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ABREVIACIONES 

 

A. thaliana  Arabidopsis thaliana   

A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens  

ABA   Ácido abscísico 

ADN   Ácido desoxirribonucleico 

ARN   Ácido ribonucleico  

BrEt   Bromuro de etidio 

Cb   Carbenicilina 

CF   Filtrado de cultivo 

DAMPs  Patrones moleculares asociados a daño 

DEPC   Dietilpirocarbonato  

dNTP   desoxirribonucleótidos 

E. coli   Escherichia coli  

EDTA   Ácido etilendiaminotetraacético  

ETI   Inmunidad desencadenada por efectores 

HR   Reacción hipersensible 

JA   Ácido jasmónico 

LB   medio Luria-Bertani   

MAMPs  Patrones moleculares asociados a microbios 

MOPS   Ácido 3-(N-morfolino)propanosulfónico  

MS   medio Murashige & Skoog 

min   minutos 

mL   mililitros 

ng   nanogramos  

OPDA   Ácido oxofitodienoico 

P. carotovorum Pectobacterium carotovorum 

P. irregulare  Pythium irregulare 

P. patens  Physcomitrella patens 

PAMPs  Patrones moleculares asociados a patógenos 

pb   pares de bases 

Pp214   gen 214 de Physcomitrella patens 

PRR   Receptores de reconocimiento de patrones 

PTI   Inmunidad desencadenada por PAMPs 

rpm   revoluciones por minuto 

Rif   Rifampicina 

SA   Ácido salicílico 

Sp   Espectinomicina 

Taq   Termophilus aquaticus 

µg   microgramos 

µL   microlitros    

YEP   medio Yeast Extract Peptone 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Interacción planta-patógeno 

Una planta puede verse afectada por cientos de patógenos durante su vida, incluyendo 

virus, viroides, bacterias, hongos y nematodos. Casi siempre las plantas sobreviven a pesar 

de estar en contacto con estos patógenos de naturaleza diversa y continúan con su 

desarrollo normal. Esto se debe a que han desarrollado una serie de barreras físicas y 

bioquímicas que pueden impedir la entrada, inhibir el crecimiento o producir la muerte del 

atacante. Este tipo de defensas se denominan defensas constitutivas y varían dependiendo 

de la edad de la planta, tipo de órgano y tejido, estado nutricional o condiciones climáticas. 

Como características estructurales encontramos aquellas preformadas, como la cantidad y 

calidad de la cera y cutícula que se encuentran cubriendo la superficie de las hojas, la 

localización, apertura, tamaño y cantidad de estomas o estructura de las paredes celulares 

(Agrios, 2007). Algunas plantas son capaces además de formar capas de corcho, capas de 

absición, tílides o sustancias gomosas que impiden el avance del patógeno por el tejido. 

Otro tipo de defensa que puede ser constitutivas es la presencia de compuestos 

antimicrobianos en tricomas o glándulas (Domingo et al., 2003). 

 

Existen a su vez mecanismos de defensa capaces de ser inducidos frente a la presencia de 

un potencial agente invasor. Estos mecanismos de defensa tienen cierta similitud con el  

sistema inmune presente en animales y está basado en diferentes etapas. En una primera 

etapa los “Pattern Recognition Receptors” (PRRs), son capaces de reconocer una gran 

variedad de moléculas pertenecientes a los organismos patógenos que se encuentran 

conservadas, denominados “Pathogen/Microbe-Associated Molecular Patterns” (PAMPs o 

MAMPs) (Figura 1). Como ejemplos se encuentran los receptores tipo quinasa presentes en 

la membrana celular incluyendo “Flagellin Sensitive 2” (FLS2), el cual es capaz de 

reconocer específicamente la flagelina (Kunze et al, 2004; Chinchilla et al., 2006), y el 

receptor “chitin elicitor receptor kinase 1” (CERK1) que reconoce la quitina de hongos (Miya 

et al, 2007). También existen receptores que pueden reconocer “Damage Associated 

Molecular Patterns” (DAMPs), los cuales son compuestos propios de la planta pero 

liberados debido al daño causado por el patógeno (Choi y Klessig 2016). Un ejemplo son los 

productos liberados del corte de la quitina, que pueden inducir la producción de compuestos 

en otras células como las fitoalexinas, y desencadenar resistencia sistémica adquirida en el 

resto del tejido u organismo (Brunner et al., 1998).  

Una vez que se da el reconocimiento de los PAMPs o DAMPs por el receptor PRR, se 

desencadenan respuestas en las células vegetales como la inducción de la expresión de 

genes de defensa, producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) y óxido nítrico (NO), 

o deposición de calosa (Jones and Dangl, 2006; Zeidler D et al 2004). A esta respuesta se le 

llama PTI por sus siglas en inglés: “PAMP/Pattern Triggered Immunity” (Katagiri and Tsuda, 

2010). 

 

Si la PTI es superada por el patógeno, se desencadena una segunda capa de defensa 

llamada “Effector Triggered Immunity” (ETI) (Jones and Dangl, 2006) (Figura 1). La ETI está 

mediada por proteínas de resistencia o “proteínas R” que directa o indirectamente 

reconocen la presencia de los efectores liberados por los patógenos. Los efectores son 
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moléculas diversas, claves y determinantes en la infección y colonización de la planta 

(Badel et al., 2002). Los efectores pueden además suprimir o interferir con la PTI, alterando 

la fisiología de la planta para su propio beneficio. Es así que algunos efectores interfieren en 

el transporte vesicular, producción de fitoalexinas y desarrollo de la respuesta hipersensible 

(HR) (DebRoy et al, 2004; Collier et al., 2009; Nomura et al., 2011). Algunos fitopatógenos 

también son capaces de producir compuestos que imitan hormonas vegetales, interfiriendo 

en las vías de señalización y activación de los mecanismos necesarios para la defensa. Un 

ejemplo de estos son las cepas de Pseudomonas siringae, las cuales producen un 

compuesto llamado coronatina el cual es estructuralmente análogo al ácido jasmónico (JA) 

(Brooks et al., 2005). Este compuesto genera una supresión de la vía de defensa activada 

por el ácido salicílico (SA), no activándose los genes de respuesta necesarios para una 

defensa efectiva y provocando una mayor apertura de los estomas lo cual favorece la 

entrada de bacterias al interior de la hoja (Melotto et al., 2006). Algunos patógenos pueden 

perder los efectores reconocidos por las proteínas R de las células vegetales y ganar 

nuevos por mutación o transferencia horizontal que les ayuden a suprimir o evadir la ETI y 

generar enfermedad (Jones et al., 2006). Se cree que esta co-evolución planta-patógeno se 

lleva a cabo en ciclos dentro de cada población, entrando al sistema genes externos y 

nuevos de resistencia cuando existe una presión de selección muy fuerte (Frank et al., 

1992). Estos genes de resistencia se dividen en mayores (resistencia total atribuida a un 

sólo gen R en particular) y menores, en los que la resistencia es cuantitativa y no cualitativa, 

atribuida a la sumatoria de genes menores de resistencia y otros factores como la 

característica de la planta, grosor de la cutícula o presencia de compuestos que inhiben el 

crecimiento del patógeno. 

 

Se sabe que muchas veces las vías de señalización y las respuestas de defensa activadas 

por la PTI y la ETI son las mismas y ésta superposición de respuestas hace que sean 

difíciles de separar. Es muy probable que ambas capas de inmunidad funcionen como un 

continuo (Thomma et al., 2011), y se propone que la amplitud de la ETI es mayor que el de 

la PTI (Figura 1). El hecho de llegar a una respuesta de defensa efectiva ya sea mediante la 

PTI o la ETI le confiere a la planta la ventaja de operar contra un amplio espectro de 

patógenos y no tener que desarrollar mecanismos específicos para cada uno de ellos. Una 

de las respuestas características de la ETI es la HR en la zona donde se detectó la 

presencia del patógeno, la cual es un tipo de muerte celular programada (PCD) (Figura 1). 

Ocurre tanto en interacciones compatibles como incompatibles entre patógeno-hospedero 

(Greenberg and Yao, 2004). Durante la HR se desencadenan cambios fisiológicos en las 

células afectadas y en las que las rodean, como la pérdida de permeabilidad de las 

membranas celulares, el aumento de respiración, la acumulación y oxidación de 

compuestos fenólicos y la producción de fitoalexinas (Mao et al., 2011). Esta serie de 

sucesos lleva finalmente a la muerte y colapso de dichas células, las cuales son necesarias 

para que los patógenos biótrofos o hemibiótrofos puedan multiplicarse, disminuyendo o 

acotando de esta manera su expansión al resto de los tejidos (Agrios, 2007; Dodds and 

Rathjen, 2010). 
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Figura 1: Esquema del modelo “zigzag” en el que se visualiza la sucesión de respuestas del sistema 

inmune de las plantas frente al ataques por patógenos. La amplitud de la resistencia o susceptibilidad es 

proporcional a la [PTI – ETS + ETI]. PAMPs “Pathogen Associated Molecular Pattern”, PTI “PAMP Triggered 

Immunity”, ETS “Effector Triggered Suceptibility”, ETI “Effector Triggered Immunity”, HR “Hypersensitive 

Response”, Avr-R “Avirulence Resistance”. Imagen tomada de Jones and Dangl (2006). 

 

Los genes involucrados en la defensa vegetal ocupan una parte sustancial del genoma del 

hospedero. A partir de datos de la secuenciación del genoma, se estima que 

aproximadamente el 14% de los 21.000 genes presentes en Arabidopsis thaliana (A. 

thaliana) están directamente relacionados con la defensa vegetal (Beban et al, 1998). 

Muchos de estos casi 3000 genes no están involucrados en la detección misma del 

patógeno sino en la resistencia generada en su totalidad por medio de diferentes tipos de 

respuestas defensivas. Existe también en el reino vegetal mecanismos de defensa a largo 

plazo y ante un amplio rango de patógenos, llamado Resistencia Sistémica Adquirida o SAR 

por sus siglas en inglés. Es indispensable para su inducción la acumulación de SA y 

posterior inducción de genes PR (“Pathogenesis Related”) (Glazebrook et al., 2005). 

Dependiendo de la naturaleza del patógeno, se activará una vía hormonal encargada de 

señalizar su presencia. En el caso de patógenos de naturaleza biótrofa, el encargado es el 

SA. Para necrótrofos es un balance entre el JA y el etileno. Esta diferencia permite 

distinguirlos y provoca que la respuesta desencadenada sea efectiva y específica 

dependiendo del patógeno que infecte la planta (Glazebrook et al., 2005). 

1.2 Physcomitrella patens 

Physcomitrella patens (P. patens) es un musgo perteneciente al filo briofitas, las cuales son 

plantas no vasculares que se encuentran en una posición estratégica desde el punto de 

vista evolutivo, haciendo de nexo entre algas verdes y plantas vasculares (Figura 2). Se 

cree que los musgos divergieron de las angiospermas (plantas con flor), hace al menos 450 

millones de años y fueron de las primeras plantas en colonizar la tierra (Rensing et al., 
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2008). De esta manera, el estudio de su genoma aporta pistas sobre los mecanismos de 

adaptación que adquirieron las plantas para pasar de un medio acuático a un medio 

terrestre. También es un modelo muy útil para estudiar la evolución de los mecanismos de 

defensa en plantas frente al estrés biótico y abiótico, y como posible fuente de genes 

involucrados en mecanismos de resistencia a ser transferidos a cultivos (Ponce de León y 

Montesano, 2013). Los estudios realizados hasta la fecha han demostrado que P. patens 

comparte mecanismos de defensa con angiospermas, indicando que estos están 

conservados evolutivamente, aunque otros mecanismos difieren y son característicos de las 

briofitas (Ponce de León y Montesano, 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 2: Posición de las briofitas en el árbol filogenético (esquema). (Imagen tomada de Thomson Higher 

Education 2007). 

 

Este musgo es fácilmente cultivado in vitro, posee un tamaño pequeño, ciclos de generación 

cortos, técnicas establecidas y confiables de cultivo y experimentación (Cove et al., 1997) 

Dentro de éstas cabe destacar la fácil transformación y la disrupción de genes de P. patens 

con posibles funciones en la defensa, dada la alta tasa de recombinación homóloga que 

tiene esta planta, comparable a la observada en levaduras (Schaefer et al, 2001). Esto lo ha 

hecho susceptible a la incorporación de genes a lo largo de diez millones de años de 

evolución por transferencia horizontal (Rensing et al., 2008). 

 

El genoma de P. patens contiene cerca de 500 Mb organizados en 27 cromosomas, 36.000 

genes aproximadamente y fue completamente secuenciado en el año 2006 (Rensing et al., 

2008). Hoy en día el genoma de P. patens se encuentra disponible en diversas bases de 
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datos como Phytosome, Plantgdb o JGI Genome Portal, lo que ha facilitado el trabajo con 

genes provenientes de este nuevo modelo. 

 

En los últimos años se han identificado patógenos que infectan P. patens, frente a los 

cuales las células vegetales activan mecanismos de defensa como forma de protección 

(Ponce de León et al., 2007; 2012; Oliver et al., 2009; Ponce de León 2011; Overdijk et al., 

2016). Esto ha permitido identificar genes de P. patens con funciones en la defensa vegetal 

(Machado et al., 2015; Alvarez et al., 2016; Castro et al., 2016). Luego de la infección P. 

patens induce la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS), la HR y la 

fortificación de la pared celular y acumula hormonas de defensa como el SA y auxinas 

(Ponce de León et al., 2007; 2012). Estas respuestas son similares a las que se activan tras 

la infección en plantas vasculares, por lo que varios de los mecanismos de defensa son 

comunes entre musgos y las plantas vasculares. 

