — e -j ]
NPR1 (e ;

' " NPR1 SA responsiv !

[\ genes i

[

N, 4
< &

-
e Semmem=—

Figura 3. Activacion de la sefializacion mediante SA en célula vegetal. El ataque por parte del patégeno
resulta en un aumento en la biosintesis del SA a través de la via ICS/PAL. La SA metiltransferasa (SAMT)
cataliza la conversion del SA a MeSA que difunde hacia el citoplasma donde es convertido nuevamente
en SA mediante la actividad esterasa de SABP2. Niveles altos de SA en el citoplasma convierten al
oligdmero NPR1 en mondmero, que luego migra al ndcleo y activa genes como los PR. NPR1 es
fosforilado luego de la interaccidon con factores de transcripcion. La degradacion mediado por el
proteosoma del NPR1 fosforilado desencadena la expresidon de los genes de respuesta de SA. (Tomado
de Kumar; 2014)

El gen NPR1 fue identificado en 1994 mediante un screening genético de mutantes de
Arabidopsis en donde se seleccionaron aquellas plantas que presentaron un fenotipo que no
eran capaces de inducir genes PR frente al agregado de SA (Cao et al., 1994). En mutante nprl
se denominé asi por non expressor of pr genes 1, junto con otros alelos identificados
posteriormente en otros screenings, como nim1 (“non-inducible immunity 1”) son insensibles
frente a todos los inductores de la SAR, incluidos el SA, INA, BTH y patdgenos avirulentos (Cao
et al., 1994; Delaney et al., 1995; Glazebrook et al., 1996). Este gen y sus alelos, participan no
solo en la SAR, sino también en la resistencia basal, mostrando mayores sintomas cuando son

infectados con patdgenos virulentos.

Hasta la fecha es el Unico gen descrito que su mutante nulo es insensible al SA. Se
demostré que NPR1 juega un rol en la sefializaciéon de otras respuestas de defensa (Dong,

2004).

Se han realizado estudios funcionales de homaélogos a NPR1 en diversos organismos.
En 2010 Shi et al., realizaron estudios funcionales del gen NPR1 del cacao (Theobroma cacao)

en Arabidopsis. Para ello aislaron y caracterizaron el homdlogo de NPR1 en cacao (TcNPR1).
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Demostraron que TcNPR1 comparte funciones similares a NPR1 de Arabidopsis. Es capaz de
complementar parcialmente la mutacién npri-2 en plantas de Arabidopsis transgénicas
mediante un ensayo de infeccidn de la hoja y se transloca al nucleo luego de la induccidn por
SA de la misma forma que lo hace la proteina NPR1 enddgeno de Arabidopsis. En 2015 Silva et
al. evaluaron la resistencia a enfermedad frente a un amplio espectro de patégenos en frutillas
(Fragaria vesca L.) que sobreexpresan el gen NPR1 de Arabidopsis (AtNPR1). La caracterizacion
de estas plantas transgénicas indica que ocurre una expresion ectdpica del gen AtNPR1 que le

confiere resistencia frente a tres hongos patégenos y a una bacteria patégena.

A pesar de que los estudios realizados en plantas vasculares han generado mucha
informacidn sobre el reconocimiento del patdgeno, las vias de transduccién de sefiales y la
activacion de las respuestas de defensa en diferentes interacciones planta-patégeno, existe
muy poca informacion sobre las respuestas de defensa frente a patégenos en plantas no

vasculares, como es el caso de los musgos.

1.2 Physcomitrella patens como modelo de estudio

Las briofitas divergieron de las plantas vasculares hace 400 millones de afios a partir de
un ancestro comun y fueron las primeras plantas en colonizar la tierra. Su distribucién en el
planeta en la actualidad es muy amplia (Robinson et al., 2003). El musgo Physcomitrella patens
(P. patens) pertenece a las briofitas y, por lo tanto, a pesar de tener millones de afios de
evolucidn independiente es un organismo modelo para estudiar la evolucién de los procesos
bioldgicos en las plantas terrestres (Knight et al., 2009). La posicién filogenética basal de las
Briofitas entre las plantas terrestres las ubica en una situacion ideal para contestar preguntas
fundamentales sobre la evolucién de las plantas (Schaefer, 2002). Una gran diferencia que
poseen las briofitas con respecto a las plantas vasculares, es que sus estrategias adaptativas al
habitat terrestre estdn basadas casi exclusivamente en la tolerancia al estrés, a través de
limitar o reparar el dafio producido por el mismo. Esto se ve reflejado, por ejemplo, en la
capacidad de estas plantas de sobrevivir frente a ciclos de deshidratacién y rehidratacion, o
incluso sobrevivir a la desecacidon total. Las briofitas carecen de tejido vascular y érganos
definidos. Poseen estructuras mas primitivas llamadas filoides, rizoides y cauloides en lugar de

hojas, raices y tallos (Knight et al., 2009).

Las briofitas, como todas las plantas, poseen alternancia de generaciones en su ciclo
de vida, pero sin embargo, en estas plantas predomina la fase gametofitica haploide sobre la
fase esporofitica diploide (Figura 4) (Knight et al., 2009). El desarrollo de P. patens inicia con la

germinacion de una meiospora, que da lugar a una estructura filamentos, llamada protonema,
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que es el gametofito juvenil. El protonema estd compuesto por dos tipos de filamentos, el
cloronema y el caulonema. El cloronema surge primero y luego a partir de éste surge el
caulonema. El cloronema posee un mayor nimero de cloroplastos y el caulonema se divide
mas rapidamente. El crecimiento del protonema es principalmente mediante divisién de las
células apicales que forman luego gametéforos, que representan el estado adulto de la planta.
El gametdforo estd formado por un vastago fotosintético, hojas, las estructuras reproductivas
(arquegonias y anteridios) y los rizoides. Los gametos masculinos son moviles y flagelados, y
por lo tanto necesitan humedad para poder trasladarse y fecundar los gametos femeninos.
Una vez fecundado el cigoto se transforma en esporofito (fase diploide), donde van a madurar

las esporas y una vez maduro el esporofito son liberadas las esporas (Reski et al., 1998).

El genoma de P. patens (cepa Grasden 2004, Schaefer et al., 1991) ha sido totalmente
secuenciado y es de libre acceso desde diciembre de 2007 (Rensing et al., 2008,

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!info?alias=0rg Ppatens). Tiene un tamafo de

473 Mb organizado en 27 cromosomas pequefios y contiene 32926 genes que codifican para

proteinas.

P. patens es un buen modelo de estudio para la biologia vegetal, ya que posee un ciclo
de vida corto, una gran capacidad de regeneracion, morfologia simple y facilidad de cultivo in
vitro. Gracias al ciclo predominantemente haploide de P. patens en su estado gametofiticoy la
alta eficiencia de recombinaciéon homdloga, hace que sea beneficioso trabajar en esta planta
ya que posee muchas de las ventajas que se observan en genética bacteriana (Cove et al.,
1997). Por lo tanto la identificacion de los mutantes y los analisis fenotipicos son mas sencillos
que si se trabajara con especies que poseen una fase diploide dominante, siendo ampliamente

utilizado para estudios de genética reversa.
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Figura 4. Ciclo de vida de P. patens En fase haploide el gametofito produce 6rganos sexuales masculinos
(anteridos) y femeninos (arquegonios). Mediante mitosis se generan las células sexuales masculinas
(anterozoides) y femeninas (oosfera). Luego de la fecundacién se forma el esporofito, que es diploide,
dependiente del gametofito. Las esporas, que son haploides, se forman en la capsula del esporofito y
son liberadas una vez alcanzada la madurez. Luego de ser liberadas germinan y forman filamentos,
denominados protonema, y se forman nuevos gametofitos. (Tomada de
www.cfg.uu.se/models_Physcomitrella.html)