1.3 Arabidopsis thaliana 

Es el modelo más utilizado para realizar estudios sobre plantas vasculares. El genoma de 

esta planta posee 125 Mb, en los cuales se han encontrado 29.498 genes que codifican 

para proteínas (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Posee a su vez la ventaja de 

tener ciclos de generación cortos, un pequeño tamaño, generar un gran número de 

descendientes y ser fácil la introducción de genes exógenos debido a que las células de la 

línea germinal son susceptibles de ser transformadas y se encuentran accesibles para la 

bacteria Agrobacterium tumefaciens (Desfeux et al., 2000). 

1.4 Pythium irregulare 

Pythium es un oomicete perteneciente a la clase de pseudohongos fitopatógenos que 

causan algunas de las enfermedades vegetales más destructivas y con mayores pérdidas 

económicas en el mundo (Stassen y Van den Ackerveken, 2011). Son favorecidos por el 

clima tropical y templado, afectando semillas, plántulas, y plantas adultas de casi todos los 

tipos de hortalizas, cereales, y muchos árboles frutales y forestales (Agrios, 2007). P. 

irregulare pertenece al orden de los Peronosporales, posee un micelio alargado, blanco, 

filamentoso, de rápido crecimiento, que carece de septos y su crecimiento es favorecido por 

una gran cantidad de agua o película acuosa. Su reproducción es mediante la generación 

de oosporas (reproducción sexual) y zoosporas (reproducción asexual) (Figura 3).  

Los síntomas más característicos son el ahogamiento de plántulas, pudrición de raíz, 

semilla, frutos carnosos y otros órganos vegetales que se encuentren en contacto con el 

suelo (Agrios, 2007). Ataca mayoritariamente los tejidos juveniles y lo hace a través de la 

degradación y disgregación del tejido debido a la acción de enzimas liberadas como 

pectinasas, hemicelulasas, celulasas, proteinasas y toxinas (Campion et al., 1997). P. 

irregulare es capaz de infectar tanto tejidos de A. thaliana como de P. patens. En A. thaliana 

las células vegetales activan la expresión de genes de defensa y vías de señalización 

dependientes del JA y ácido abscísico (ABA) (Adie et al., 2007). En P. patens, la 

colonización de P. irregulare activa la inducción de varios genes de defensa, producción de 

ROS, y reforzamiento de la pared celular (Oliver et al., 2009).  
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Figura 3: Ciclo patogénico de Pythium sp. Se observan las diferentes formas de reproducción que posee y la 

manera en que coloniza los tejidos de la planta hospedera. 

 

1.5 Pectobacterium carotovorum 

Es una bacteria gram negativa de amplio rango de hospedero. Es el agente causal de la 

pudrición blanda de numerosos cultivos, lo cual conlleva grandes pérdidas a nivel mundial. 

A su vez, es capaz de producir una enorme cantidad de enzimas capaces de degradar 

varios compuestos de la pared celular como celulasas, pectinasas y proteasas (Perombelon 

y Kelman, 1980; Davis et al, 1984; Palva et al, 1993; Toth y Birch, 2005). El filtrado acelular 

de un cultivo (CF) de esta bacteria contiene estas enzimas y genera en P. patens los 

mismos síntomas que la infección por la bacteria, dando lugar a la inducción de genes 

relacionados a la defensa vegetal, incluyendo aquellos codificantes para lipoxigenasas y 

proteínas PR (Ponce de León et al, 2007). Además, hay una aumento del reforzamiento de 

la pared y producción de auxinas en P. patens luego del tratamiento con el CF de esta 

bacteria (Alvarez et al., 2016).  

1.6 Gen de función desconocida denominado Pp214 

En el marco de trabajos previos realizados en mecanismos de defensa de P. patens en el 

Departamento de Biología Molecular, se identificaron un conjunto de genes expresados 

diferencialmente en tejidos de P. patens tratados con el CF de la bacteria fitopatógena 

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (P.c. carotovorum; cepa SCC1) (Álvarez 

et al. 2016). Uno de estos genes fue denominado Pp214. Este gen contiene 824 pares de 

bases (pb), no tiene intrones y codifica para una proteína de 101 aminoácidos. Es de 

función desconocida, no posee dominios conservados ni homología de secuencia 
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nucleotídica con proteínas de otras plantas anotados en la base de datos del NCBI. 

Estudios del nivel de expresión de Pp214 en colonias salvajes de P. patens tratadas con 

diferentes patógenos demuestran que este gen se induce en respuesta a la infección 

(Figura 4). Se observa como la expresión prácticamente no aumenta frente a la exposición 

de las colonias a agua, mientras que aumenta frente al contacto con el CF de la cepa 

SCC3193 de Pectobacterium wasabiae (P. wasabiae) y siendo la mayor expresión a las 4 

hs de exposición al CF de la cepa SCC1 de P.c carotovorum y a las 24 después del 

tratamiento con esporas del hongo Botrytis cinerea (B. cinerea). Las cepas de P. 

carotovorum y P. wasabiae difieren entre otras cosas en que la primera posee el gen que 

codifica para una proteína harpin, rica en el aminoácido glicina y capaz de actuar como 

efector para inducir la HR en plantas (Rantakari et al, 2001; Lee et al, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4: Estudio de la expresión del gen Pp214 frente al CF de las bacterias fitopatógenas P. carotovora 

SCC1 y P. wasabiae SCC3193, y el hongo B. cinerea a diferentes tiempos por la técnica de Northern blot. 

El control fue realizado con agua y el tiempo está en horas.  

 

Con el objetivo de realizar un estudio funcional de Pp214, se intentaron transformar en el 

laboratorio protoplastos de P. patens con una construcción para sobreexpresar el gen 

Pp214, aunque no se lograron obtener transformantes en los diferentes ensayos que se 

realizaron. Sí se lograron transformar plantas de A. thaliana con el gen Pp214 bajo el control 

de un promotor constitutivo (ubiquitina), observándose luego de dos semanas lesiones 

necróticas y generalmente simétricas en las primeras hojas verdaderas de tales plantas 

creciendo in vitro en un medio con selección (Reboledo y Ponce de León, datos no 

publicados). Esto sugiere que Pp214 podría estar participando en algún proceso de muerte 

celular. Además, el hecho que no fue posible obtener transformantes a partir de 

protoplastos en P. patens, sugiriere que la sobreexpresión constitutiva de este gen podría 

ser letal para el musgo. 
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2. Hipótesis 

 

La hipótesis planteada es que el gen Pp214 de P. patens de función desconocida participa 

en la respuesta de defensa vegetal frente a patógenos.  

 

Objetivos 

 

El objetivo general de este trabajo es evaluar el posible rol del gen Pp214 en la defensa 

vegetal frente a patógenos. Para ello se establecieron los siguientes objetivos específicos: 

 

1- Evaluar si la sobreexpresión del gen Pp214 de manera constitutiva en A. thaliana 

aumenta la resistencia a Pythium irregulare y Pectobacterium carotovorum. 

 

2- Generar plantas de A. thaliana que sobreexpresen Pp214 bajo el control de un 

promotor inducible. 



14 

3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Material vegetal y condiciones de cultivo 

Se trabajó con la planta modelo A. thaliana comparando cuatro líneas transgénicas 

homocigotas (líneas 1, 2, 3 y 4) y plantas salvajes ecotipo Columbia. Estas corresponden a 

la segunda generación (T2) de plantas generadas en proyectos anteriores, que cuentan con 

el gen Pp214 bajo el control del promotor constitutivo ubiquitina. 

3.1.1 Cultivo in vitro 

Se utilizó para la selección de transformantes medio MS 0.5% (Murashige & Skoog, 1925) 

suplementado con el herbicida Basta o el antibiótico higromicina. El primero fue utilizado 

para seleccionar plantas transformadas con Pp214 bajo el control del promotor constitutivo y 

el segundo para seleccionar plantas cuya expresión está controlada por un promotor 

inducible por -estradiol (este trabajo). 

3.1.1.2 Esterilización superficial y siembra in vitro de semillas 

Para la esterilización de las semillas previa siembra in vitro se realizaron dos lavados 

sucesivos en etanol 90% e hipoclorito al 8% con Tween 20 2µL/ml (30-40 segundos y 15 

minutos respectivamente) en agitación. Por último se realizaron varios lavados en agua mQ 

para quitar el Tween 20 restante. Las semillas fueron esparcidas sobre una placa con medio 

MS con la selección correspondiente. Las placas fueron dejadas dos días a 4°C y luego 

llevadas a una cámara de crecimiento con un fotoperiodo 16 horas luz y 8 horas oscuridad, 

22°C y 60% de humedad relativa. 

3.1.2 Cultivo ex vitro 

Las semillas correspondientes a cada línea fueron sembradas en macetas individuales en 

un sustrato turba-vermiculita en proporción 3:1, respectivamente. Primero se humedeció el 

sustrato, se depositaron las semillas uniformemente en la superficie y se tapó la maceta con 

film de nylon. Posteriormente se pasaron a condiciones normales de crecimiento (16 horas 

luz-8 horas oscuridad y 22°C). Luego de uno o dos días de aclimatación en condiciones 

normales se retiró el nylon y se dejaron creciendo hasta la aparición de las segundas hojas 

verdaderas (dos semanas aproximadamente) para luego trasplantar las plántulas a sus 

macetas definitivas. 

3.2 Cepas y cultivo de microorganismos 

3.2.1 Escherichia coli 

Se utilizaron bacterias en estado de quimio competencia de la cepa DH5α para las 

transformaciones. La cepa fue crecida a 37°C en medio Luria Bertani (LB) líquido (a 150-

200 rpm) o sólido con agar (en estufa) y suplementado con el antibiótico de interés según se 

requiera. Dicho medio está compuesto por peptona de caseína (10 g/L), cloruro de sodio (10 

g/L), extracto de levadura (5 g/L) y agar (15 o 5 g/L), con un pH 7,5. Las colonias 

seleccionadas con los plásmidos de interés fueron crecidas en medio LB-agar 
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suplementado con antibióticos y se cultivaron en medio LB líquido suplementado con la 

misma selección para luego conservarlas en glicerol a -80°C. 

3.2.2 Pythium irregulare 

Este oomicete fue crecido sobre medio “Potato Dextrose Agar” (PDA) en cámara de 

crecimiento a 22°C. Se utilizaron para los ensayos de infección sobre hoja de A. thaliana, 

discos de agar de 0.5 cm con micelio obtenidos de la zona de crecimiento de P. irregulare 

de cultivos de dos días de antigüedad. Los discos de agar fueron invertidos, quedando el 

micelio en contacto con el tejido foliar. Para la segunda repetición de los ensayos de 

infección se realizó un pasaje de este oomicete en tejidos de P. patens para asegurar que la 

cepa no ha perdido su virulencia. 

3.2.3 Agrobacterium tumefaciens 

Se utilizaron dos cepas diferentes para la transformación de A. thaliana crecidas en medio 

YEB (extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L y agar 20 g/L). En un principio se trabajó 

con la cepa  C58CI/PGV3850, resistente a los antibióticos espectinomicina (Sp, 50 µg/mL) y 

rifampicina (Rif, 50 µg/mL), y también se utilizó la cepa C58C1, resistente a Sp (50 µg/mL), 

carbenicilina (Cb, 100 µg/mL) y Rif (50 µg/mL).  

 

3.2.4 Filtrado acelular de cultivo de P c. carotovorum 

La metodología fue tomada de Ponce de León et al. (2007). Brevemente: se realizó un 

cultivo líquido en medio LB a 28°C durante toda la noche. Al día siguiente se centrifugó 10 

minutos a 4000 g y se filtró el sobrenadante con un tamaño de poro de 0,2 µm. El CF se 

guardó a -20°C hasta el momento de su uso. 

 

3.3 Vectores 

Para cumplir con los objetivos del proyecto fue necesario utilizar plásmidos que se repliquen 

tanto en E. coli como en A. tumefaciens. Se utilizó para tal fin, el sistema Gateway para el 

pasaje del gen Pp214 entre vectores. Esta tecnología está basada en las propiedades de 

recombinación sitio-específicas del fago lambda. Luego de clonado en el vector dador el 

DNA de interés queda flanqueado por sitios de recombinación (att1 y att2), las cuales son 

las secuencias blanco que serán las que dirigirán la recombinación sitio-específica en el 

vector aceptor. 

 

3.3.1 pENTRTM2B 

Plásmido en el que se encontraba clonado el producto de amplificación del gen Pp214 

obtenido a partir de ADN genómico de P. patens. Debido a que este vector presenta 

tecnología Gateway, se usó para clonar directamente el gen Pp214 en el vector final por 

medio del uso de la enzima LR ClonasaTM.  Es un vector de clonado de 2718 pares de 

bases (pb) con un “casette” de selección que confiere resistencia a kanamicina (Kan 30 

µg/mL; figura 5). 

 

 

 

 

 



16 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Esquema del plásmido pENTR
TM

2B evidenciando el “casette” de selección que confiere resistencia al 

antibiótico kanamicina, el origen de replicación de alto número de copias (pUC ori), las secuencias de 

terminación de la transcripción uno y dos (T1 y T2 respectivamente) y los sitios de corte para las enzimas de 

restricción que posibilitan el clonado en dicho vector. Figura obtenida de http://www.shanghaishengwu.com 

 

3.3.2 pMDC7 

Es el plásmido utilizado para generar la construcción final (Figura 6). Posee 13228 pb, un 
promotor inducible por β-estradiol y sitios de recombinación compatibles con los 
encontrados en el vector donador pENTR. A su vez está reportada su eficiencia de 
transformación dentro de diversos sistemas vegetales, incluyendo A. thaliana.  
En su secuencia contiene un gen que codifica para una enzima llamada higromicina 

fosfotransferasa (hpt), la cual confiere resistencia frente al antibiótico higromicina (25 

µg/mL) y se encuentra regulado transcripcionalmente bajo el promotor de la nopalina 

sintasa y del terminador nos (Karimi et al., 2002). En bacterias posee resistencia ante el 

antibiótico Sp (50 µg/mL).Como sistema de selección negativa este vector posee el gen 

ccdB el cual resulta letal para las cepas de E. coli utilizadas para transformar (Figura 6) 

(Earley et al., 2006). Se entiende por lo tanto que aquellas células que hayan incorporado el 

vector vacío (sin el inserto de interés, Pp214) serán seleccionadas negativamente por ccdB. 