1.3 Resultados previos de nuestro grupo

El grupo de investigacién del Laboratorio de Biologia Molecular se ha centrado en el
estudio de los mecanismos de defensa al estrés, tanto bidtico, como abidtico en Physcomitrella
patens. Debido que hasta el momento se desconoce qué funciéon cumple el acido salicilico en
la defensa frente a patdgenos, asi como la funcién que cumplen genes homdlogos a NPR1 en
P. patens, hace unos afos se decidiod investigar la funcién de NPR1, en este organismo. A partir
de andlisis bioinformaticos se identificaron dos genes con homologia a NPR1 en el genoma de
P. patens, los cuales fueron denominamos PpNPL1 y PpNPL2. En estudios previos se generd un
mutante knockout para el gen PpNPL1 (Garcia AV, 2005 y Castro et al datos no publicados) y
estudios preliminares sugieren que este mutante (Ppnpll) es mas resistente a B. cinerea
respecto al genotipo salvaje (Figura 5). A su vez, se observé que la expresion de dos genes con
homologia a PR1 en respuesta al tratamiento con SA se encuentra disminuida en el mutante
Ppnpll. Estos resultados sugieren que PpNPL1 de Physcomitrella es importante para la via

sefializacion dependiente del SA (Castro et al., datos no publicados). Dado que en P. patens
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existe otro gen con homologia a NPR1, en este trabajo de tesis se propone anular la expresion
de dicho gen en un background salvaje y en el mutante Ppnpll y evaluar la respuesta a

patdgenos en los mutantes simples y dobles.

wt mnpll

AbsE00dnmimg PS

control botrytis

Figura 5. Evaluacién de la muerte celular en plantas wt y mutante Ppnpll luego de 24 hs post-
tratamiento con una suspensién de esporas de B. cinerea cuya concentracién fue de 5x10°
esporas/mL. Los tratamientos se realizaron con colonias de 3 semana crecidas en medio normal con
celofan y las tinciones se realizaron como se describe en materiales y métodos. La captacion de Evans
Blue fue cuantificada por espectrofotometria. Para cada tratamiento se realizaron 2 ensayos
independientes, se utilizaron 2 colonias por muestra y 5 medidas por tratamiento.
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2. Objetivo general

Generacion y caracterizaciéon de un mutante de un gen PpNPL2 homdlogo a NPR1 en

Physcomitrella patens.

Objetivos especificos

1. Analisis de la expresidn del gen PpNL2 en respuesta a diferentes tipos de estrés
2. Crear una construccion para anular la expresién del gen PoNPL2.

3. Generar mutantes de P. patens con expresion nula de PpNPL2 en un genotipo salvaje y en

un genotipo con expresion nula de PpNPLI1.
4. Caracterizacidn molecular de los mutantes generados.

5. Comparar la respuesta de defensa de las plantas mutantes y salvajes frente a la infeccidn

por diferentes patdgenos.
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3. Materiales y métodos
3.1 Material bioldgico
3.1.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

Se utilizé el musgo P. patens tipo salvaje (Schaefer et al., 1991) y la linea con expresion
nula de PpNPL1, generado previamente en el laboratorio. Los cultivos vegetales, en estado de
protonema y de colonia, fueron mantenidos y subcultivados in vitro en placas de petri con
medio solido Hoagland’s [10 mL/L solucién B, 10 mL/L solucién C, 10 mL/L solucién D, 10 mL/L
tartrato de amonio 500 mM, 2mL/L CaCl, 500mM, 1mL/L micronutrientes, 10 g/L agar]. En
algunos casos se colocd sobre el medio un celofan estéril. Toda propagacion del material
vegetal se realizd en flujo laminar y con material estéril. P. patens fue crecido a 22-242C con un

fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad.

3.1.2 Cepas y cultivos de microorganismos
Escherichia coli

Se utilizé la cepa comercial TOP10 (Invitrogen, San Diego, SA). Los cultivos de E. coli
fueron incubados en medio Luria-Bertani (LB) [10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10

g/L NaCl] tanto liquido como sdélido (15 g/L agar).

Las células de E. coli transformadas fueron incubadas en LB con ampicilina 100 pg/mL

3.1.3 Fitopatdgenos
3.1.3.1 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Se utilizé la cepa SCC1 de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc)
(antiguamente denominada Erwinia carotovora subsp. carotovora (Rantakari, et al., 2001)). Las
bacterias fueron cultivadas en medio LB por 16 h a 282C. Para obtener el filtrado de cultivo
(CF) se inoculd un cultivo liquido de LB que se incubd con agitacion a 282C hasta alcanzar una
densidad de 1x10%® ufc/mL (densidad dptica a 600 nm de 1.8-2.0). El cultivo bacteriano fue
centrifugado a 3000g por 10 min, y el sobrenadante fue esterilizado por filtracién (0,22 um) y

conservado en alicuotas a -20°C.
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3.1.3.2 Botrytis cinerea

El hongo Botrytis cinerea (B. cinerea) fue crecido en medio PDA (de Potato Dextrose
Agar) (PDB comercial (Applichem); 1.5% agar). Las esporas se recogieron a partir de cultivos de
aproximadamente 3 semanas crecidas a 22°C, resuspendidas en H,O mQ (bidestilada) y se
contaron en una camara Improved-Neubauer. Para inocular se utilizé una concentracidn de

5x10° esporas/mL.

3.1.3.3 Pythium irregulare

Pythium irregulare (P. irregulare) fue cultivado en PDA (Sigma) a 229C. Plugs de agar de
0.5 cm de diametro conteniendo micelio de P. irregulare fueron colocados sobre las colonias

de P. patens.

3.2 Vectores y construcciones
Se utilizaron los siguientes vectores de clonacidn:
pCR2.1

Vector disefiado para el subclonado y secuenciacién de fragmentos amplificados por
PCR por el sistema “TOPO TA Cloning®Kit” (Figura 6). Esta disefiado para clonar productos de
PCR generados por la enzima Tag polimerasa ya que posee un nucledtido de timina
protruyente en posicion 3°. Este vector fue utilizado para clonar las secuencias gendmicas 5" y

3" del gen PpNPL2.
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Saclnda-m | Sfe'

e Hind W Kon
M13 Reverse Primer (i | 1
CAG GAA ACA GCT AJG ACIC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GIC CTT TGT CGA TAC TGGTAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX | EcoR1 EcoR |
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC A ace G‘li« TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AR TT CGG CTT AAG ACG
Aval
PaeR7 |
EcoRV BsX1  Notl Xho Nsil Xbal Apal

| ! ! 1 )
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG AT/

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA|CTG GCC GTC GIT TTA CJAA CGT OGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT [GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1
3929 nucleotides

LacZa gene: bases 1-545

M13 Reverse priming site: bases 205-221

T7 promoter: bases 362-381

M13 (-20) Forward priming site: bases 389-404
f1 origin: bases 546-983

Kanamycin resistance ORF: bases 1317-2111
Ampicillin resistance ORF: bases 2129-2989
pUC origin: bases 3134-3807

Figura 6. Mapa del vector de clonado pCR2.1 Se destacan las principales caracteristicas: el promotor
LacZa (bases 1-545), el sitio de hibridacidn del oligonucleétido M13 reverso (bases 205-221) y forward
(bases 389-404), el origen de replicacion F1 (bases 546-983), el promotor T7 (bases 362-381), el gen de
resistencia a kanamicina (bases 1317-2111), el gen de resistencia a ampicilina (bases 2129-2989) vy el
origen de replicacion del plasmido (bases 3134-3807). (Extraido de Invitrogen
(http://www.invitrogen.com))

pMT123 vector de transformacion

Se utiliz6 una construcciéon denominada pMT123, que tiene incorporada la regidn
codificante del gen hyg (resistencia a higromicina) bajo el control del promotor constitutivo
NOS1 (proveniente de Agrobacterium tumefaciens) y la secuencia 3" no traducida del gen ocs
(octopina sintetasa). Ademas posee dos sitios de multiclonado, uno en posicién 5” respecto al
gen de resistencia para higromicina y otro en posicién 3" respecto a la secuencia 3" no
traducida del gen ocs (Figura 7). El diseiio de la construccidn para la transformacién consistié
en la clonacién de un fragmento 5° (941 pb) de ADN gendmico de PpNPL2 en posicion
5’respecto al gen de resistencia para higromicina con las enzimas de restriccion Xhol y Hindlll,
y de un fragmento 3" (963 pb) de ADN gendmico de PpNPL2 en posicidn 3° respecto a la

secuencia 3" no traducida de ocs con las enzimas Xbal y Notl.

Este vector, pMT123, se utilizd para generar la construccién del mutante KO para el
gen NPL2. El vector posee 5497 pb. Bajo la regulacion del promotor NOS1 confiere resistencia

a higromicina en plantas y en bacterias resistencia a ampicilina.
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Hygromycin resistance

Netl3275 313 OCS ter

Figura 7. Mapa del vector pMT123. Se observa el promotor NOS1, el terminador OCS, la resistencia a
higromicina y los sitios de corte de diferentes enzimas de restriccion. (Creado con el programa BioEdit
Sequence Alignment Editor)

3.3 Obtencién de ADN genémico a partir de tejido vegetal

La obtencién de ADN gendmico se realizd macerando 1-3 g de tejido vegetal en
nitrégeno liquido hasta obtener un fino polvo. Luego se resuspendié 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 SDS 20% con agitacidn suave y se incubd a 652C por 15 min.
Posteriormente se agregd 5 mL de KAc 5M, se mezcld y se incubd a 02C durante 30 min. Luego
se centrifugd a 5000 rpm durante 40 min. El sobrenadante a través de una gasa se traspaso a
otro tubo que luego se le agregd 10 mL de isopropanol, se mezcld y se incubé a -202C durante
30 min. A continuacion se centrifugé 40 min a 7500 rpm en frio, lavé con 1 mL EtOH 70%,
centrifugd nuevamente 5 min a 5000 rpm vy se secod el pellet. Consecutivamente se
resuspendio el pellet en 450 puL buffer TE [10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0] y 50 pL
NaCl 3 M e incubé a 372C durante 30 min con 2 pL RNasa. Posteriormente se extrajo una vez
con un volumen de fenol y dos veces con un volumen de cloroformo. Luego se precipitd el ADN
con 0.8 volumenes de isopropanol, se centrifugd durante 1 min, lavo el pellet con EtOH 70% y

se dejo secar. Finalmente se resupendié el ADN en 100 uL H20.

3.4 Obtencién de ADN plasmidico

La obtencién de ADN plasmidico se realizé mediante la utilizacién del kit comercial de
extraccion QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN, Hilden, Alemania). Se realizaron a partir de
cultivos bacterianos de 5 mL crecidos toda la noche a 372C con agitacidon a partir de una

colonia aislada.
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3.5 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para visualizar el ADN se realizaron electroforesis en geles de agarosa tenidos con 0.5
ug/mL bromuro de etidio utilizando el buffer TAE 1X [40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA]. Todas
las muestras se cargaron con loading buffer y el marcador de peso molecular utilizado para
estimar el tamafio y la concentracion de ADN presente fue el ADN del fago A digerido con la

enzima Pstl.

3.6 Recuperacion de ADN a partir de gel de agarosa

La recuperacion de los fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizd

utilizando el kit comercial QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Alemania).

3.7 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR fueron realizadas en el termociclador Veriti de la casa comercial

Applied Biosystems.

3.7.1 Amplificacion de las regiones 5" y 3" para la generacion de la construccién de reemplazo

alélico en el gen PpNPL2

Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion mediante la PCR de las regiones
5’y 3’del gen PpNPL2 de P. patens fueron diseifiados en el laboratorio a partir de la secuencia
del gen. La regién 5" y 3" a amplificar del gen NPL2 son de 941 pb y de 963 pb respectivamente.
La reaccién de PCR se realizé en un volumen final de 50 pL utilizando 100 ng de ADN gendmico
de P. patens, 0.2 mM de dNTPs, 0.5 uM de cada cebador, 1.25 unidades de Taq ADN
polimerasa, 1X buffer. La amplificaciéon de la region 3° del gen NPL2 se realizé utilizando el
programa: 952C 5 min; 40 ciclos: 952C 1 min, 482C 45 seg, 722C 1 min; 729C 7 min. La
amplificacion de la regidén 5° del gen PpNPL2 se realizd utilizando el mismo programa y los
cebadores 5°'NPL2fw Y 5°'NPL2rv, los cuales fueron disefiados algunas sustituciones
nucleotidicas de forma de generar sitios de restriccién para proporcionar una subclonacion
mas sencilla en el vector pMT123. Para amplificar la regidon 3’ se utilizaron los cebadores
3’'NPL2fw y 3'NPL2rv con sitios de restriccion para su posterior clonacién. En el cebador
5NPL2fw se cred un sitio de restriccidon para Xhol, en SNPL2rv el cebador se disefié en un sitio
de restriccién para Hindlll, en 3NPL2fw se cred un sitio de restriccién para Xbal y 3NPL2rv se

cred un sitio de restriccién para Notl.
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Los productos amplificados se analizaron y cuantificaron en geles de agarosa 1%,
corroborandose los tamafos esperados para los fragmentos. Se extrajeron del gel y se
purificaron utilizando el kit comercial QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Alemania).
Los productos de PCR fueron clonados en el vector pCR2.1. La mezcla de ligacién fue

transformada en células competentes TOP10.

3.7.2 Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos sintéticos utilizados en este trabajo se describen a continuacion

(Tabla1y 2).

3.7.2.1 Amplificaciéon del ADN genémico de PpNPL2

Para la amplificacion de las regiones gendmicas 5’ y 3’ del gen PpNPL2 se disefiaron los
oligonucledtidos que se indican a continuacién. En minuscula se muestran los nucledtidos

modificados para crear un sitio de restriccién para las distintas enzimas.

Tabla 1. Secuencia que presentan los cebadores disefiados para la amplificacién del gen PoNPL2 de P.
patens.

Nombre Oligonucleétido (orientacion 5 =>3")
SNPL2fw CTGATCTcGAgAACTCTCATAC
S5NPL2rv ACTGATTACAATAAAGCTTGATA
3NPL2fw GCTTTATCTctAGAATCGAGGTC
3NPL2rv GTCTATGgCgGCCGCcATAGCATGG

3.7.2.2 Anadlisis de lineas mutantes del gen PpNPL2 mediante PCR

Los oligonucledtidos fueron disefiados con el fin de poder identificar facilmente la
presencia de la construccidn en las lineas obtenidas. Los oligonucledtidos Hygfw e Hygrv son
especificos de la construcciéon. Como control negativo se utilizé ADNg de plantas de genotipo
salvaje. KO-NPL2fw y KO-NPL2rv corresponden a los oligonucledtidos disefiados para la regién

flanqueante por fuera de la insercidn.
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Tabla 2. Cebadores utilizados para el estudio de las lineas mutantes

Nombre Oligonucledtido (orientacion 5°—>37)
Hygfw CAAGACCTGCCTGAAACCGAAC
Hygrv TTTGTTATTGTGGCGCTCTATCAT
KO-NPL2fw GCTCAGATTTTCCGGAGATG
KO-NPL2rv CCCTCTCAAATGGAGAACCA

3.8 Digestidn con enzimas de restriccion

Las enzimas y buffers utilizados pertenecen a la empresa Thermo-Fisher. Las
digestiones mediante enzimas de restriccion de los fragmentos de amplificados 5’'NPL2, 3’'NPL2

y del vector fueron realizadas segun las recomendaciones del fabricante.

Posteriormente se verificd que la digestion fuese correcta mediante electroforesis en
gel de agarosa 1 % y extraidos del gel mediante el kit comercial QlAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen, Hilden, Alemania).

3.9 Construccidn del vector de reemplazo alélico

Para realizar la construccidon primero se clond el fragmento 3'NPL2 en el vector
pMT123 y luego el fragmento 5'NPL2. Esto se debe a las enzima de restriccion Xbal que se
utilizaron para clonar la regién 3’, corta en un sitio interno al fragmento 5'NPL2. Si primero se
clona el fragmento 5'NPL2 en el vector pMT123, luego al realizar la digestion con Xbal y Notl
para clonar el fragmento 3’'NPL2 en el vector pMT123-5'NPL2 se va a observar que en vez de
cortar una Unica vez la enzima Xbal en el sitio de multiclonado, va a cortar dos veces y por lo

tanto se obtendria una construccién diferente.

El fragmento 3'NPL2 clonado en el vector pcR2.1 se digiri6 con las enzimas de
restriccion Xbal y Notl. También se digirié con estas enzimas el vector pMT123. Se confirmé la
correcta digestion del fragmento y del vector mediante electroforesis en gel de agarosa 1% y
luego se realizd la extraccion de la agarosa. Posteriormente se ligd el fragmento 3'NPL2
digerido con el vector pMT123 previamente digerido. Seguidamente la mezcla de ligacion se

utilizé para transformar células quimiocompetentes.

A continuacién se procedié al clonado de la region 5’NPL2. Para ello, se digirié el ADN
plasmidico de pMT123-3’ y el pCR2.1-5’NPL2 con las enzimas Xhol y Notl. Se confirm¢d la

correcta digestion, se procedid a su ligacion y transformacion de células TOP10. Las colonias
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transformantes seleccionadas fueron crecidas en medio con ampicilina, se realizaron cultivos

liqguidos y minipreparaciones de forma de extraer el ADN plasmidico.