Esto aumenta la oportunidad de que las colonias que logren crecer en medio suplementado 

con Sp como selección, hayan pasado por una recombinación exitosa y que posean el 

plásmido deseado. 

 

 

 
 

Figura 6: Esquema del vector aceptor final pMDC7. Es posible observar los sitios de recombinación attR1 y 

attR2, los sitios de corte para las enzimas de restricción AscI y PacI, los promotores OLExA y XVE, el terminador 

transcripcional T3Ay genes que confieren resistencia a antibióticos. Se marcan con flechas verdes los sitios de 

complementariedad de los oligonucleótidos utilizados para amplificar Pp214 luego de generada la construcción 

(tamaño no proporcional). Imagen tomada de Curtis et al (2003). 
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3.3.3 pUB-Dest 

Vector que se utilizó en ensayos anteriores para crear la construcción pUBI:Pp214 con la 

que se transformaron plantas de A. thaliana en las que se realizan los ensayos de infección. 

La expresión del gen se encuentra bajo el control del promotor constitutivo de ubiquitina 

(Figura7). Éste plásmido posee sitios de recombinación compatibles con los demás vectores 

utilizados (attR1 y attR2), el gen phosphinothricin-N-acetyltransferase que confiere 

resistencia para el herbicida Basta, elementos regulatorios en 5’ y3’ de la nopalina sintasa, 

secuencia de replicación pVS  que permite mantener el vector en A. tumefaciens, el origen 

de replicación pBR322 que asegura un alto número de copias en E. coli y el gen para la 

aminoglycoside-3-adenyltransferase que confiere resistencia a estreptomicina y Sp (100 

µg/mL para ambas) en bacterias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Vector de destino para Pp214 en plantas cuya expresión es constitutiva. Figura tomada de la 

página de la Universidad de Tubingen, equipo de biología molecular de plantas. Se esquematizan secuencias 

importantes como los sitios de recombinación sitio específica attR1 y attR2, gen que confiere la resistencia al 

antibiótico espectinomicina (SpecR, selección para bacterias), y al herbicida basta (BarR, selección para 

plantas). 

 

3.4 Preparación y análisis de ácidos nucleicos 

3.4.1 Obtención de ADN plasmídico 

Se crecieron cultivos líquidos de 5 mL de las cepas seleccionadas en medio LB-agar 

suplementado con Sp al tratarse de E. coli, y en medio YEP con Rif, Sp y Cb al trabajar con 

A. tumefaciens. Se dejó crecer un día en agitación a 37°C y 28°C, respectivamente. Las 

células se obtuvieron por varios pasos de centrifugación en tubos eppendorf a 13000 rpm 

por uno o dos minutos hasta eliminar la turbidez en el medio líquido dada por las células en 

suspensión. Luego de cada paso de centrifugación se descartó el sobrenadante. La 

resuspensión de las células obtenidas se realizó agregando 300 µL de la solución 

conteniendo Tris-HCl 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM, RNasa 100 µg/mL, vortexeando de ser 

necesario para que quede una suspensión homogénea. Posteriormente se agregaron 300 
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µL de buffer B (NaOH 200 mM, SDS 1%), se invirtió el tubo eppendorf de cuatro a seis 

veces y se dejó en incubación a temperatura ambiente por cinco minutos. Transcurrido este 

tiempo, se agregaron 300 µL de buffer C (acetato de potasio 3.0 M pH 5.5), se volvió a 

invertir suavemente el tubo eppendorf de cuatro a seis veces y se dejó incubando en hielo 

por cinco minutos más. Se centrifugó diez minutos a 13000 rpm y se recuperó el 

sobrenadante. Para precipitar el ADN plasmídico se agregaron 0.7 volúmenes de 

isopropanol y se invirtió el tubo de cuatro a seis veces. Se realizó una nueva centrifugación 

a 13000 rpm por media hora. Se descartó el sobrenadante y se lavó el pellet con etanol 

70%. Se volvió a centrifugar a la misma velocidad, pero cinco minutos. Se extrajo y descartó 

la mayor cantidad posible de etanol y se dejó secar hasta que se evaporó por completo. 

Una vez seco el pellet éste se resuspendió en 50 µL de agua destilada o tris-HCl 1mM y fue 

guardado a - 20°C. 

3.4.2 Obtención de ARN a partir de tejido vegetal 

Se congeló el tejido de hojas de tres plantas de A. thaliana salvaje y de las cuatro líneas 

transformadas en nitrógeno líquido, los cuales fueron guardados a -80°C hasta su 

procesamiento. En un mortero se molió el tejido con nitrógeno líquido y se pasó a un tubo 

falcon conteniendo 2,5 mL de fenol y 5 mL de buffer NTES (NaCl 0,1 M, Tris-HCl 0,01 M pH 

7,5, EDTA 1 mM, SDS 1%). Se vortexeo por 3 minutos, se agregó 2,5 mL de cloroformo y 

se volvió a vortexear 20 segundos más. Los tubos se centrifugaron a 5000 rpm durante 30 

minutos a 4ºC. Luego se transfirió el sobrenadante a tubos corex, agregando 0.1 volumen 

de NaAc 3 M, pH 5,2 (libre de ARNasa) y 2,5 volúmenes de etanol  absoluto 96% y se dejó 

incubando “overnight” a -20°C. Luego se centrifugaron las muestras durante 20 minutos a 

10000 rpm a 4ºC. Después de descartado el sobrenadante se dejó secar brevemente el 

pellet para luego resuspenderlo en 750 µL de agua tratada con dietilpriocarbonato (DEPC). 

Para precipitar el ARN en suspensión adicionándose agregaron 750 µL de LiCl 4M y se dejó 

incubando a 4°C por la noche. Al día siguiente se centrifugaron los tubos a 10000 rpm 

durante 15 minutos a 4°C. Se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 300 µL 

de agua DEPC. Por último se añadieron 30 µL de acetato de sodio 3M pH 5,2 y 800 µL de 

etanol 96%. Se dejaron los tubos en un freezer a -20°C hasta su uso. Al momento de 

usarse, se centrifugó a 10000 rpm durante 15 minutos y a 4°C, se descartó el 

sobrenadante, se secó el pellet y se resuspendió en 60-100 µL de agua DEPC y se 

almacenaron a -80°C. 

3.4.3 Electroforesis de ADN en gel de agarosa 

Se utilizaron geles de agarosa de 0.8% a 1.2%, teñidos con bromuro de etidio (BrEt) 500 

g/mL, utilizando el buffer TAE 1x (Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M). El buffer de carga 

que se agregó a las muestras contiene glicerol 6%, azul de bromofenol 0.05% y xilen-cianol 

0.05%. Se dejó proceder la corrida por 40 minutos aproximadamente a 80V y se visualizó el 

resultado en un transiluminador. Se utilizó como marcador de peso molecular el ADN del 

fago lambda digerido con la enzima de restricción PstI. Se estimó la concentración de 

muestras de acuerdo a la intensidad y posición de las bandas observadas en referencia a 

las del marcador. 
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3.4.4 Electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante 

Se preparó un gel de agarosa al 1,5%  conteniendo  MOPS 10X (ácido 3-N-

morfolinopropansulfónico) 1,4 % v/v y formaldehído 2,7% v/v. Para correr las muestras las 

mismas fueron preparadas mezclando 3 µg de ARN total con una solución conteniendo 

formaldehido 2.2M, formamida al 50% (v/v), 1X buffer MOPS pH 7.0 [MOPS 0.2M, NaAc 

0.05M, EDTA 0.01M] y BrEt 70ng/μL. Posteriormente los ARNs se desnaturalizaron a 55ºC 

durante 15 min antes de sembrarlos en los pocillos para la corrida. Se dejó corriendo a 80 V 

por 40 minutos en buffer MOPS 1X. Se tomó una foto al final de la corrida para estimar la 

concentración e integridad de las muestras. 

3.5 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un equipo Prime Thermal Cycler de Techne 

y se tomaron como molde ADN plasmídico o ADN genómico. 

3.5.1 Oligonucleótidos 

Es posible encontrar dos versiones del gen Pp214 en diferentes bases de datos (Phytozome 

y NCBI). La utilizada para diseñar los oligonucleótidos fue la base de datos de Phytozome 
versión 12.0. A continuación se detallan los oligonucleótidos utilizados durante el trabajo:  
 

Tabla 1: Nombre, secuencia y temperatura de melting de los oligonucleótidos utilizados para 

amplificar el gen Pp214 y la tubulina.  
 

Nombre Secuencia Tm (°C) 

214 fw 5’-GAATGCAAGGCAACGCCAATG-3’ 60.0 

214 rv 5’-CCGATATGCTGCACTTTATCTTG-3’ 58.4 

214 fwa 5’-TTCTCCTCTTGGGAAAGA-3’ 56.4 

214 rva 5’-ACACCCTGCAATTTGGATAC-3’ 56.4 

214 rvb 5’-CCTGCAAATTGGATACCAGT-3’ 56.4 

LexA 5’-TTTGGAGAGGACACGCTGAA-3’ 58.4 

Rubisco 5’-ATACGGACGAAAGCTGGGAG-3’ 60.5 

Tubulina fw 5’-CAACTCTGACCTCCGAAAGC-3’ 60.5 

Tubulina rv 5’-ATGTTGCTCTCCGCTTCTGTG-3’ 61.3 

 

Se verificó la inexistencia de complementariedad entre las combinaciones utilizadas con el 

programa OligoAnalizer 3.1. 
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3.5.2 Amplificación de la secuencia Pp214 

Se utilizaron tres combinaciones diferentes con los oligonucleótidos de la tabla 1 para 

amplificar esta secuencia. La primera se llevó a cabo con la combinación 214 fw/214rv la 

cual permite generar un fragmento de 444 pb perteneciente a la secuencia codificante de 

Pp214. La segunda y tercera combinación, LexA/214rv y 214fw/Rubisco, permitieron 

comprobar que el sentido en el que se insertó la secuencia en el plásmido aceptor pMDC7 

luego de la recombinación es la indicada para su posterior expresión. Éstas se llevaron a 

cabo con los oligonucleótidos que poseen la secuencia complementaria al gen LexA 

presente en el promotor del vector y la complementaria reversa al terminador Rubisco 

también presente en el vector utilizado.  

 

Se hicieron dos tipos de PCRs, una a partir de minipreparación de ADN plasmídico y otra a 

partir de colonias aisladas. Para el primer caso se utilizó como molde ADN plasmídico de 

una construcción previamente lograda en nuestro laboratorio. El mix de PCR por reacción 

contiene 5 µL de MgCl,25 mM, 5 µL de Taq buffer 10x, 0.4 µL de dNTPs 25 mM, 2.5 µL de 

cada cebador (10µM), 0.25 µL de enzima Taq DNA polimerasa (5U/µL) y H20 mQ hasta 

llegar a un volumen final de 50 µL. 

Para las PCRs a partir de colonia se picó de la placa parte de una colonia y se depositó en 

el fondo de un tubo de 0,2 mL. Al tubo se le agregó el mix de PCR compuesto por 2 µL de 

Buffer 10x, 0.16 µL de dNTPs 25 mM, 0.9 µL de cada cebador (10µM), 1.6 µL de MgCl 2(25 

mM), 13.74 µL de H2O mQ y 0.7 µL de enzima Taq polimerasa (5 U/µL), ocurriendo la 

reacción en un volumen final de 20 µL. 

Las condiciones de amplificación fueron: una primera etapa de 94°C por 5 minutos de 

desnaturalización, una segunda etapa correspondiente a 35 ciclos de 94°C de 

denaturalización, 54°C de hibridación del cebador y 72°C de extensión por 30 segundos 

cada uno, y una tercera etapa de extensión de 72°C por 10 minutos. 

 

3.5.3 PCR semicuantitativo 
Se realizó un primer paso de eliminación de una posible contaminación de las muestras de 

ARN con ADN genómico mezclando 2 μg de ARN en un volumen final de 12 µL con 1,5 µL 

de Buffer de DNasa I (libre de RNAsas) 10X y 1,5 µL de dicha enzima. Cada reacción se 

incubó a 37°C por 90 minutos. Transcurrido ese tiempo se agregó 1 µL de EDTA 25mM 

para desactivar la enzima y se incubó 10 minutos más a 65°C. En un tubo eppendorf se 

agregaron 2 µL de DTT (0,1M), 4 µL de Buffer 10X de ProtoScript II (5x), 0,4 µL de dNTPs 

(25 mM) y  2 µL de cebadores oligo dT(d(T)20) (10M). Por último se añadieron 10,6 µL de la 

muestra y se incubó nuevamente a 42°C por 60 minutos. El producto de la reacción de 

transcripción reversa se utilizó en el momento para realizar una PCR o se guardó a -80°C 

hasta su uso. Para amplificar el fragmento de 508 pb correspondiente a la tubulina se utilizó 

el mismo mix de reacción que para Pp214. El ciclado para la tubulina fue el siguiente: 5 

minutos de extensión a 94°C, 28 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 1 

minuto a 72°C por y finalmente 7 minutos de extensión final a 72°C. Para el Pp214 se utilizó 

el mismo tipo de ciclado, incluyendo los 28 ciclos y la combinación de oligonucleótidos fue 

214fwa/214rva. Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa 1,5% y se 

documentó el resultado fotográficamente. 
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3.6 Construcción para la sobreexpresión en A. thaliana 

3.6.1 Recombinación 

Se partió del gen clonado en el vector pENTR 2B y mediante recombinación se transfirió el 

gen Pp214 al vector de expresión inducible por β-estradiol (pMDC7). En ambos, la 

secuencia Pp214 quedó flanqueada por sitios de recombinación que pueden ser 

transferidos a otros vectores con sitios compatibles si fuese necesario. Esta transferencia se 

llevó a cabo utilizando el LR Clonase Enzyme Mix de Invitrogen. En un tubo eppendorf se 

generó un mix conteniendo 1 µL del vector aceptor (pMDC7) a una concentración de  150 

ng/µL, 0,5 µL del vector dador en concentración 150 ng/µL, 1 µL Clonasa II y se dejó toda la 

noche a 25°C. Al día siguiente se agregó 1 µL de Proteinasa K y se incubó 10 minutos a 

37°C.  

 

3.6.2 Transformación de E. coli 

Se utilizaron 100 µL de células de E. coli electrocompetentes guardadas en glicerol a -80°C. 

Luego de descongeladas se le agregó el mix de recombinación, se dejaron en hielo 10 

minutos y luego se transfirieron a la cuba de electroporación. Para esto se utilizó un equipo 

Gene Pulser II y se fijaron las condiciones de uso a 2,5 kV. 200 Ω y 25 uF. Inmediatamente 

luego del pulso eléctrico se agregó 1 mL de LB líquido pre-enfriado en hielo y se dejó una 

hora a 37°C en agitación. Transcurrido ese tiempo se rastrillaron en medio LB con el 

antibiótico Sp (100 µL/mL), 300 µL del cultivo y se centrifugó el resto, llegando a un volumen 

final de 300 µL para trabajar con dos concentraciones diferentes. Se dejaron crecer ambas 

placas a 37°C uno o dos días. Se seleccionaron 8 colonias resistentes y se hicieron los 

correspondientes reaislamientos para llegar a colonias puras. Se creció un cultivo líquido de 

cada una, se extrajo el ADN plasmídico y se comprobó mediante PCR la presencia del 

Pp214 en pMDC7. Los productos de PCR fueron corridos en un gel de agarosa de 0,8%. 

 

3.6.3 Transformación de A. tumefaciens 

Se utilizaron dos cepas quimio competentes para  ser transformadas con el plásmido 

pMDC7:Pp214. Se descongelaron en hielo 100 uL de cada cepa, se añadió 1 µg de ADN 

plasmídico previamente verificado por secuenciación. Se dejaron transcurrir cinco minutos 

en hielo para luego pasarlas 5 minutos más en nitrógeno líquido. Por último se incubó a 

37°C por 5 minutos más y se le agregó 1 mL de medio LB frío al tubo eppendorff. Se dejó 

incubando en agitación (180 rpm) a 28°C por una hora. Transcurrido ese tiempo se 

rastrillaron 300 µL de la suspensión en medio LB-agar suplementado con los antibióticos de 

selección. Los 800 µL restantes se centrifugaron a baja rpm y por un minuto para concentrar 

las células en el fondo del eppendorf. Al sobrenadante así obtenido se le extrajeron 500 µL 

quedando 300 µL en los cuales se resuspendieron las células. Con dicho concentrado se 

rastrilló una segunda placa con medio LB-agar suplementado con Rif (50 µg/mL) y Sp (50 

µg/mL) y Cb (100 µg/mL).  

3.7 Transformación de plantas de A. thaliana 

Se crecieron cuatro plantas salvaje de A. thaliana por maceta en un sustrato preparado con 

turba negra y vermiculita en una proporción 3:1 respectivamente. Luego de que comenzaron 

a salir las primeras inflorescencias (cinco semanas aproximadamente), éstas fueron 

cortadas para asegurar una mayor sincronización de las plantas en el mismo estadío floral y 
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aumentar el número de brotes florales. En el momento en que presentaban la mayor 

cantidad de estos últimos se transformaron por el método de inmersión floral de Clough y 

Bent (1998). Para esto se debieron inocular 500 mL de medio YEP suplementado con  Rif50 

µg/mL y Sp 50 µg/mL con 5 mL de un cultivo crecido a 28°C en medio YEP líquido 

suplementado con antibióticos de selección para un clon de A. tumefaciens portador del 

constructo de interés (pMDC7:Pp214). Los 500 mL fueron incubados toda la noche a 28°C y 

a 200 rpm de agitación. Al día siguiente se centrifugó a 5.500 g por 20 minutos, se descartó 

el sobrenadante y se resuspendió el pellet en el mismo volumen de buffer de infiltración 

(0.5X MS, 5% sacarosa, 0.05% Silwett L-77). En esta solución se sumergieron las 

inflorescencias de las plantas a transformar por un período de 20 segundos 

aproximadamente. Luego de realizada la inmersión de las inflorescencias, estas fueron 

colocadas con cuidado dentro de una bolsa de nylon y las macetas fueron puestas 

horizontalmente en una bandeja para incrementar la probabilidad de transformación de A. 

thaliana. Las plantas se dejaron en las bandejas en condiciones normales de luz y 

temperatura. Al día siguiente se retiran las bolsas con cuidado y las macetas se volvieron a 

colocar en posición vertical. Se hizo un seguimiento de las plantas en los días posteriores 

para detectar nuevos pimpollos florales. Cuando empezaron a aparecer nuevos botones se 

comenzó con el refuerzo de la transformación el cual consiste en colocar gotas de la 

suspensión en buffer de infiltración, del mismo clon de A. tumefaciens usado para la 

inmersión floral. El refuerzo se hizo colocando una gota de 5-10 µL de dicha suspensión 

directamente sobre los pimpollos, no abiertos aún, de la inflorescencia. El proceso anterior 

se realizó a los días 2, 4 y 6 luego de la transformación por inmersión floral, y de esta forma 

se espera aumentar la eficiencia de transformación (Martinez et al., 2004). Cuando las 

silicuas comenzaron a estar maduras, evidenciado por el secado y amarronamiento de las 

vainas, se colocaron recipientes recolectores de semillas. Luego de aproximadamente una 

semana y cuando la mayoría de las vainas se encontraban maduras, se cortan las 

inflorescencias y se recolectan las semillas por medio de un tamizado con gaza. Esto se 

hizo para separar las semillas del material vegetal seco que pudiera servir como foco de 

contaminación por hongos, produciendo por lo tanto pérdida de semillas viables.Las 

semillas cosechadas se sembraron en medio 0.5X MS pH 5.7, 0.7% agar, suplementado 

con el antibiótico higromicina (25 µg/mL). 

3.8 Ensayo de infección 

A plantas de A. thaliana salvajes y de las cuatro líneas en estudio, de cuatro semanas de 

crecimiento, se le cortan hojas del mismo tamaño y estadío y se depositan de a seis sobre 

papel whatmann mojado en una placa de petri estéril. 

3.8.1 Micelio de P. irregulare 

Sobre la superficie de cada hoja se apoyó un disco de 0.5 cm de diámetro y 0.4 cm de alto 

aproximadamente, con micelio del oomicete P. irregulare. Luego se cerró cada placa y se 

llevaron al cuarto de cultivo bajo condiciones normales de crecimiento por dos días durante 

los cuales se evaluó el avance de la infección. 
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3.8.2 Filtrado acelular de cultivo de P. carotovorum 

Se realizaron dos lesiones con la punta de un tip (sin desprender el tejido) en el centro de 

cada hoja a los costados de la nervadura central, y se depositaron sobre las heridas una 

gota de 10 µL del CF estéril. Se cerraron las placas correspondientes a cada línea de A. 

thaliana en estudio y se llevaron al cuarto de cultivo bajo condiciones normales de 

crecimiento por tres días. Transcurridos éstos se abrieron las placas y realizan las tinciones.  

3.9 Cuantificación de daño con el colorante azul de Evans 

Transcurrido el tiempo de infección correspondiente a cada tratamiento, se abrieron las 

placas, se retiraron los discos de micelio cuidadosamente en el caso de P. irregulare, y se 

sumergieron de a tres hojas en 3 mL del colorante azul de Evans en placas de petri 

pequeñas y se dejaron media hora conectadas a una bomba de vacío. Se retiraron y se 

hicieron tres lavados de cinco minutos cada uno en agua destilada estéril para remover el 

colorante en exceso. Cuando el agua destilada salió sin colorante se procedió a observar 

las lesiones bajo la lupa o entre vidrios y a hacer el registro fotográfico de las mismas. Se 

tomaron  fotos de cada hoja por separado o por triplicado, manteniendo una regla de 1 cm 

en cada una para usar de escala. Luego de completado el proceso se realizó el cálculo del 

área lesionada con el programa de domino público ImageJ 1.48. Este análisis se hizo por 

línea y tratamiento por triplicado. 

3.10 Cuantificación indirecta de daño con el colorante azul de Toluidina 

Se utilizó azul de Toluidina al 0.05% en buffer citrato 50 mM, pH 3,55 (O'Brien et al., 

1964).Se realizó el procedimiento descripto en el punto 3.8.1 sin someter a las hojas al 

vacío y dejando en reposo por 10 minutos. Es un colorante de tiazina, que se comporta 

como colorante ortocromático (color azul) o metalocromático (color violeta) y es capaz de 

unirse selectivamente a compuestos fenólicos de las paredes de células dañadas. 

3.11 Análisis estadístico 

Se hizo un estudio estadístico de los resultados en el programa Statistica. Los datos ajustan 

al test no paramétrico “Kluskal Wallis”, en el que los datos se toman como independientes 

pero provenientes de un tratamiento común.  

 

  

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.0960-7412.2001.01215.x/full#b40
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.0960-7412.2001.01215.x/full#b40
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1. Análisis bioinformático de la secuencia del gen Pp214 para identificar su función 

 

A partir de la secuencia parcial de Pp214 obtenida en trabajos anteriores (Álvarez et al., 

2016), se hicieron búsquedas en las bases de datos para conocer la secuencia completa. El 

gen Pp214 (nombre del transcripto: Pp3c2_30370V3.1; Alias: Phypa_69162) se encuentra 

en el cromosoma 2, tiene una región codificante de 306 nucleótidos y un extremo  5´UTR de 

394 pb y un 3´UTR de 124 pb. Codifica para una proteína pequeña de 101 aminoácidos 

(Figura8), y no tiene intrones en su secuencia codificante. 

 

A 

ATACATTCACCATTGACAGCACCAGTCGCTTTGCATCGTGTTGTTGCATTCAAGCAAAGTGA

GACCATTATCCAAACTGATAGAACACCGTGGCAGCAGCTGTTTGTCAGGATCGGAGTCTGT

TGCATCGTACCTCGTCAAGCGACTTGGATCACCATGGATAGAGGCATGAACAACACCAATG

TGTCTGTGAAGATCCTCATCCTAGGCTGAAATTACAGTAGCGTGCACACACACACAGACACA

CACAGATTTTGAGCTGCTAGCTAGGCAAATAGAGGAAGAGGAAGAAGCCATGGACAGGGG

AATGCAAGGCAACGCCAATGTGTCTGTAAAGATTCTCCTCTTGGGAAAGACAGGCGAGGGA

GAAATTCTCTCCTCGTGGGATTGAGGAATGCAAATTCGCAGCATGGCTGCATCAGGAGCGA

TCGATCTGCCTGTTTCTGTACCCATTGCATTCGCTTTGGAAGATCTAGAACACAGGGATCTA

AGCAACAGTGATGAATCAGTAAACAACAGCAACATGCTTCCGAAGATTCTCATTCCGTGTAA

TGCAGAGCTGAGGCGAGAGCATCAGTTCACGCATTTCGAGTCCCTGCGATTTCACTGTCTA

GATGAACTGGTTTTTTGCCCAACATCGACTGGTATCCAAATTGCAGGGTGTGGGCAACGGA

ACATACGCGGAGGATTCTTCGAATAAAAATGTGGCTTATTGTAGTTTATTTACAAGATAAAGT

GCAGCATATCGGTTATTGGCTAGCTTATATCTACACTACAATAATAAAATAAAAAACACTGCA

CATCAATGTGCAGAATTCCTCAGG 
 

B 

MQIRSMAASGAIDLPVSVPIAFALEDLEHRDLSNSDESVNNSNMLPKILIPCNAELRREHQFTHFE
SLRFHCLDELVFCPTSTGIQIAGCGQRNIRGGFFE 
 

Figura 8: Secuencia del gen de Pp214 obtenida de la página del Phytosome v12.0.A. Extremo 5’UTR en 

verde, 3’UTR en violeta y secuencia codificante en azul. B. Secuencia aminoacídica predicha para Pp214. 

 

 

Al estudiar la secuencia nucleotídica del gen Pp214 no se encontraron dominios 

conservados ni homología con secuencias de otros organismos anotados en la base de 

datos del NCBI, aunque su secuencia aminoacídica sí presenta homología con fragmentos 

de proteínas relacionadas a los sistemas de secreción tipo IV y VI, y toxinas de bacterias 

patógenas (Figura 9). Al analizar los datos de la comparación de secuencias, aparece en 

primer lugar la proteína Pp214 (XP_001756406.1) con una identidad de secuencia del 97% 

comparado con la secuencia del Pp214 obtenida del Phytozome. Esto probablemente se 

deba a diferencias de anotación de las secuencias, En segundo lugar aparece una segunda 

proteína de P. patens (Pp214-like; XP_001776320.1) con una identidad de secuencia del 

73% con Pp214.  
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Figura 9: Imagen obtenida de la página del NCBI donde se observa el porcentaje de identidad que posee 

la secuencia aminoacídica de Pp214 con otras proteínas. La primera en la lista es una versión del mismo 

gen Pp214 obtenida en el NCBI, que por la manera en que fue obtenida difiere levemente de la trabajada. La 

segunda secuencia corresponde a Pp214-like y las siguientes corresponden a proteínas predichas de diferentes 

bacterias. 