3.10 Ligacion del ADN

La reaccidon de ligacion se realizd utilizando una relacién entre el vector y los
fragmentos de 5:1. La primer ligacidon, entre el vector pMT123 y el fragmento 3’NPL2, se llevé
a cabo en un volumen final de 20 pL con 75 ng del vector, 60 ng de fragmento, buffer de
ligacién 5X y 1 unidad de T4 ADN ligasa (Invitrogen). Se incubd durante una hora a 2429C. La
segunda ligacidn, entre el vector ya unido al fragmento 3'NPL2 y el fragmento sin unir 5’"NPL2,
se llevd a cabo en un volumen final de 10 pL con 100 ng del vector+3'NPL2, 65 ng del
fragmento 5°, buffer T4 ligasa 5X y 0.5 unidades de T4 ligasa (Invitrogen). Se incubo una hora a

25°C.

3.11 Transformacién de células competentes de E. coli
Las transformaciones se realizaron de acuerdo al protocolo brindado por el fabricante.

Se transformd 50 pL de células quimiocompetentes de E. coli Top10 con 10 plL de
mezcla de ligacion para cada una de las correspondientes ligaciones. Se incubd 30 min Ila
mezcla en hielo, luego se realizd un shock térmico durante 30 seg a 42°C en un bafo. A
continuacién se volvid a colocar en hielo y se agregd 250 plL de medio S.0.C. precalentado para
luego incubarlo durante una hora a 379C con agitacién constante. Se sembrd el cultivo en

placas de LB/Amp que fueron incubadas a 372C durante toda la noche (ON).

3.12 Transformacion de P. patens

Se transformaron protoplastos de P. patens con la construcciéon correspondiente
digerida con la enzima Kpnl (Fermentas). Luego de la digestidon con Kpnl el ADN se purificd con
columnas Qiagen siguiendo las recomendaciones del fabricante. La transformacién mediada
por PEG se realizd segun el protocolo descrito por Schaefer et al.,, (1991) con algunas
modificaciones puestas a punto en nuestro laboratorio. Para obtener los protoplastos se partié
de 1 a 3 placas de tejido en estadio de protonema de 7 dias, que habian sido subcultivadas
sucesivamente por lo menos tres veces con intervalos de 7-10 dias. El material vegetal fue
incubado en una solucion de D-manitol 8% con Driselasa (SIGMA) 0.2% a temperatura

ambiente ON. La digestidn fue filtrada sobre un colchdn de sacarosa 0.44 M, se centrifugé a 80
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g durante 10 min y se extrajo la interfase donde se encuentran los protoplastos. Se realizaron 3
lavados, uno con solucion de D-manitol 8% y dos con solucidn CaPW (D-manitol 8%,
CaCl,.2H,0 50 mM). Posteriormente, se contaron los protoplastos en una camara de
Neubauer, siendo la concentracion ideal para la transformaciéon 1.6x10° por mL. Luego se
resuspendieron en solucién 3M (D-manitol 0.49 M, MgCl, 15 mM, MES 0.1% pH 5.6). En la
transformacién se utilizaron 300 pL de la suspension de protoplastos a los que se le agregaron
10-30 ug de ADN. A continuacién se agregaron 300 pL de la solucién PEG (PEG 8000 40%, D-
manitol 40%, Ca(NOs); 1 M, Tris-HCI 1 M pH 7.8), y se realizé el shock térmico a 452C durante 5
min. Luego se incubd a temperatura ambiente por 5 min y se realizé un lavado con la solucién
CaPW. Finalmente los protoplastos fueron resuspendidos en 300 uL de PRML (medio BCDAT
conteniendo CaCl; 10 mM y D-Manitol 8%) y 2.5 mL de PRMT (medio BCDAT conteniendo CaCl,
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.

Una vez llevada a cabo la transformacion, los protoplastos se regeneraron en medio
PRMB sin seleccidon durante 5 dias. Luego se transfirieron a medio con seleccidén (Hoagland’s
con higromicina (Hyg) (SIGMA) 25 pg/mL) para realizar la primera ronda de seleccion que se
llevé a cabo durante 12 dias. A continuacién se llevé a cabo un periodo de crecimiento sin
seleccidn (Hoagland’s) durante 11 dias. Finalmente los clones fueron colocados nuevamente
en medio Hoagland’s con seleccién (Higromicina) durante 14 dias. Para las lineas que partieron
del genotipo mutante npl1 se utilizé también G418 en la Ultima ronda de seleccién. En la
primera ronda de seleccion se observaron diferencias en el crecimiento de los clones. Esto se
debe a que los clones de crecimiento presentan una transformacién inestable y los clones que
presentan un crecimiento similar al que presenta el genotipo salvaje en medio sin seleccion
poseen una transformacion estable. El periodo siguiente a este, de crecimiento sin seleccién,
se realiza para estimular a que los transformantes inestables pierdan la resistencia. Finalmente
son nuevamente sometidos a otra ronda de seleccion ya que solamente van a continuar

creciendo los transformantes estables.

3.13 Anadlisis molecular de las lineas de P. patens generadas

Se realizd la reaccidon en cadena de la polimerasa para verificar que las lineas
generadas contuvieran la construccion. Para ello primero se realizé una PCR con cebadores
que hibridan por dentro de la construccion de forma de verificar que estd presente. Los

cebadores disefiados para esta parte son Hygfw e Hygrv que hibridan dentro de la regién que
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confiere resistencia frente a higromicina. Luego se realizd una segunda PCR utilizando
cebadores que hibridan por fuera de la construccién para verificar que la construccion se

insertd una Unica vez y en el locus correcto.

La reaccién de PCR para verificar insercion de la construccién se realizé en un volumen
final de 25 pL y contiene 100 ng de ADNg, 5 uM de cada cebador, 0.2 mM de dNTPs, 1.25
unidades de Tag DNA polimerasa, 25 mM MgCl, y buffer taq 1 X. El programa utilizado fue:
952C 5 min; 30 ciclos: 952C 1 min, 602C 30 seg, 722 1 min 20 seg; 72°C 7min.

Para verificar la interrupcion del gen NPL2 la reaccidn de PCR se realizdé en un volumen
final de 50 pL y contiene 100 ng ADNg, 100 uM de cada cebador, 0.2 mM de dNTPs, 2.5
unidades de Taq DNA polimerasa (5u/pL) y 10X long PCR buffer. El programa utilizado fue:
942C 5 min; 35 ciclos: 942C 1 min, 562C 30 seg, 682c 4 min; 682C 10min

3.14 Determinacion de la ploidia relativa por citomentria de flujo

El método de transgénesis utilizado en P. patens involucra la generacién de
protoplastos, los cuales al regenerarse pueden llegar a fusionarse generandose variaciones en
la ploidia de los mismos (Schween 2005). Para determinar el nivel de ploidia de las lineas
generadas respecto a plantas salvajes de P. patens se realizé citometria de flujo. Para esto se
tomd una colonia de cada linea vegetal crecida 3 semanas en condiciones normales y se picé
con 1 mL de Woody Plant Lysis Buffer (WPB) [Tris-HCl 0.2 M, pH 7.5; MgCl,.6H,0 4 mM; EDTA
Naz.2H,0 2 mM; NaCl 86 mM; Tritdn 1 %; K;0sS, 10 mM; PVP10 1%]. La suspensidn obtenida
se incubd 15 min a 02C y luego se pasoé a través de un filtro de 0.45 um. Posteriormente se
agregd 50 pL de RNasa (concentracion final: 1 mg/mL) y 50 pyL de ioduro de propidio
(concentracién final: 1 mg/mL) y se incubd a temperatura ambiente por 10 min. Esta
suspension se analizé mediante un citdmetro de flujo FACS Vantage (Becton Dickinson, USA)
del Servicio de citometria de flujo del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable.
La adquisicion de los datos y su posterior analisis fue efectuado con el programa Cell Quest

(Becton Dickinson). Se analizaron 5000 nucleos por muestra.

3.15 Deteccion de muerte celular

Se incubaron colonias de P. patens, que fueron previamente sometidas a tratamientos,
en solucién 0.05% Evans Blue durante 2 hs. Luego se lavaron 4 veces las colonias con H,0O mQ.