 

Todas las siguientes proteínas que tienen cierta identidad de secuencia con Pp214, 42% en 

una región, pertenecen a un conjunto de proteínas de bacterias denominadas  VgrG 

(“valine-glycine repeat”) del tipo de secreción VI de Escherichia coli (E. coli) y Klebsiella 

oxytoca (K. oxitoca). Este tipo de sistema se ha encontrado en más bacterias gram 

negativas como Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Yersinia pestis, Salmonella 

enterica, y se sabe que está implicado y es crucial para procesos de virulencia en Vibrio 

cholerae (Pukatzki et al., 2006). Durante la patogénesis las bacterias pueden afectar las 

células del hospedero liberando toxinas o enzimas que alteran la función celular, o 

ensamblar estructuras como pili o adhesinas que promueven la adherencia a la superficie 

de estas células huésped. Se han estudiado varias proteínas VgrG de diversos patógenos, 

prediciendo mediante algoritmos la formación de una estructura trimérica “tailspike” análoga 

a la ensamblada por el bacteriófago T4 de E. coli (Pukatzki et al., 2007). Esta estructura 

sería capaz de penetrar membranas y servir de conducto para el pasaje de proteínas 

antibacterianas directamente en el periplasma de las células blanco (Russell et al., 2011). 

En algunos casos se han encontrado proteínas VgrGs con un dominio efector en la región 

C-terminal, el cual suele ser una enzima que es liberada en el citosol de la célula blanco 

interfiriendo con el citoesqueleto de células eucariotas y causando citotoxicidad (Pukatzki et 

al., 2009; Suarez et al., 2010). A modo de ejemplo, se encontró que P. aeruginosa es capaz 

de inyectar una hidrolasa de peptidoglucano en el periplasma de bacterias gram negativas, 

causando destrucción de la pared celular y posterior lisis (Hood et al., 2010; Hood et al., 

2011).  

 

Se encuentra también homología con dos proteínas Rhs (por “rearrangement hotspot”) del 

tipo VgrG, las cuales son utilizadas por el sistema de secreción tipo IV de la bacteria 

Klebsiella michiganensis (K. michiganensis) y K. oxytoca. Se cree que esta clase de 

proteínas están implicadas en la competencia intercelular, habiendo sido encontradas tanto 

en células procariotas como eucariotas. Se han encontrado a su vez, dominios C-terminales 

que actuarían como toxinas, las cuales en el medio extracelular inhibirían el crecimiento de 

las células adyacentes (Koskiniemi et al., 2013). Un claro ejemplo de la función es una 

proteína que posee un dominio nucleasa, capaz de degradar el ADN exógeno. Están a su 
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vez asociadas a diversas proteínas que neutralizan la acción de la toxina de manera de 

evitar una autoinhibición (modelo toxina-antitoxina; Koskiniemi et al., 2014).  

 

Al comparar la secuencia aminoacídica de las proteínas bacterianas, se observa que varían 

en el largo de la secuencia, siendo la más corta de 778 aminoácidos (VgrG perteneciente a 

E. coli) y 910 aminoácidos la más larga (perteneciente a K. oxytoca) (Figura 10). Se observa 

a su vez que el porcentaje de identidad entre las proteínas correspondientes a los sistemas 

de secreción tipo IV y VI es menor hacia los extremos y aumenta hacia el centro, donde 

alinea Pp214 (Figura 10,11). Esto lleva a pensar que los aminoácidos centrales son 

aquellos de mayor importancia, siendo indispensables para la correcta función de cada 

proteína y por lo tanto imponiendo mayor presión selectiva de conservación a lo largo de la 

evolución. 

 
T6SS VgrG  E. coli   MDNRSAFFDG-----------------QTRYFLEINGSAVKPDVLRFR--GREALSEPFRWDIGFTSR-----------N 50 

T4SS Rhs K.michigane MDNRSALFDG-----------------QTRYFLDINDSSVKPDVLRFR--GREALSEPFRWDIEFTSP-----------E 50 

T6SS VgrG K.oxytoca  MDNRSALFDG-----------------QTRYFLDINDSSVKPDVLRFR--GREALSEPFRWDIEFTSP-----------E 50 

Rhs VgrG K. oxytoca  MEHHSAVLLRRLNPYCARALEGAASLCQTRAHAEITPEHWLLKLLEQGEGDLTVLARRYEWDMDAVWQSLLSWLDAQPRS 80 

214                  -------------------------------------------------------------------------------- 0 

 

T6SS VgrG E. coli    ANIPPE-----EVLMKYASLRMRNG-----KNVYGIVTRLEWLSTSKDQSHYRLTLSSRLALLEHTRQCAVFQNQSVPEV 120 

T4SS Rhs K.michigane ANIPPE-----QVLMKYASFRMRSG-----KSVHGMVTRLEWLSTSNDQSHYRLTLSSRLALLGYTRQCAVYQTQSVPEV 120 

T6SS VgrG K.oxytoca  ANIPPE-----QVLMKYASFRMRSG-----KSVHGMVTRLEWLSSSNDQSHYRLTLSSRLALLGYTRQCAVYQNQSVPEV 120 

Rhs VgrG K. oxytoca  VRTRPELSASLQTLLKQAWLAATLVGDEQIRSIHLLTAMIETSGLTRCDGLWPLMTLTTSQLERLRPLLEAQSDERHDVA 160 

214                     -------------------------------------------------------------------------------- 0 

 

T6SS VgrG E. coli    VEQVLRKHGLEGADFEFRLERAYPSREIITQWQETDLQFIQ-RILSEVGIYWR-TEMDDVRGLDT------YIFADSQLH 192 

T4SS Rhs K.michigane VEQVLRKHGLEGPDFEFRLERTYPARELITQWRETDLQFIQ-RILSEVGIYWR-TEMDDVRGLDR------FILADSQLN 192 

T6SS VgrG K.oxytoca  VEQVLRKHGLKGPDFEFRLEHTYPPREIISQWRETDLEFIR-RILSEVGIYWR-TMMDDERGLDT------YILADSQLN 192 

Rhs  VgrG K. oxytoca LSEQAGNASIIGRAPPLQHEAQKHAEGGIAQPAVSQVESILNRFTVDVTARAREGKIDPVFGRDNEIRQVVDILSRRRKN 240 

214                  -------------------------------------------------------------------------------- 0 

 

T6SS VgrG E. coli    YQFDVQLPYSEPSGLFDGAAESVWDVRNWHNVATGTVTTRDYNYRTATT---------PMNATVSVRNDAVTTGEHYRYA 263 

T4SS Rhs K.michigane YQFDVRLPYSEPSGLFDGAAESVWDVRTWHNIAIGTVVTRDYNYRTAST---------PMDATVSVRNDAVTAGEHYRYA 263 

T6SS VgrG K.oxytoca  YQFDVRLPYREPSGLYDGAAESVWDVRTWHNIAIGTVVTRDYNYRTAST---------PMDATVSVHNDALTTGEHYRYA 263 

Rhs  VgrG K. oxytoca NPILVGEPGVGKTALVEGLALRIAEGNVPESLKPVIVRTLDLGLLQAGAGVKGEFEQRLKNIIDAVQQSPVPVLLFIDEA 320 

214                  -------------------------------------------------------------------------------- 0 

 

T6SS VgrG E. coli    APYREAGDDAS-PEPETESGAFYAR--LHHERELNRSARIHLFSNAAHLSP----GQVLEPQGDVITDLKEGIVLTLVTY 336 

T4SS Rhs K.michigane APYRDAGDDAS-PEPETESGAFWAR--LHHERELNRSARIHLFSNAAHLTP----GQVLEPQGNVIAALKEGVVFTLVTF 336 

T6SS VgrG K.oxytoca  APYREAGDDAN-PEPETESGAFWAR--LHHERELNRSARIHLFSNAAHLTP----GQVLEPQGDVIAALKEGVILTLVTF 336 

Rhs  VgrG K. oxytoca HTIIGAGNQAGGADAANLLKPALARGELRTIAATTWSEYKQYFERDAALERRFQMVKVDEPDDDTACLMLRGLKSRYAEH 400 

214                  -------------------------------------------------------------------------------- 0 

 

T6SS VgrG E. coli    RGARDS----RLHVSAWGMPYTERYCFRPAEIPRPVIPGTLPARIESRGKNDIYAHLDGQGRYRVKMDFDREGTEPGYGY 412 

T4SS Rhs K.michigane RGARDS----RLHVSVWGLPYTERYCFRPVEIPRPVIPGTLPARIESREKNDTYAHLDEQGRYRVKLDFDREGTEPGYGY 412 

T6SS VgrG K.oxytoca  RGARDS----RLHVSVWGLPYTERYCFRPAEMPRPGIHGTLPARIESREKNDTYAHLDEQGRYRVKLDFDREGTEPGYGY 412 

Rhs  VgrG K. oxytoca HGVHITGEAVRAAVTLWGLPYTERYCFRPAEMPRPEIHGTLPARIESREKNDTYAHLDEQGRYRVKLDFDREGTEPGYGY 480 

214                  -------------------------------------------------------------------------------- 0 

 

T6SS VgrG E. coli    LWLRMAKPCAGETLGWHMPLIDGTEVAIAYSNGDIDLPY---IAYALHDAEHSDLVNRDNHTRNILRTPANSKLRMEDRR 489 

T4SS Rhs K.michigane LWLRMAKPYAGETLGWHTPLIDGTEVAIAYSNGDIDLPY---IAYALHDSEHSDLVNRDNHTRNILRTPANNKLRMEDRR 489 

T6SS VgrG K.oxytoca  LWLRMAKPYAGETLGWHTPLIDGTEVAIAYSNGDIDLPY---IAYALHDSEHSDLVNRDNHTRNILRTPANNKLRMEDRR 489 

Rhs  VgrG K. oxytoca LWLRMAKPYAGETLGWHTPLIDGTEVAIAYSNGDIDLPY---IAYALHDSEHSDLVNRDNHTRNILRTPANNKLRMEDRR 557 

214                  -----------------------MQIRSMAASGAIDLPVSVPIAFALEDLEHRDLSNSDESVNNSNMLPK---------- 47 

 

T6SS VgrG E. coli    GEEHIKLATEYGKTQLNSGHLVDSQGQLRGKGTELRTDEWGTLRAGKGLFVAVDAQAKAQGEALDMDAALKEIDRLNQQL 569 

T4SS Rhs K.michigane GEEHIKLATEYGKTQLNTGHLVDSQGQRRGTGTELRTDEWGTLRAGKGLFVAADAQAKAQGDALNMDTALREIDRLNQQL 569 

T6SS VgrG K.oxytoca  GEEHIKLATEYGKTQLKTGHLVDSQGQRRGTGTELRTDEWGTLRAGKGLFVAADAQAKAQGDALNMDTALREIDRLNQQL 569 

Rhs  VgrG K. oxytoca GEEHIKLATEYGKTQLKTGHLVDSQGQRRGTGTELRTDEWGTLRAGKGLFVAADAQAKAQGDALNMDTALREIDRLNQQL 637 

214                  ------------------------------------------------ILIPCNAELRREHQFTHFES------------ 67 

 

T6SS VgrG E. coli    QQLEIAAERAQALKADIDSQIQMFEQRLKPLNEAVLFSAPEGMALTSGENMQLAAGRNLAVNAGGDISTGTMGNLTALAG 649 

T4SS Rhs K.michigane QQLEMAAEQAQALKADVDSQIQMFEQRLKPLNEAVLFSAPEGMAMTSGEDMQLAAGRNLAVNSGEDFSAGVMGNMTALAG 649 

T6SS VgrG K.oxytoca  QQLEMAAEQAQALKADVDSQIQMFEQRLKPLNEAVLFSAPEGMAMTSGEDMQLAAGRNLAVNSGEDFSAGVMGNATLLTG 649 

Rhs  VgrG K. oxytoca QQLEMAAEQAQALKADVDSQIQMFEQRLKPLNEAVLFSAPEGMALTSGEDMQMAAARNVAINAGGDISIGTMGNLTALAG 717 

214                  -------------------------LRFHCLDELVFCPTSTGIQIAG--------------------------------- 89 
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T6SS VgrG E. coli    ERLGLFARTGQLSLKSGEGAVDVQAQNGSMRLFAEKKLTLSSASDISFAGKKRITLIGGGSYLRLEAGKVEYGTTAKYLR 729 

T4SS Rhs K.michigane EKLGLFARTGQVSLKSGEGPIDVQAQNASMRLFAEKKLTLSSASDISFAGKKRITLIGGGSYLRLEAGKVEYGTTATYIR 729 

T6SS VgrG K.oxytoca  EKLGLFARTGQLSLKSGEGPIDVQAQNASMRLFAEKKLTLSSASDISFAGKKRITLIGGGSYLRLEAGKVEYGTTATYMR 729 

Rhs  VgrG K.oxytoca  EKLGLFARTGQVSLKSGEGPIDVQAQNASMRLFAEKKLTLSSASDISFAGKKRITLIGGGSYLRLEAGKVEYGTTATYMR 797 

214                  --------CGQRNIRGG---------------FFE--------------------------------------------- 101 

 