Posteriormente, se colocaron en tubos las colonias de a pares en solucién de destefiido [1%
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SDS, 50% metanol, 50% H,O mQ] durante 30 min a 602C, de forma de solubilizar el colorante
unido a las células, y se mide la absorbancia del sobrenadante a 600 nm. Finalmente luego de
haber colocado las colonias a 652C durante 24 hs se pesaron las colonias para determinar su
peso seco. Se determind la relacidn densidad éptica a 600 nm/mg de peso seco (Castro et al.,
2009). Las graficas se realizaron utilizando 5 puntos para cada tratamiento, donde cada punto

consiste de una muestra de 2 colonias.
3.16 Anadlisis de la expresion génica

La informacién sobre el patrén de expresion de los genes de P. patens se obtuvo de la
base de datos Genevestigator (Zimmerman et al., 2004) que engloba un total de 74
experimentos de expresidon génica por microarreglos de ADN en distintas situaciones. Esta
base de datos permite, luego de ingresar el nimero de acceso del gen de estudio, hacer una
compilacién de todos los experimentos en los que aparece dicho gen y los clasifica segln
tejidos donde se exprese, o tratamientos de estrés. Esta base de datos posee herramientas

para crear ese resultado en forma grafica y resumida.

3.17 Analisis de datos

La secuenciacion de los distintos clones seleccionados fue realizada en el secuenciador
automatico del Instituto Pasteur (Montevideo, Uruguay). Las secuencias obtenidas fueron
comparadas con la base de datos Phytozome (http://phytozome.jgi.doe.gov/) y con la base de
datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
mediante BLASTN (compara la secuencia nucleotidica con bases de datos nucleotidicas) y
BLASTX (compara la secuencia nucleotidica traducida a todas las pautas de lectura con bases
de datos proteicas). Para el alineamiento y edicidn de secuencias se utilizd el programa BioEdit

version 7.0.0 (Hall ,1999).
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4. Resultados y discusion
4.1 Prediccidn de la funcién del gen PpNPL2

El gen Phypa_31431, denominado PpNPL2, se encuentra en el scaffold 234, posee
4652 pb y consta de 6 exones y 5 intrones (Figura S1). PpNPL2 codifica para una proteina
deducida de 601 aa aminodacidos con dos dominios de interaccién proteina-proteina (dominio
BTB y dominio anquirina) (Figura 8). Comparte un nivel de identidad del 55.1% con la PpNPL1 y
un 45.4% con la AtNPR1 de Arabidopsis (Figura 9).

Protein domain view

1 — - s — 601
D Type Descripton
PTHR24413 PANTHER FAMILY NOT NAMED

PANTHER SUBFAMILY NOT NAMED

PEAM BTB/POZ domain

PFAM NPR1/NIM1 like defence protein C terminal

PFAM [l Ankyrin repeats (many copies

KOG Myotrophin and similar proteins

GO nteracting selectively and non-covalently with any protein or protein complex (a complex of two or more proteins that may include

ocy protein NPR1

Figura 8. Estructura de la proteina PpNPL2 obtenida del Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov). Se
observan el dominio BTB/POZ, los repetidos de anquirina y la proteina C terminal NPR1/NIM1 like de
defensa.
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Figura 9. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las proteinas codificadas por los genes de P.
patens con alta homologia a NPR1 de Arabidopsis (AT1G64280). El sombreado oscuro muestra identidad
de secuencia = 95% y el sombreado claro muestra elevada similitud. En los recuadros en naranja se
observan las cisteinas 82 y 216 de AtNPR1 involucradas en la formacién del estado oligomérico y en
verde el dominio conservado NIMIN1/NIMIN2 binding site.
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4.1.1 Analisis de la expresion génica de PpNPL2

Se utilizdé la herramienta informatica GENEVESTIGATOR (Zimmermann et al., 2004)
para extraer de las bases de datos informacién sobre la expresion del gen PpNPL2 en
diferentes condiciones de crecimiento y estrés, basada en el andlisis de microarreglos de ADN

(Figura 10).

Respecto a su expresidon en los distintos estadios de desarrollo, los resultados indican
que PpNPL2 tiene un mayor nivel de expresién en la fase gametofitica (Figura 10 A). El perfil de
expresion del gen PpPNL2 frente a diferentes condiciones de estrés abidtico indica que el gen

se induce en condiciones de oscuridad, deshidratacidn, rehidratacién y en protoplastos (Figura

10 B).
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Log2-ratio
-10 -05 00 0.5 10 15 20 25
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Figura 10. Expresion del gen PpNPL2. A) Expresién de PpNPL2 en las diferentes etapas del ciclo de
desarrollo de P. patens. B) Expresion de PpNPL2 bajo diferentes condiciones de estrés. En rojo se

observan las condiciones bajos las cuales el gen se expresa. (Obtenida del GENEVESTIGATOR
(http://genevestigator.com)).

4.2 Construccion del vector de reemplazo alélico en el gen PpNPL2

Con el objetivo de estudiar la funcién del gen PpNPL2 se construyd un vector de
reemplazo alélico para generar un mutante “knock out” (KO). Para la construccion se utilizé el
vector de reemplazo pMT123. El gen de resistencia a higromicina actia bajo el control del

promotor constitutivo del gen nopalina sintasa 1 (NOS1).

Se obtuvieron seis clones y se confirmd la presencia del inserto mediante PCR y
digestion con las enzimas correspondientes (Figura 11A y B). Para los 6 clones de pMT123-
3’NPL2 sélo se observé la amplificacion del inserto para los clones 2, 3 y 6 (Figura 11 A). Se
realizd cultivo liquido del clon 3 y se procedié al analisis de la presencia del inserto mediante

analisis de restriccidn con las enzimas Xbal y Notl. Se observo la presencia del inserto entre las
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bandas de peso molecular de 805 pb y 1159 pb. El tamano de esta banda se corresponde con

la banda encontrada en el control positivo (Figura 11 B).
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Figura 11. Geles de agarosa 1% tefiidos con BrEt. Clonado del fragmento 3’NPL2 en el vector pMT123. A)
Analisis de la presencia del inserto 3’'NPL2 de 963 pb mediante PCR utilizando los cebadores 3'NPL2fw y
3’NPL2rv. El carril (+) corresponde al control positivo. Los carriles 1-6 corresponden a los clones y el
ultimo carril corresponde al control negativo. B) Andlisis de |la presencia de insertos en el vector pMT123
mediante restriccion con Xbal y Notl. Carril 1: pMT123-3’NPL2. Carril 2: inserto 3'NPL2 purificado de 963
pb.

En cuanto a los clones pMT123-5'3’'NPL2 solamente se observé amplificacion del
inserto para el clon 1 (Figura 12 A). Para el analisis del clon 1 de pMT23-5"3"NPL2 se utilizaron
las enzimas Xhol y Hindlll. Se observd la presencia del inserto entre las bandas de peso
molecular de 805 pb y 1159 pb. El tamafio de esta banda se corresponde con la banda

encontrada en el control positivo (Figura 12 B).
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Figura 12. Geles de agarosa 1% tefiidos con BrEt. Clonado del fragmento 5'NPL2 en el vector pMT123-
3’NPL2. A) Andlisis de la presencia del inserto 5'NPL2 de 941 pb mediante PCR utilizando los cebadores
S5NPL2fw y 5NPL2rv. El carril (+) corresponde al control positivo. Los carriles 1-6 corresponden a los
clones y el ultimo carril corresponde al control negativo. B) Anadlisis de la presencia de insertos en el
vector pMT123 mediante restriccion con Xhol y Hindlll. Carril 1: pMT123-5" 3’NPL2. Carril 2: inserto
5’NPL2 purificado de 941 pb.
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Se confirmd que los fragmentos se encuentran correctamente insertados y se obtuvo
una construccion para el reemplazo alélico de PpNPL2 para generar un mutante “knockout”

para el gen PpNPL2 (Figura 13).

HindIII 1586
5

¥ pMT123+53'NPL2
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Figura 13. Mapa de la construccion pMT123-5"3’NPL2. En naranja se marca el promotor NOS1, en azul
oscuro la resistencia a Hyg, en gris el terminador OCS, en celeste oscuro el fragmento 5'NPL2 y en
celeste claro el fragmento 3’NPL2.

4.3 Transformacion de protoplastos de P. patens

La transformacion de P. patens se realizd a partir de protoplastos (Figura 14). Los
protoplastos son células vegetales que carecen de pared celular haciéndolos perfectos para la
transferencia de ADN. Al carecer de pared, el ADN ingresa a través de la membrana plasmatica

gracias al agregado de polietilenglicol (PEG).