T6SS VgrG E. coli    KVKRTMAVGAASIPVRS-----------------------------------------IVGGGICLS------CLMKAAM 762 

T4SS Rhs K.michigane KVKRTMAAGSNSQTPEIPFLP---------------------------GPGDVFRRSFILVDDRTQEPISN---IRYELT 779 

T6SS VgrG K.oxytoca  KVKRTMAAGAASMPLNLPVMPLVDLFTSQPISQNLKPVLRLSDAPGVNGLAQSVRQWQIVEADSYMQAITTDEVLMNGQT 809 

Rhs  VgrG K. oxytoca KVKRTMFAGANSTPTSSISMP-----------------------LVEDLIKDGFFDEQFRILNDSGKPMTN---VPYFIS 851 

214                  -------------------------------------------------------------------------------- 101 

 

T6SS VgrG E. coli     NGDTFVVRGGHEQRQF---------------------------------------------------------------- 778 

T4SS Rhs K.michigane  SPTGSVVKGVSCEKGLTGFVSHP----------DEAEVELNILEQNS-----------------LFIG------------ 820 

T6SS VgrG K.oxytoc    DDAGNVLQSETQQAQLIKLASQYSSRLWMVAGDRAHRLYFNMIPADTGSDAKDFCAQDAMGFHRMFNSVSDNIQPGEKLK 889 

Rhs  VgrG K. oxytoca  SESGETFKGVTDNHGLCKRVFSKES--------SKLTIWLGVQALEKW-------------------------------- 891 

214                   -------------------------------------------------------------------------------- 101 

 

T6SS VgrG E. coli     --------------------- 778 

T4SS Rhs K.michigane  --------------------- 820 

T6SS VgrG K.oxytoca   QCIQDEQQINGAILDSLREEK 910 

Rhs  VgrG K. oxytoca  --------------------- 891 

214                   --------------------- 101 

 

Figura 10: Alineación de las secuencias de las proteínas VgrG y Rhs pertenecientes a los sistemas de 

secreción tipo 4 y 6 (T4/6SS) de K. oxytoca, K. michiganensis y E. coli con la correspondiente a Pp214. 

Se utilizó el programa Sequence Manipulation Suite (SMS) para mejorar la visualización de los resultados 

obtenidos en el programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Los colores representan y agrupan a los 

diferentes aminoácidos según su naturaleza: los alifáticos en gris (glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina), 

los aromáticos en naranja (fenilalanina, triptófano y tirosina), polares en amarillo (cisteína y metionina), verde 

(serina y treonina) y marrón (asparagina y glutamina), básicos en rojo (arginina, histidina y lisina), ácidos en azul 

(aspártico y glutámico) y en rosa prolina. Se colorean aquellos aminoácidos que coinciden en el 80% de las 

secuencias y se muestran 80 de ellos por línea. 
 

 
T6SS VgrG E.coli   LWLRMAKPCAGETLGWHMPLIDGTEVAIAYSNGDIDLPY---IAYALHDAEHSDLVNRDNHTRNILRTPANSKLRMEDRR 489 

Rhs VgrG K.oxytoca LWLRMAKPYAGETLGWHTPLIDGTEVAIAYSNGDIDLPY---IAYALHDSEHSDLVNRDNHTRNILRTPANNKLRMEDRR 557 

T4SS Rhs K.michiganLWLRMAKPYAGETLGWHTPLIDGTEVAIAYSNGDIDLPY---IAYALHDSEHSDLVNRDNHTRNILRTPANNKLRMEDRR 489 

T6SS VgrG K.oxytocaLWLRMAKPYAGETLGWHTPLIDGTEVAIAYSNGDIDLPY---IAYALHDSEHSDLVNRDNHTRNILRTPANNKLRMEDRR 489 

214                -----------------------MQIRSMAASGAIDLPVSVPIAFALEDLEHRDLSNSDESVNNSNMLPK---------- 47 

 

T6SS VgrG E.coli   GEEHIKLATEYGKTQLNSGHLVDSQGQLRGKGTELRTDEWGTLRAGKGLFVAVDAQAKAQGEALDMDAALKEIDRLNQQL 569 

Rhs VgrG K.oxytoca GEEHIKLATEYGKTQLKTGHLVDSQGQRRGTGTELRTDEWGTLRAGKGLFVAADAQAKAQGDALNMDTALREIDRLNQQL 637 

T4SS Rhs K.michiganGEEHIKLATEYGKTQLNTGHLVDSQGQRRGTGTELRTDEWGTLRAGKGLFVAADAQAKAQGDALNMDTALREIDRLNQQL 569 

T6SS VgrG K.oxytocaGEEHIKLATEYGKTQLKTGHLVDSQGQRRGTGTELRTDEWGTLRAGKGLFVAADAQAKAQGDALNMDTALREIDRLNQQL 569 

214                ------------------------------------------------ILIPCNAELRREHQFTHFES------------ 67 

 

T6SS VgrG E.coli   QQLEIAAERAQALKADIDSQIQMFEQRLKPLNEAVLFSAPEGMALTSGENMQLAAGRNLAVNAGGDISTGTMGNLTALAG 649 

Rhs VgrG K.oxytoca QQLEMAAEQAQALKADVDSQIQMFEQRLKPLNEAVLFSAPEGMALTSGEDMQMAAARNVAINAGGDISIGTMGNLTALAG 717 

T4SS Rhs K.michiganQQLEMAAEQAQALKADVDSQIQMFEQRLKPLNEAVLFSAPEGMAMTSGEDMQLAAGRNLAVNSGEDFSAGVMGNMTALAG 649 

T6SS VgrG K.oxytocaQQLEMAAEQAQALKADVDSQIQMFEQRLKPLNEAVLFSAPEGMAMTSGEDMQLAAGRNLAVNSGEDFSAGVMGNATLLTG 649 

214                -------------------------LRFHCLDELVFCPTSTGIQIAG--------------------------------- 89 

 

T6SS VgrG E.coli   ERLGLFARTGQLSLKSGEGAVDVQAQNGSMRLFAEKKLTLSSASDISFAGKKRITLIGGGSYLRLEAGKVEYGTTAKYLR 729 

Rhs VgrG K.oxytoca EKLGLFARTGQVSLKSGEGPIDVQAQNASMRLFAEKKLTLSSASDISFAGKKRITLIGGGSYLRLEAGKVEYGTTATYMR 797 

T4SS Rhs K.michiganEKLGLFARTGQVSLKSGEGPIDVQAQNASMRLFAEKKLTLSSASDISFAGKKRITLIGGGSYLRLEAGKVEYGTTATYIR 729 

T6SS VgrG K.oxytocaEKLGLFARTGQLSLKSGEGPIDVQAQNASMRLFAEKKLTLSSASDISFAGKKRITLIGGGSYLRLEAGKVEYGTTATYMR 729 

214                --------CGQRNIRGG---------------FFE--------------------------------------------- 101 

 

 
Figura 11: Alineamiento de secuencia aminoacídica en el que sólo se resaltan los aminoácidos que se 

encuentran en las cinco proteínas (100% de identidad). Se utilizó la misma referencia de colores que en la 

figura anterior.  

 

 

La similitud encontrada entre Pp214 y proteínas del sistema de secreción utilizados por 

bacterias patógenas lleva a pensar que ésta puede haber sido incorporada al genoma del 
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musgo por transferencia horizontal y haber sufrido modificaciones a lo largo del tiempo, 

adquiriendo una nueva función. Dado que P. patens ha adquirido por transferencia 

horizontal de hongos, bacterias y virus, 128 genes nucleares pertenecientes a 57 familias 

diferentes (Yue et al., 2012), Pp214 podría eventualmente haber sido adquirido por estos 

eventos aunque se necesita mayor cantidad de estudios para confirmar esto. Es interesante 

además que varias de las proteínas VgrG estén asociadas a algunos procesos relacionados 

con la muerte celular, al igual que Pp214. Como se mencionó anteriormente algunas VgrG, 

participan en la formación de estructuras que atraviesan membranas celulares que en 

algunos casos liberan enzimas que causan citotoxicidad, mientras que algunas actúan como 

toxinas. 

 

Con el objetivo de analizar la posible localización subcelular de Pp214 que pudiera aportar 

información sobre su posible función, se utilizó el programa PSORT (https://psort.hgc.jp/). 

Este programa da una probabilidad del 45.0% de localización citoplasmática y del 42.8% de 

localización en la matriz mitocondrial. Para confirmar la localización subcelular de Pp214 se 

deberán realizar estudios de expresión transitoria con Pp214 fusionado a la Proteína 

Fluorescente Verde (GFP) en hojas de tabaco. Sería interesante poder confirmar la 

localización en la mitocondria, dado que este organelo está relacionado con la muerte 

celular. 

 

4.2. Expresión de Pp214 en P. patens durante el desarrollo, diferentes tejidos y 
diferentes condiciones 

 

Mediante estudios in sílico en el Genevestigator (https://genevestigator.com/) y el 

Phytozome se estudió el patrón de expresión de Pp214 en diferentes condiciones. En el 

Genevestigator Pp214 presenta una expresión media durante la fase de germinación de la 

espora, que aumenta significativamente durante el proceso de crecimiento y diferenciación 

del tejido en la formación de gametóforos, para luego disminuir al formarse el esporofito el 

cual tiene las estructuras reproductivas (Figura 12A). 

En la misma base de datos también se analizaron varias condiciones y tejidos de P. patens 

en los que se ve un aumento de expresión de Pp214. Encontramos como condiciones de 

alta expresión (aumento de hasta 83,3 %), la exposición a luz UV de intensidad 303 y 345 

nm durante 1 hora (Figura 12B). 
 

Otro tratamiento que induce la expresión de Pp214 es la infección con el patógeno B. 

cinerea (Figura 12B), aumentando a las 24 hs post infección entre un 33, 3 y 66,6% 

aproximadamente. Este resultado coincide con lo observado en los antecedentes del grupo 

de investigación en los ensayos de Northern blot (Figura 4). 
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Figura 12: Condiciones y niveles de inducción del transcripto Pp214 en P. patens. A. Nivel de expresión 

del transcripto en diferentes fases de desarrollo de P. patens. El círculo rojo pertenece al nivel de inducción con 

su respectivo error asociado. B. Expresión de Pp214 en diferentes condiciones, incluyendo diferentes longitudes 

de onda e intensidades, e infección con B. cinerea (como control se utilizó agua). Se incluye una barra con 

diferentes intensidades de color que corresponde al porcentaje de expresión de Pp214 encontrado en las 

diferentes situaciones. 

 

En el Phytozome hay datos de expresión de P. patens sometidos a algunos tratamientos. 

Los niveles de transcripto de Pp214 aumentan en dos condiciones; tratamiento con la 

hormona ABA y con el precursor del JA, el ácido oxofitodienoico (OPDA). Este resultado 

junto con el hecho de que Pp214 se expresa con patógenos es interesante dado que tanto 

el ABA como el OPDA participan en la respuesta de defensa frente a patógenos en varias 

plantas (Adie et al., 2007).  

 

 

4.3. Análisis de plantas transformadas de A. thaliana con una construcción que 
expresa Pp214 bajo el control de un promotor constitutivo. 

 

Se analizaron las plantas transformantes generadas previamente en el laboratorio con el 

vector pUB-DEST para expresar Pp214 bajo el control del promotor constitutivo de la 

ubiquitina. Anteriormente se había observado en la To que las primeras hojas verdaderas 

presentaban lesiones espontáneas. Los síntomas se volvieron a observar al plaquear la To  
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en medio con selección por tres semanas. Los síntomas observados se pueden ver en la 

Figura 13. Se observa una pérdida de clorofila en las primeras hojas verdaderas de la 

primera generación de transformantes. 

 
Figura 13: Fotografías tomadas de la primera generación To de plantas de A. thaliana transformadas con 

Pp214 bajo control del promotor constitutivo ubiquitina en medio R suplementado con el herbicida 

BASTA 10 ug/mL a los 21 días. 

 

Previamente se habían seleccionado varias líneas homocigotas F2 que lograron sobrevivir a 

la selección y las cuales no presentaban lesiones espontáneas a simple vista. Se utilizaron 

4 de estas líneas para ver los niveles de expresión de Pp214 (líneas 1, 2, 3 y 4).  

Para ello se extrajo ARN total de muestras de tejidos de hojas congeladas, se cuantificó su 

concentración en un Nanodrop y se comprobó la integridad de éstos en un gel 

desnaturalizante de agarosa 1,5% (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Comprobación de la integridad de las muestras (salvaje, líneas 1, 2, 3 y 4). Se aprecia la 

presencia de los ARN ribosomales. La muestra perteneciente a las plantas salvaje presenta una mayor cantidad 

de ARN en el gel, lo cual se utilizó para estimar la concentración empíricamente y ajustar los valores para RT-

PCR. 
 

Luego se procedió a realizar un RT-PCR semicuantitativo. Para esto se tomaron 2 𝜇g de 

ARN total de cada muestra y se eliminó la posible presencia de ADN genómico mediante 

digestión con DNasa I. Posteriormente se sintetizaron los cDNAs con oligodT utilizando la 

enzima ProtoScript II, y se realizaron los PCRs con oligonucleótidos correspondientes a 

Pp214 (Pp214 fwa y Pp214 rva) y al gen de la tubulina como control de expresión basal o 
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“housekeeping”. Para descartar la amplificación debido a contaminación con ADN 

genómico, se utilizaron como control negativo de cada amplificación las mismas muestras 

sin presencia de la enzima transcriptasa reversa. Se visualizaron los resultados del RT-PCR 

en un gel de agarosa 1,5% teñido con BrEt. (Figura 15). 
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Figura 15: Análisis del nivel de expresión del ARNm de Pp214 y Tubulina en hojas de A. thaliana que 

poseen el gen en estudio bajo el control de un promotor constitutivo. Geles de agarosa 1,5% teñido con 

BrEt. A. Diferentes niveles de expresión del ARNm de Pp214 en las diferentes líneas de estudio. B. Expresión 

del gen de la Tubulina (constitutivo). En B se muestran los carrilles con los controles negativos sin RT. λ/PstI 

marcador de peso molecular, wt; plantas salvajes, 1-4 líneas de A. thaliana en estudio con sus controles 

negativos y pl; plásmido que posee el gen inserto (2 ng) . 
 