Figura 14. Fotografia de protoplastos. Se puede observar la ausencia de pared celular.

Luego de realizados los experimentos de transformacién y las rondas de seleccién, se
obtuvieron 3 clones a partir del genotipo salvaje y 7 clones a partir del mutante Ppnpl/1 (Figura

15 Cy D).
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Figura 15. Crecimiento de los clones de P. patens que sobrevivieron a la segunda etapa de seleccidn con
higromicina. A) Clones de np/2 durante la segunda ronda de selecciéon con Higromicina. B) Clones de
npl1:npl2 durante la segunda ronda de seleccidn con Higromicina. C) Clones de npl2 y de npl1:npl2 que
sobrevivieron a la segunda ronda de seleccién creciendo en medio con Higromicina. D) Clones de np/2 y
de npll1:npl2 que sobrevivieron a la segunda ronda de seleccién creciendo en medio con Higromicina y
G418.

4.4 Analisis de los transformantes mediante PCR

A partir de los clones que sobrevivieron la segunda ronda de seleccidn, se realizaron
las extracciones de ADN gendmico para poder realizar el analisis por PCR de dichos

transformantes.

El andlisis por PCR se realizd utilizando ADN gendmico de P. patens con genotipo
salvaje, con genotipo npl1, de los posibles mutantes para npl2 y también para npl1:npl2. Se
utilizé cebadores especificos que hibridan por dentro de la construccion (5'Hyg y 3'Hyg) y otro
conjunto de cebadores que hibridan por fuera de la construccién (KO-NPL2fw y KO-NPL2rv)

(Figura 16).
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Figura 16. Representacion esquematica de la secuencia gendmica salvaje del gen PpNPL2 y de la
construccién génica. Los cuadrados blancos representan los exones, los cuadrados negros los intrones.
La posicién de los oligonucledtidos utilizados para el analisis por PCR de plantas salvajes y clones
transformantes estan indicados con flechas negras

Se utilizaron cebadores 5'Hyg y 3’"Hyg que hibridan dentro de la construccién para
confirmar su presencia (Figura 17 A). Se logré la amplificacidn con este set de cebadores para
los clones 1, 2 y 3 de npl2 y para los clones 4,5 y 6 de npl1:npl2, correspondiente al tamafio
aproximado de 805 pb. Cuando se utilizaron cebadores que hibridan por fuera (KO-NPL2fw y

KO-NPL2rv, tabla 2) para confirmar que hubo un reemplazo alélico y que la insercién fue Unica,
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se observé amplificacién para los clones 1,2 y 3 de npl2 y los clones 4, 5y 6 de npll:npl2
(Figura 17 B). Sin embargo, para el clon 3 de np/2 y el clon 5 de npl1:np/2 se observaron dos
bandas, lo que podria indicar que un protoplasto transformado se fusiond con uno no

transformado.

_npi2_ ___mpltopl2
4

A npl2 npl1:npl2 B

1159

Figura 17. Geles de agarosa 1% tefiidos con BrEt A) Andlisis por PCR de P. patens salvaje, mutantes npl2,
npll y npll:npl2 con cebadores para Higromicina, ADN gendmico wt, los clones 1, 2 y 3 del mutante
npl2; mutante npl1; los clones mutantes 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 del mutante npl1:npl2; control negativo. B)
Analisis por PCR de P. patens salvaje y los clones 1, 2 y 3 del mutante np/2; mutante npl1; los clones
mutantes 4, 5 y 6 del mutante npl1:npl2; control negativo con el par de cebadores que hibridan por
fuera de la construccion.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo permiten demostrar que la
construccion de reemplazo alélico se insertd correctamente en el genoma de P. patens
generando la disrupcion del gen. Los clones positivos 1y 2 para el mutante simple npl2, fueron
denominados npl2_1 y npl2 2, y los clones 4 y 6 para el mutante doble npli:npl2, fueron

denominados npl1:npl2_4 vy npll:npl2_6, respectivamente.

4.5 Determinacion de la ploidia relativa por citometria de flujo

Durante la transformacion de P. patens se pueden generar plantas poliploides a causa
de la fusidn de protoplastos (Schween, 2005). Mediante citometria de flujo se puede chequear
el nivel de ploidia de las plantas mutantes generadas en comparacion con el de plantas
salvajes. En este estudio se observod que las plantas npl2 y npl1:npl2 son haploides, al igual que

las plantas salvajes (Figura 18).
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Figura 18. Grafica obtenida por citometria de flujo. M1 corresponde a las células haploides y M2
corresponde a células diploides. A. plantas con genotipo wt, B. plantas con genotipo np/2_1, C. plantas
con genotipo npl2_2, D. plantas con genotipo npl/2_3, E. plantas con genotipo npl/1, F. plantas con
genotipo npll:npl2_4, G. plantas con genotipo np/1:npl2_5, H. plantas con genotipo npl1:npl2_6.

4.6 Analisis de la susceptibilidad de las plantas mutantes npl2 comparado con plantas

salvajes en respuesta a patégenos

La obtencidon de un mutante Ppnpl/2 permitié comenzar con el analisis para identificar algun

fenotipo asociado a la mutacién generada.
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Lo primero que se analizé fue el crecimiento de P. patens salvaje (wt) y del mutante
Ppnpl2 en condiciones Odptimas de crecimiento, no encontrandose diferencias en el
crecimiento de las colonias, asi como tampoco en la morfologia del protonema, hojas o

rizoides.

Para determinar si las lineas generadas presentan una alteracidn en los niveles de
muerte celular generados por patdgenos respecto a plantas wt, se trataron colonias wt y
mutantes con el CF de la cepa SCC1 de Pcc, asi como para la suspensién de esporas de B.
cinerea y los plugs conteniendo el micelio de P. irregulare. Se realizaron cinco experimentos
independientes y las tinciones con Evans Blue se realizaron a las 24 horas post-tratamiento.
Los resultados obtenidos para los tratamientos con los distintos patégenos se muestran en
la Figura 19. Para el caso del tratamiento con P. irregluare, si bien se observa que hubo una
mayor infeccién, pareceria no haber diferencia entre los fenotipos expresados por los distintos
genotipos. Sin embargo para el caso del tratamiento con B. cinerea, si bien no hubo una
diferencia en los niveles de muerte celular, si se observaron diferencias en la proliferacion del

patégeno entre los genotipos.
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Figura 19. Evaluacion de la muerte celular en plantas wt y mutante Ppnpl2 y Ppnpl1:Ppnpl2 luego de 24
hs post-tratamiento. Se realizaron 3 tratamientos distintos (Ctl: control, bot: B. cinerea, sccl: Pcc, pyt:
P.irregulare). Los tratamientos se realizaron con colonias de 3 semanas crecidas en medio normal con
celofan y las tinciones se realizaron como se describe en materiales y métodos. La captacién de Evans
Blue fue cuantificada por espectrofotometria. Mayor DO corresponde a mayor muerte celular. Para cada
tratamiento se realizaron 6 ensayos independientes. En distintos tonos de gris se muestran los distintos
genotipos. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

36



Se realiz6 el experimento nuevamente, pero esta vez solo tratando colonias de P.
patens con una suspension de esporas de B. cinerea y evaluando los sintomas a las 24 y 48 hs.
y los niveles de muerte celular a las 24 horas postratamiento. Después de 48 horas de la
inoculacién, el micelio de B. cinerea crecié notoriamente en la parte superior de colonias de

genotipo wt, siendo mucho menor el crecimiento en los mutantes (Figura 20).

ctl B. cinerea
24 hs 48 hs

wt

npl1

npl1:npl2_4

npl1:npl2_6

Figura 20. Colonias de 3 semanas crecidas en celofan de P. patens salvajes y lineas KO inoculadas con
una suspension de esporas de B. cinerea. Se muestran los sintomas para los diferentes genotipos a 24 y
48 hs. La flecha negra indica la presencia de micelo en las colonias de genotipo wt de P. patens para el
tratamiento a 48 hs.

Los genotipos mutantes, npl2 y npll:npl2 presentarian una tendencia a poseer una
mayor resistencia frente a la infeccidn por B. cinerea ya que presentaron menor cantidad de

sintomas y menores niveles de muerte celular en comparacion con plantas wt (Figura 21).
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Dentro de los genotipos mutantes también se observaron diferencias. El genotipo npl2

pareceria tender a ser menos resistente a B. cinerea, respecto a los genotipos npl1y npl1:npl2.
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Figura 21. Evaluacion de la muerte celular en plantas wt y mutante Ppnpl2 y Ppnpl1:Ppnpl2 luego de 24
hs post-tratamiento con una suspensién de esporas de B. cinerea. Los tratamientos se realizaron con
colonias de 3 semana crecidas en medio normal con celofan y las tinciones se realizaron como se
describe en materiales y métodos. La captacién de Evans Blue fue cuantificada por espectrofotometria.
Para cada tratamiento se realizaron 6 ensayos independientes.

Estos resultados sugieren que PpPNL2 de P. patens podria actuar como un regulador
negativo de la muerte celular que ocurre tras la inoculacidon con B. cinerea. Es importante
destacar, que B. cinerea desencadena muerte celular en los tejidos de P. patens con

caracteristicas de PCD (Ponce de Ledn et al., 2007; Ponce de Ledn et al., 2012).

Seria interesante cuantificar el patégeno mediante ensayos de PCR en tiempo real y
poder relacionar estos resultados con los obtenidos en los ensayos de muerte celular y
observar de esta manera si B. cinerea se encuentra en menor concentracion en plantas Ppnpl2
en relacion con plantas wt. También se podria analizar la sensibilidad de los mutantes Ppnpl2 y
Ppnpli:npl2 frente a la adiciéon de SA y andlogos. Finalmente, seria interesante determinar

como participa PoNPL2 en la via de sefializacién del acido salicilico en P. patens.
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5. Conclusiones

El trabajo de tesis estuvo destinado a la generacién de un mutante de pérdida de funcién para
el gen PpNPL2 de Physcomitrella patens y su caracterizacion funcional. Se observd el
crecimiento del genotipo salvaje y del mutante PpNPL2, no hallando diferencias en las
colonias, protonema, hojas ni rizoides. Los estudios fenotipicos realizados indican el que el
mutante PpNPL2 presentd mayor resistencia que el genotipo salvaje tras la inoculacién con el
hongo necrétrofo B. cinerea, por lo que se deduce que PpNPL2 podria actuar como regulador

negativo de la muerte celular.
Las actividades que se realizaron para poder llegar a esta conclusidn fueron las siguientes:
- Generacion de un vector de reemplazo para el gen PpNPL2.

- Transformacion de protoplastos de P. patens genotipo salvaje y Ppnpl1 con la construccién

pMT123-5"3"NPL2.
- Caracterizacién molecular de las lineas transgénicas generadas

- Estudios fenotipicos en respuesta a patdgenos de las lineas mutantes en comparacién con

plantas salvajes.
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6. Perspectivas futuras

- Realizar estudios de Southern blot para determinar el nimero de copias de la construccién

en el genoma de P. patens.

- Cuantificar el micelio de B. cinerea mediante qPCR en plantas salvajes y mutantes.

- Realizar estudios de localizacién subcelular para determinar si PoNPL2 se ubica en el nicleo.
- Analizar la respuesta del mutante Ppnpl2 frente a la adicién de SA.

- Analizar el perfil de expresién de genes marcadores de la via del SA en plantas salvajes y