Como se aprecia en la Figura 15B, el ARNm codificante para la proteína tubulina se expresa 

de forma constante en todas las muestras analizadas, generando el producto de PCR de 

508 pb de largo. A 28 ciclos se observa la presencia del transcripto Pp214 en las líneas 

transgénicas 1-4, mientras que en las plantas salvajes este es inexistente (Figura 15A). El 

tamaño del producto de amplificación obtenido es de 326 pb, lo que corresponde con el 

tamaño esperado. La falta de detección de Pp214 en las plantas salvajes era esperable 

dado que no existen genes con similitud de secuencia a Pp214 en el genoma de A. thaliana. 

Las líneas 1 y 4 son las que expresan en mayores cantidades el gen exógeno. Las 

diferencias en los niveles de expresión de Pp214 en las diferentes líneas se puede deber a 
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la inserción de múltiples copias del transgen o la zona de inserción en el genoma de A. 

thaliana.  

 

4.4. Ensayos de infección con patógenos en líneas transformadas 

 

Se procedió a infectar las plantas salvajes y las cuatro líneas transformadas con Pythium 

irregulare y se trataron también con el CF de P.c. carotovorum. La elección de estos 

patógenos se debió a que afectan un número importante de cultivos diferentes y 

representan patógenos que causan importantes enfermedades en Uruguay. Para las 

infecciones se tuvieron en cuenta la edad de la planta, temperatura ambiente, humedad 

relativa, cantidad de inóculo y edad de éste, la luz y la hora del día a la que se llevaron a 

cabo (Liu Y et al, 1998). Estos parámetros son importantes debido a que las defensas de la 

planta y resistencia a enfermedad dependen significativamente de la hora del día a la que el 

patógeno toma contacto con la planta (Carver et al 1994; Lauter et al 1993; Griebel et al, 

2008). 

 

En el caso de P. irregulare se procedió a infectar con micelio (disco de agar conteniendo el 

micelio) (Oliver et al., 2009). Se tuvo en cuenta que P. irregulare no perdiera la virulencia 

luego de varios pasajes por placa de PDA, y para ello se infectaron plantas de P. patens y 

se recuperó el micelio luego de colonizada la planta para asegurar la virulencia, También se 

trabajó para llegar a una fuente de inóculo diferente del micelio y si bien se llegaron a 

conseguir zoosporas (forma de reproducción asexual del oomicete), estas no fueron 

suficientes para poder infectar y tener síntomas reproducibles (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura16: Estructuras de reproducción asexual producidas por P. irregulare luego de dos semanas en 

agua y oscuridad. Imágenes tomadas a un aumento de 100x. Zoosporangios y micelio de P. 

irregulare. Se aprecian zoosporas esféricas dentro de los zoosporangios (flecha verde) y 

una vesícula saliendo de uno de éstos (flecha celeste).  

 

Luego de la infección se observaron visualmente los síntomas y se procedió al análisis del 

daño celular generado por los patógenos mediante tinciones con azul de Evans. Este 

colorante entra en las células dañadas y el área con lesión se puede cuantificar y asociar 
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con el nivel de resistencia. Se observaron diferencias en el nivel de daño entre las 

diferentes líneas estudiadas, aunque si bien hay una tendencia de mayor resistencia de la 

línea 1 y 4, los resultados no fueron significativos dado que el número de muestras fue de 3 

hojas (Figura 17). La que presentó menor lesión frente al patógeno P. irregulare fue la línea 

1, seguida por la 4, 2 y plantas salvajes (Tabla 2). En este ensayo la línea 3 estaba 

estresada por lo que no se tuvieron en cuenta los datos.  
 

Tabla 2: Cuantificación del área foliar con muerte celular en hojas de A. thaliana frente al ataque del 

patógeno P. irregulare. Los resultados son un promedio de 3 hojas por línea. Se muestra el promedio, el 

desvío estándar y la disminución del área dañada respecto a plantas del genotipo salvaje. 

 

 Promedio (mm2) Desvío estándar Relativo al salvaje 

Salvaje 26.3             2.4 
 

1 

1 14.0 2.2 0.53 

2 20.0 5.6 0.76 

4 18.1 0.6 0.68 

 

Se observa en la tabla 2 y Figura 17A como el daño foliar causado por el oomicete en las 

líneas 1 y 4 es menor al causado en hojas de plantas salvajes de A. thaliana. La diferencia 

es de casi la mitad en la línea 1 y ⅔ en la 4.  

 

 

        
Figura 17: Área foliar dañada durante el ensayo de infección con P. irregulare. A. Gráfica comparativa del 

daño causado por el oomicete en tres hojas de cada línea de trabajo con su respectiva desviación estándar. B. 

Fotografía de una hoja de A. thaliana del genotipo salvaje luego de teñir la zona de daño con el colorante azul 

de Evans. Se puede observar la regla utilizada para calibrar la regla del programa ImageJ. 
 

 

En un segundo ensayo de infección con P. irregulare se hicieron tinciones con azul de 

Toluidina. Este colorante tiñe la incorporación de compuestos fenólicos en la pared luego 

del daño producido por el patógeno. En este trabajo lo tomamos como un colorante que 

indica indirectamente el daño generado. La tinción de las hojas infectadas con el colorante 

azul de Toluidina nos permite distinguir dos zonas diferentes dentro del tejido colonizado por 

P. irregulare. La región central es la que ha sufrido mayor daño celular, lo que se traduce en 

una mayor incorporación de compuestos fenólicos en las paredes de las células dañadas 

dando un color violeta intenso (Figura 18 A y B).  
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Figura 18: Daño celular y crecimiento micelial del oomicete sobre hojas de A. thaliana teñidas con azul 

de Toluidina. A y B. Comparación de tres hojas correspondiente a plantas salvajes y de la línea 1 

(respectivamente) teñidas con azul de Toluidina en las que se aprecian los colores azul y violeta en el área foliar 

dañada por P. irregulare. C y D. Microfotografías de la zona de infección en una hoja salvaje y de la línea 1. E y 

F. Hifas de P. irregulare colonizando el tejido en la zona de infección teñida de violeta en plantas salvajes y línea 

1. 

 

Se observa a su vez una segunda zona más externa de un color azul claro, indicando la 

incorporación de compuestos fenólicos del tipo pectinas en las paredes celulares 

(Asselbergh et al., 2007). En esta zona azul clara se encontró una menor cantidad de 

micelio y el tejido muestra menores signos de daño. El halo azul claro es mayor y más 

definido en las hojas de las líneas transformantes para Pp214 respecto a la zona teñida de 

violeta en hojas de plantas salvajes. Esto sugiere que la capacidad de reacción, 

fortalecimiento de la pared y contención de lesión podría ser más eficiente en las plantas 

transformadas que en las plantas salvajes (Figuras 18 B y C). La presencia de mayor 

incorporación de compuestos fenólicos del tipo pectina en las líneas transformadas es muy 

interesante dado que se conoce que existe una contribución importante de la cantidad y 

estructura de las pectinas en la respuesta de defensa de las plantas, e incluso se 

describieron mecanismos de virulencia utilizados por los patógenos para modificar o 
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degradar las pectinas con el objetivo de colonizar los tejidos vegetales (Ferrari et al., 2012; 

Lionetti et al., 2012; Bellincampi et al., 2014). Por otro lado se observó la presencia del 

oomicete colonizando tanto tejido proveniente de plantas salvajes como de la línea 1, 

aunque en menor proporción en el primero (Figura 18 D y E). La presencia de mayor 

biomasa del patógeno en plantas salvajes en comparación con las líneas que 

sobreexpresan Pp214 podrá ser corroborado mediante PCR en tiempo real (qPCR). 

 

También se realizaron ensayos en los cuales se trataron a las diferentes plantas con el CF 

de P.c. carotovorum luego de realizado una pequeña herida con la punta de un tip. El daño 

observado mediante tinciones con azul de Evans es significativamente mayor en las plantas 

salvajes respecto a las plantas transformantes (Tabla 3 y Figura 19). Mediante el programa 

Statistica se pudieron comparar los datos y estudiar qué tan significativos son. Se obtienen 

valores P muy pequeños para las líneas 1 y 4, 0.000009 y 0.007200 respectivamente, 

respeto a plantas salvajes. También son estadísticamente diferentes los datos provenientes 

de las líneas 2 (0.018534) y 3 (0.015441), aunque presentan más desviación. 

 

 
Tabla 3: Comparación del área foliar dañada con 10 µL del CF de P. carotovorum entre las líneas en 

estudio. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Se observa además un abundante amarillamiento en la superficie de varias hojas de plantas 

salvajes conferido por la degradación de clorofila, síntoma que se atribuye al entrar las 

células en un estado de senescencia celular. Este amarillamiento se encontró casi 

exclusivamente en aquellas hojas provenientes de plantas salvajes, estando las 

correspondientes a las líneas que poseen Pp214 bajo el control del promotor constitutivo 

ubiquitina, en mejor estado y más verdes. También es mayor el área dañada y la tinción con 

azul de Evans alrededor de la herida en aquellas hojas de plantas de genotipo salvaje 

(Figura 19 B y C). Estos resultados demuestran que mientras que en las plantas salvajes las 

diferentes enzimas que degradan la pared celular y el harpin presentes en el CF están 

produciendo mayor daño, en la plantas que sobreexpresan Pp214 las enzimas y el harpin 

generan un daño menor. 

Línea Promedio (mm2) Desvío estándar (mm2) Relativo al salvaje 

salvaje 18.388 9.052 1 

1 6.388 4.495 0.347 

2 9.121 3.544 0.496 

3 8.360 4.392 0.455 

4 8.577 2.530 0.466 
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Figura 19: Análisis del nivel de daño promedio por hoja y síntomas observados en la línea salvaje y 1 

transcurridas 48 horas del tratamiento con el CF de P.c. carotovorum. A. Gráfica que muestra el nivel de 

daño ocasionado por el CF de P.c. carotovorum sobre 10 a 17 hojas de las líneas de A. thaliana en estudio. B y 

C. Tres hojas de A. thaliana salvaje (arriba) y línea 1 (abajo) tratadas con 10 uL del CF de P.c. carotovorum 

luego de realizado una pequeña herida con un tip. Las lesiones fueron teñidas con azul de Evans, indicador de 

muerte celular. 

 

 

Al hacer tinciones con azul de Toluidina de las hojas tratadas con el CF, se pudo observar 

que la zona teñida es toda de color violeta, indicando la incorporación de compuestos 

fenólicos en la pared de las células dañadas. La zona teñida fue mayor en las hojas de 

plantas salvajes tratadas con el CF en comparación con las hojas de plantas que 

sobreexpresan Pp214 (línea 1) (Figura 20).  

 

 
Figura 20: Micrografía de hojas de A. thaliana salvaje (A) y línea 1 (B) en las que se observa la 

incorporación del colorante de azul de Toluidina en hojas tratadas con el CF de P.c. carotovorum. Se 

observa en violeta aquella zona que sufrió daño celular. Ambas imágenes se encuentran al mismo aumento, 

pudiendo apreciar la herida realizada con el tip y la diferencia de tamaño de las zonas teñidas en plantas 

salvajes y la línea transgénica 1. La escala equivale a 0.6 mm. 
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Los resultados muestran por lo tanto que las plantas de A. thaliana que sobreexpresan 

Pp214 podrían ser más resistentes a P. irregulare y el daño provocado por el CF de P.c. 

carotovorum es significativamente menor que el observado en plantas salvajes. El nivel de 

daño observado en las plantas inoculadas con P. irregulare está relacionado con los niveles 

de transcriptos, especialmente en la línea 1 y 4, las cuales son las líneas que 

sobreexpresan mayores niveles de Pp214. Estos resultados demuestran la importancia de 

repetir la inoculación con P. irregulare en un número mayor de hojas, se utilizaron 3 hojas 

por genotipo, para poder obtener datos más significativos. En el caso del tratamiento con el 

CF de P.c. carotovorum el número de hojas utilizadas fue mucho mayor (10 a 17). Las 

diferencias entre los tratamientos se pueden deber a que el CF se preparó una sola vez y 

todas las plantas fueron tratadas con la misma cantidad de enzimas y harpin, mientras que 

con el micelio de P. irregulare el crecimiento puede variar entre hojas y producir variaciones 

en el tipo de síntoma observado. Dado que se trata de un gen que se induce en P. patens 

durante una situación de defensa de sus tejidos, los datos sugieren que en otra planta como 

A. thaliana, en los cuales no hay genes con identidad de secuencia con Pp214, también 

cumple una función de defensa frente a microorganismos patógenos. Es interesante este 

aumento de resistencia para estos dos patógenos, los cuales son necrótrofos (organismos 

que matan a las células vivas de su hospedero para nutrirse de éstas) y generan 

enfermedad en diversos cultivos del país. Los resultados son por lo tanto alentadores y 

muestran que Pp214 actúan en la defensa de A. thaliana. Habrá que estudiar en un futuro el 

modo de acción de Pp214 y cómo protege a las células de la planta de la colonización por 

patógenos. Una posible explicación es que Pp214 induce la muerte celular. Si bien falta 

demostrar esta teoría, varios datos sugieren esto, incluyendo el hecho que no se logren 

transformar protoplastos de P. patens que sobreexpresan Pp214, así como las lesiones 

espontáneas encontradas en algunas de las plantas de A. thaliana To transformadas con 

Pp214 bajo el control de un promotor constitutivo. Una posible explicación es que estas 

plantas con lesiones espontáneas presentan niveles muy altos de Pp214. Las cuatro líneas 

utilizadas no presentan lesiones a simple vista pero podrían tener inducida la muerte celular 

de un número reducido de células. La muerte de estas células podría desencadenar una 

respuesta de defensa, haciendo estas plantas más resistentes a infecciones o tratamiento 

con enzimas que degradan la pared celular. 