mutantes.
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8. Anexo

8.1 Figuras suplementarias

GATTGTGTGCATGATGTGCATATAATTTACATAATTTTAACGAAACAGTACCGAACGGTGTGAAAGTGGAGAAGAAGAAGCAGAAGAAGAAGGGCGGCGTT
AGGAAACCAGTTCTGAAGTTTGTTCGTTTGTTTTGTTTTTGTTTTCTGTTGCTGTTATTGTGGAGGATAAAGGTGACGAAGCAGATGGGGGTTGGGCAGGG
GTTATAATTGCAAGTGGTGAAACAAGTGGTCTGGGTATTCGGGGTTTCGCTTTATTAAAACCAAAATTCTGTTTCTCACTCCTGGCTCCGCTGCTTGGCTG
CGGCCATGTCATCTCTCTACACGTGGGATTTTGACGGGATTGCTTTTGCCGCAGACCGTCTTTCGTGGAGTATCGCCAGATTCGAATTCGGTTGCGTATCG
ACTTGAGGGATCTTAGGTTCGTGGTTTACATGGTATACTTTCCTTTTAGTAACTGGGAAATTTGGTGTCTCGGTCGGCGGAAGCTGAGTCAGAATGTTCTA
TCGTCCTTGGCTATCTTGTCCAGGTTTCTGTGCTCCCCTGCGAGTCATTTGCAACATGAACAGGCGCATGCGGAAGTTGTAGCTTTCGCGGGGTCGGAGTT
TGAAGATTCATTTACTTGTTAGTATTTTATGTTTTCGGGTTCAGGGAGAATCTCGTATGGGACCCGATATCTAATTTTTGCTGGGCCTAGAGTTGGGGAGT
GGGGTGTCGTTTGTGTACTATGTGTTTTTTGCTCAGATTTTCCGGAGATGTGTGGCAACTTGAGGACGGTGCCCAAGGGTTCGTTTAGTGATTCCCAATCT
CTTTGTCCCTCCTGAGTTGAGGACGGTGCCCAAATTTGAAGGTTGTCAGTGTAGAGAGTTGGAAAGTTCTGAAGAGTGGCATTTAATTAGAAGGTGTGGCA
AAAGTACAGAAGGAAGTATTGAAGCATCATGTCGTTTTTCTGCATCTTTTTATTTAGATTGTTTTCCTCCATGTTGTAAGATTTTATGTTACGGATATTAG
TTTCTGGGGTCACACTGGGTTGACTAAGCGACATCAGATTTGAACCATAGGAAGGTGCGAAATTGACCAGGAGGTAATTGATGTAAGCACCCAATTGGGAT
TTTTGAATCGCAGTGGCCATGTCGGATCGTAGTATTTTGCAGCAAGTTTTGTTGCACTCAGATGGAAGTGGCGAAAGCAGTAGTGGGCTTACACCTCTTTC
CCTCCAGAAGCTTGGTTCTGATCTcGAgAACTCTCATACGCATACCTGATCAGGAGTACAGTGACCTCACAATTATCCTAGATGGAAAGCAAGTGCCAATT
CACAGGTGCATATTGGCAGCTAGGTGTCCGGGTATACGAAAAGTTTTTTCCGAAATGGGGGTAACTGGGGGAAACCGTAAACTAGAATTAGAGTTCAGTAC
TATTGTTGAGGATGGGAAAATAGGCTACGATGCTTTTATGGCTGTCATGAGTTACGTTTACAGTGGGAAGATGGAGCTCTGGCTGACTGGCATTGCGTGTT
ATGATTCCACTTGCGTCCACATAACATGTCGACCAATTATTGACCACGTTTTGGAGGTTCTCCAGCTTTCGCTATTACTCAACCTACCAGAAGTGACAACC
GTTGCTGAGGTATGTTATCTTTTAAATACAAGATTACTGCAAAAAAATTGTAGCTTAAGGGTTCCTTTCACTCGAAGAGATAGGCAGTATATTATCCATTC
ATTGTTATGTGGCATATGCCTCCTGTTAGCCCGATTATAAATTCTGATAAATTCCGAGACATATTGGCAGAACTTGGAATACCAGCTTTCTTTGTCTCAAC
CTTGTAAGGGTATCTGAATATTAATGATACGTTAACATTTTGCAGCAACATCTTATTGACCATCTAGAAAATTTTCAAGTGGATGATATGCTACACGTTTA
TCGATCAACAGCTATTTCCGAGTGTTCTGAGTTGAAATCAATGTACTTAACCGCATTAGCATCTTCTTCACTGGATAATCTAACAGCGGAGAAGGAGTTTT
CTGGAGCAGCCCTGCAGCAAGTGAGAAGGTTTCCAAAGGAGTTAAGACCCGGCATGCTTCACCTGTCGGCGTCACAAGAAAAGCAACGTAAACGGATACAC
AGGCAACGATCTGGTCACTTCACAATTATCAAGCTTTATTGTAATCAGTTGCCTAGCTCGTTTGACGTTCGGAGCCTTCACGTTGGCCCCTCTGTGTCGTA
GGACCCGCAGTTGCCACCATTTGTGAAGTCCTCTTCAAAACACAGTGAAATGATAGTATGTGTATTTGTATTCGTTTATCTTAAGCTTTTATTGCACGTCT
GAAGAGTTTGTATTGAGAGAGAATCTTTTTTGAACAGGGCTTTAGATTCGGATGATATAGAATTGGTACAGCTGTTGCTAGATGAGGGGAAGTTAGATTTA
AATGAAGCTTGCGGACTTCATTATGCTGCTGCTTACTGTCATCCTAGAACTTTGGCTCACTTGCTGGAGCTGGATATTGCAGGTAAAATGTGTTTTATAAT
TGACGTGAAAATTGGCTGCTATTTAATGATGCCTACAGAGAATTCCTTGCGCTTGCAATTTTGGGGGGGTTAAGTTGAGGATTCAGAAAGCAACTGTTTCA
TGCACTCATTTTGTGGTATATTATGCACGACAATGATAAACATGTCGGTATGTAGGACATTTATGTTAAAGTAAATTAACAACTTATGCTTTCTGCAGATG
TAAACGTTCGAAATGAGAGGGGTATGACAGTTCTTCATGTAGCTGCTTGGCGGAGGGACCCGCTGGCAATTGCAAAACTTGTCGAGAAGGGTGCACAGTTG
CAGGCTTTAACGTTGGATAATCAAACAGCTCTCGACATCTCGAAGAGGTTGACTAGGAAATTCAATTTGGTTGGGGAGGAGAATTTTAAAGACAGCCTCTG
CGTAAGCATTCTGCAGCAGGCAGAACGCTCTGTGGCAGTTCCTAACGCTGCTGCCGCTATGCTAGAGCAACCGTGCACTGAGAAAGATCTTATGTCGAAGC
TGCTTTATCTTGAGAATCGAGGTCAGTGTTTCTGCCTCGACGCTTTTGAAACGTTGTCTCTTCGTCAGCGATCAGGAAAATGCTGGAGTAACAAACAGARAA
CATGTATAGCAAGGTCTCATACACTGTGTACCACGTTGGGCACCTAATCTTTTACTTTATGTTTGCAGTGGCATTGGCGCGATTGCTGTATCCTCGGGAAG
CAGATATTGTAATGGGTATCTCACATCTCGATTCGTATGCTACGTCCACTGAGATTCTTAGGAATTCTTCTGGATCAGAAATAACAAGTAGGAAGAGGAAA
TCGTCAGTAGAACTCAACGAAGAGCCAACGAAGAGGTTGGCAGGTTTAGTAGGTGTAACTGTTGCGGATCAATCTAAAGAAAATCGGTTGGAATCATTGAT
TCGGAGGTGTAAAACTCTGCAGAAGGCTGGTGAGTACTGTTCCTCACATTGTTTAGAGTTTCATTCCTTCAGAGGCTGTTATAAGTCTAACTTATCTTCTA
TGAAATTATCATTCCCTTTTTGCCTAAGGGATATGATATTCGCTAAGATGTAGTATTGAATGGACGATAGATTACTACTTTGGTGTTGGAATAGTAGTAAG
AGTTGAAAATATTGAAATGGAGATAACATTTGCACGGTGTAGTGCTTAATCAACCTAAGTAATAGGAGTCTCATAGCACATTTTGCTTAAGTTGGATCTAC
GTAGTATTTTTTCTCTACGCAATGTGTTCTCTTTCCAAACATGTCTTTGTATCTAGCTAAAATTATCAGAGGTGATGCCAGGATTTAAGTGATCAAGTCTT
CCAGAGACTGATGATCACTTCGCATTTAATGATTATACCTAGTTCTTTTGTAATCCTCATATGTGGAAGTATCCTTGTTTGCTTACGATGTTGCGTGTAAT
GTATGCAGCTGAAGTTGCACGCAAATACTTTCCATGCTATTCGGCAGTCATAGACAAATATGTGCTCGATGACGACTATGTTGAGCCTGATGAAGATTGCA
GTGTTGAGGACCAGCTTGTGAAAAAGAAGCATTTTGCAGAACTTAAGGGTATATTACAGGATTGTTTCTCGAAAGGCAAGGTTGAGGAGATCAAGAAGGCA
AAAAAGCCAATCGAAAAGCCGATTGAAGAGCAAAGAAATCCTCGTACACCAAATCTTCCTTCTTCATCTTCGTCCACATCTTCTAGAGGTACGAGCGGTAG
TATGATTTCGAAGGTTTAGTCAATCGTGTAGGCGAGATTCCGTTTCAATATTTTTGCGAATACTACAGTGGCTTATCTCACTGGAGGCAACTGAAGGATTG
GAGATATGAAGTACCGACCGAGGAAATATAGTGCTGATCTTTAGGGACCTTCCATGTCACGAACTGCAGTGCTTGGGAAAAAGTTTGGGCTAGAGGGTGTG
GAGTCAAAAAGATTCTGGTACATTAATCAACCATAGCGTAGTGGCATCTTTTTTTTGCACCTAGGTGAGATTTCCAGAGGTATTAAGCATGTACAATGAAT
GGCAATTGTCAGATGTAATATATCAGTGGAACTGGTTCTCCATTTGAGAGGGATAATTTGACCACCTTTAAACTCGGATGTTTCATATTCTGATAACTTGT
TATATGA

key: 5'UTR CDS JUTR

Figura S1. Secuencia gendmica del gen PpNPL2. las letras rojas subrayadas representan los
oligonucleédtidos utilizados para amplificar los fragmentos 5y 3°'de PpNPL2 y las letras en minuscula
representan las bases modificadas para crear sitios de restriccion para las enzimas utilizadas para clonar.
La region sombreada en verde indica, la azul la secuencia codificante la regiéon 5°UTR, en azul la
secuencia codificante, la rosada la regidon 3'UTR y las regiones sin sombreado indican los intrones. Las
letras azules subrayadas representan los oligonucledtidos utilizados para chequear la correcta insercion
de la construccién.
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8.2 Abreviaturas

ADN
ADNg
Amp
Arabidopsis
AtNPR1
BrEt

B. cinerea
BLAST
bZIP
CaCl
CaCl,.2H,0
Ca(NO0s),
cm

cys

DO
dNTPs

E. coli
EDTA

ET

EtOH

hs

Hyg

H,O0
H,0,

ICS

IPL

JA

KAc

KO

LAR

LB

Mb

mg

MgCl,

acido desoxirribonucleico

acido desoxirribonucleico gendmico

Ampicilina

Arabidopsis thaliana

NPR1 de Arabidopsis thaliana
bromuro de etidio

Botrytis cinerea

Basic Local Alignment Search Tool
cremallera de leucina basica
cloruro de calcio

cloruro de calcio dihidratado
nitrato de calcio

centimetro

Cisteina

densidad dptica
desoxinucleotidos
Escherichia coli

acido etilendiaminotetraacético
Etileno

Etanol

horas

Higromicina

Agua

perdxido de hidrogeno
isocorismato sintasa
isocorismato piruvato liasa
acido jasménico

acetato de potasio
“knock-out”

resistencia local adquirida
medio Luria-Bertani
Megabase

Miligramo

cloruro de magnesio
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min
mL
mM
NacCl
NCBI

ng

nm

NO
NOS1
nprl
ocs

ON

Oy

pb

PAL
PBS

Pcc
PCD
PCR
PDA
PEG
PpNPL1
PpNPL2
PR

P. irregulare
P. patens
RNasa
ROS
rpm

SA

SAR
SDS

seg
TcNPR1

wt

Minutos
Mililitro
Milimolar

cloruro de calcio

National Center for Biotechnological Information (centro nacional de

informacidn biotecnoldgica)

Nanogramo

Nandmetro

oxido nitrico

nopalina sintasa

nonexpresser of patogénesis-related genes
octopina sintetasa

durante toda la noche

radical superodxido

pares de bases

fenilalanina amonio liasa

buffer fosfato salino

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
muerte celular programada

reaccién en cadena de la polimerasa

Potato Dextrose Agar

polietilenglicol

gen de Physcomitrella patens con homologia NPR1
gen de Physcomitrella patens con homologia NPR1
pathogenesis related

Pythium irregulare

Physcomitrella patens

Ribonucleasa

especies reactivas de oxigeno

revoluciones por minuto

acido salicilico

resistencia sistémica adquirida

dodecil sulfato de sodio

Segundos

NPR1 de Theobroma cacao

wild-type
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HE
pL
UM

um

Microgramo
Microlitros
Micromolar

micrometros

49