4.5. Generación de la construcción para sobreexpresar Pp214 bajo el control de un 
promotor inducible y transformación de plantas de A. thaliana 

 

Dado que algunas plantas To transformadas con Pp214 bajo el control del promotor de la 

ubiquitina presentaban lesiones espontáneas, se decidió transformar plantas de A. thaliana 

con Pp214 bajo el control de un promotor inducible. Se partió del gen Pp214 inserto en el 

plásmido pENTR 2B y se realizó una recombinación específica de sitio con el fin de obtener 

el gen en estudio en un plásmido de expresión inducible tanto en bacterias como en 

plantas. Se escogió en este caso el vector pMDC7 del sistema Gateway, el cual tiene un 

promotor inducible por β-estradiol. Luego de dicha recombinación se procedió a transformar 

una cepa de E. coli quimiocompetente. Se seleccionaron varias colonias transformantes y 

repicaron en medio LB agar suplementado con el antibiótico Sp (50 µg/mL). Luego del 

segundo repique se crecieron en el mismo medio líquido a 37°C en agitación durante toda 

la noche. 
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Se llevó a cabo una extracción de ADN plasmídico de la construcción pMDC7-Pp214 y se 

realizó una corrida electroforética para comprobar la calidad de los plásmidos y estimar la 

concentración obtenida. (Figura 21) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21: Gel de agarosa al 0.8% teñido con BrEt conteniendo las extracciones de ADN plasmídico de 
colonias transformantes de E. coli. 1-6 ADN plasmídico de colonias seleccionadas. Se observa que el tamaño 
de las bandas coincide con el esperado para este vector (13017 pb). 

 
 
Se llevó a cabo una PCR utilizando como molde la extracción plasmídica previa para 
comprobar la presencia del gen Pp214 con los oligonucleótidos cuya secuencia es 

complementaria a los extremos 5’ UTR y 3’ UTR del gen de interés (P214 fw y P214 rv), 
visualizándose el resultado en un gel de agarosa 0,8%. (Figura 22). 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 22: Comprobación de la presencia del gen Pp214 inserto en el plásmido extraído. Electroforesis en 

gel de agarosa 0,8% teñido con BrEt en el que se muestra el producto de PCR de las colonias A-F utilizando 

oligonucleótidos específicos para Pp214.  

 



39 

Se detectó la presencia del producto de PCR del tamaño esperado (444 pb) en todos los 

plásmidos menos en el carril D. Se seleccionó la colonia A la cual fue conservada en 

glicerol, y se envió a secuenciar el ADN plasmídico al Servicio de Secuenciación del 

Instituto Pasteur de Montevideo para asegurar la presencia de la secuencia íntegra, en el 

lugar deseado, sin ningún cambio de bases que pudiese afectar su posterior traducción. Los 

resultados de la secuenciación fueron curados y se corroboró que no existieran mutaciones 

en la secuencia codificante del gen Pp214 (Figura 23). 

 
 

214 pmDc7  ----------------------------NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGCGANGGANAA-TTCTCTCCTCGTGG 51 

214 cromo2 GAATGCAAGGCAACGCCAATGTGTCTGTAAAGATTCTCCTCTTGGGAAAGACAGGCGAGGGAGAAATTCTCTCCTCGTGG 80 

 

214 pmDc7  GATTGAGGAATGCAAATTCGCAGCATGGCTGCATCAGGAGCGATCGATCTGCCTGTTTCTGTACCCATTGCATTCGCTTT 131 

214 cromo2 GATTGAGGAATGCAAATTCGCAGCATGGCTGCATCAGGAGCGATCGATCTGCCTGTTTCTGTACCCATTGCATTCGCTTT 160 

 

214 pmDc7  GGAAGATCTAGAACACAGGGATCTAAGCAACAGTGATGAATCAGTAAACAACAGCAACATGCTTCCGAAGATTCTCATTC 211 

214 cromo2 GGAAGATCTAGAACACAGGGATCTAAGCAACAGTGATGAATCAGTAAACAACAGCAACATGCTTCCGAAGATTCTCATTC 240 

 

214 pmDc7  CGTGTAATGCAGAGCTGAGGCGAGAGCATCAGTTCACGCATTTCGAGTCCCTGCGATTTCACTGTCTAGATGAACTGGTT 291 

214 cromo2 CGTGTAATGCAGAGCTGAGGCGAGAGCATCAGTTCACGCATTTCGAGTCCCTGCGATTTCACTGTCTAGATGAACTGGTT 320 

 

214 pmDc7  TTTTGCCCAACATCGACTGGTATCCAAATTGCAGGGTGTGGGCAACGGAACATACGCGGAGGATTCTTCGAATAAAAATG 371 

214 cromo2 TTTTGCCCAACATCGACTGGTATCCAAATTGCAGGGTGTGGGCAACGGAACATACGCGGAGGATTCTTCGAATAAAAATG 400 

 

214 pmDc7  TGGCTTATTGTAGTTTATTTACAAGATAAAGTGCAGCATATCGGAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCACTCGAGATATC 451 

214 cromo2 TGGCTTATTGTAGTTTATTTACAAGATAAAGTGCAGCATATCGG------------------------------------ 444 
 

Figura 23: Alineacmiento de la secuencia perteneciente al Pp214 (Phytozome 12.0) con la obtenida a 

partir de la secuenciación del plásmido seleccionado. Se enviaron a secuenciar 5 µL del vector 

pMDC7:Pp214  a una concentración de 61,8 ng/µL. 

 

Para corroborar la correcta inserción se realizó una amplificación utilizando una 

combinación de oligonucleótidos que lo permitiese. Se utilizaron unos de secuencia 

complementaria al promotor y complementaria reversa al terminador encontrados en el 

plásmido (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 24: Electroforesis en gel de agarosa 1,5% con productos de amplificación por PCR para 

corroborar el sentido de inserción del inserto en el vector pMDC7. A: Combinación de oligonucleótidos 

LexA/214rv, B: combinación de oligonucleótidos 214fw/Rubisco, λ/PstI: marcador de peso molecular utilizado. 

Tinción con BrEt. 
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Comprobada la correcta inserción e identidad de la secuencia de Pp214 en pMDC7, se 

procedió a transformar A. tumefaciens. Se utilizó una cepa quimiocompetente generada en 

el laboratorio, resistente a los antibióticos Sp y Rif (50 µg/mL). Luego de dos días de 

crecimiento en medio con selección se seleccionaron colonias y se hicieron los repiques 

correspondientes. Luego se realizó un cultivo líquido de dos días de crecimiento en 

agitación a 28°C y se extrajo el ADN plasmídico de éstas (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 25: Electroforesis en gel de agarosa 0,8% teñido con BrEt donde se cargaron muestras de ADN 

plasmídico de diferentes colonias en estudio (1, 2, 3 y 4) junto al marcador de peso molecular. El tamaño 

coincide con el esperado. A partir de la intensidad observada se hizo el cálculo de concentración del ADN 

extraído. 

 

Se seleccionó el plásmido 2 y se procedió a hacer el PCR utilizando oligonucleótidos del 

vector y de Pp214 utilizando los cebadores LexA/214rv (A), 214fw/rubisco (B) y 214fw/214rv 

(C). Los tamaños obtenidos corresponden en todos los casos a los esperados (Figura 26). 

En todos los casos se obtuvo un fragmento de 500 pares de bases aproximadamente. Al 

amplificar con 214fw/rubisco, se obtuvo además un fragmento de aproximadamente el doble 

de tamaño. La obtención de este fragmento puede deberse a una amplificación inespecífica 

dado que se utilizó una Tm de 56°C y el cebador para rubisco tiene una Tm más alta 

(60,5°C). 
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Figura 26: Corroboración de la correcta orientación de inserción del gen Pp214 en el plásmido pMDC7. 

Electroforesis en gel de agarosa 0.8% teñido con BrEt que posee el producto de amplificación del gen Pp214 a 

partir de una minipreparación de plásmido con cebadores dentro y fuera del gen. A, B y C: se utilizaron las 

combinaciones de oligonucleótidos LexA/214rv, 214fw/Rubisco y 214fw/214rv, respectivamente.  
 

 

Habiendo comprobado la presencia del pMDC7:Pp214 en las cepas de A. tumefaciens, se 

escogió una y se procedió a transformar plantas de A. thaliana en floración por el método de 

inmersión floral (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 27: Transformación de plantas de A. thaliana. A. Aislamiento de colonias de A. tumefaciens que han 

aceptado la construcción de interés. B. Dispositivos montados luego de la transformación. C. Sistema de 

recolección utilizado para colectar todas las semillas generadas. D. Placa de Petri en la que se crecieron 

semillas obtenidas luego de la segunda transformación en medio R suplementado con higromicina (25µg/mL). 

Se observa luego de cuatro semanas la muerte de todas ellas.  
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Se realizaron tres nuevas inoculaciones sobre los nuevos pimpollos cada dos días y se 

esperó a que se formaran y desarrollaran las silicuas para juntar las semillas. Éstas fueron 

esterilizadas y crecidas en un medio suplementado con higromicina 25 µg/mL para las 

plantas transformadas. Se plaquearon un número alto de semillas en cuatro placas de Petri 

con higromicina (25 µg/mL). Al cabo de tres semanas no se lograron detectar plantas 

transformadas, siendo todas ellas sensibles al antibiótico (Figura 27D).  

 

Dada la falta de éxito en las transformaciones con la cepa C58C1 de A.tumefaciens y que 

no se lograban obtener transformantes con otras construcciones utilizadas por otro 

integrante del laboratorio, se transformó otra cepa de A. tumefaciens C58C1 con las cuales 

se habían obtenido transformantes en años anteriores. Se hizo una nueva transformación y 

se plaquearon 4 placas grandes con semillas estériles, las cuales tampoco dieron 

transformantes. Se cree que la primera cepa de A. tumefaciens ha perdido la capacidad de 

transferencia de los genes en estudio y en el caso de la segunda no tenemos posibles 

explicaciones. Como alternativa se va a volver a transformar la cepa LBA4404 de A. 

tumefaciens pedida a un laboratorio colaborador. 
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5. CONCLUSIONES 

 

Las plantas que han incorporado y expresan el gen Pp214 bajo el control del promotor 

constitutivo ubiquitina son más resistentes frente al ataque por el patógeno P. irregulare y 

presentan menor daño frente al CF de la bacteria fitopatógena P.c. carotovorum en 

comparación con plantas salvajes.  

 

La línea transformante 1 y 4 son las que presentan mayores niveles de expresión de Pp214 

y son las líneas que muestran mayor resistencia frente a P. irregulare. En el caso del 

tratamiento con el CF de P.c. carotovorum todas las líneas que sobreexpresan Pp214 

presentan menos daño del tejido que las plantas salvajes. El gen Pp 214 podría por lo tanto 

generar una ventaja adicional para la defensa vegetal de A. thaliana frente a patógenos, 

aunque se deben realizar más estudios para entender el mecanismos de acción. 

 

Se obtuvo la construcción para generar plantas de A. thaliana que expresen Pp214 bajo el 

control de un promotor inducible por β-estradiol. Si bien no se lograron obtener 

transformantes, se van a volver a repetir las transformaciones con otra cepa de A. 

tumefaciens. 

 

6. PERSPECTIVAS 

 

Será interesante poder analizar la susceptibilidad de plantas que sobreexpresan Pp214 y 

plantas salvajes infectadas con otros fitopatógenos. Contamos en el laboratorio con otros 

patógenos que infectan A. thaliana, incluyendo B. cinerea y Pseudomonas syringae. 

 

Se seguirá trabajando para obtener zoosporas e infectar con ellas las diferentes plantas. 

Este sería un método más natural y más reproducible que nos permitiría aproximarnos 

mejor a las respuestas que desencadenan las plantas frente a la infección.  

 

Se podrá analizar si Pp214 induce la muerte celular en las plantas transformadas. Dado que 

puede haber muerte celular de un número reducido de células, se podrán realizar tinciones 

para evidenciarlo, incluyendo tinciones con azul de tripano. También se podrá expresar 

Pp214 en vectores de expresión y determinar si Pp214 induce la muerte celular de 

protoplastos. 

 

Se podrá generar una construcción con Pp214 fusionado a la proteína fluorescente verde 

(GFP) para analizar la localización subcelular mediante expresión transitoria en hojas de 

tabaco. La localización nos podrá dar alguna idea de la posible función. Es interesante que 

una posible localización obtenida por programas bioinformáticos sea la mitocondria, la cual 

es un organelo con funciones en la PCD. 

 

Se volverá a transformar plantas de A. thaliana con A. tumefaciens conteniendo a 

construcción para sobreexpresar Pp214 bajo el control del promotor inducible por β-

estradiol. 
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También se realizará una cuantificación relativa de la cantidad de biomasa del patógeno en 

tejidos infectados los diferentes genotipos en comparación con plantas salvajes mediante 

PCR en tiempo real (qPCR). 
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