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Resumen

Las histonas juegan un rol fundamental en el mésabo del ADN permitiendo el mantenimiento y
la integridad de la informacion genética, la recorabion y replicacion del ADN. Poca importancia
se le ha dado a la funcién que posee en partidglda histona tipo H1, como lo demuestran los
escasos trabajos publicados en este tema. Este pisediarse a que en un principio la comunidad
cientifica le habia otorgado un rol en la condeidsade la cromatina, asociado con un bloqueo de la
transcripcion génica pero estudios recientes ateibua esta proteina roles especificos vinculados
con mecanismos epigenéticos de regulacion, silemerdo de transposones y activacion especifica
de genes.

Durante el presente trabajo se generd una kneekouten el organism&hyscomitrella patengara
la histona tipo H1, codificada por el gpls53 134y denominada PpH1. La generacion de esta
linea demostroé la no esencialidad de esta histona.

El mutante fue caracterizado a nivel fenotipicongdio estandar de cultivo y frente a diferentes
tipos de estrés abiotico. Los resultados demostrgu@ no existen diferencias en la velocidad de
crecimiento de la linea mutante frente a la sibeesh condiciones estandar de cultivo y que ademas
en condiciones de estrés salino-toxico, osmotitérimico, a nivel macroscopico la linea mutante
presenta las mismas caracteristicas que la lihesstse luego de exponerlas a estrés y durante su
recuperacion. Estudios cuantitativos demostrara lguinea mutante presenta los mismos niveles
de clorofila y muerte celular en recuperacion emgaracion con la linea silvestre. Esto permite
hipotetizar que la histona tipo H1 o bien no juagaol en el desarrollo ni en la recuperacion de la
colonias frente a el estrés abiotico o que la fumdie PpH1 vinculada con el desarrollo, crecimiento
resistencia y recuperacion a estrés abiotico eadkea cabo por otra variante de histona de tipo H1

Estudios de Western blot en el mutaktgockout para PpH1 que se llevaron a cabo con un
anticuerpo primario anti-H1 humano policlonal narpigieron identificar si existian variaciones en
las intensidades de bandas correspondientes adsstipo H1.

Para analizar un posible efecto compensatorio, amcterizaron dos proteinas, Ppls33
(Ppls33_295V6)y Ppls72 (Ppls72_277V6) las cuales presentan todas las caracteristicas
bioquimicas y de localizacion nuclear que permiénitlas como histonas tipo H1. Las mismas
fueron empleadas en estudios de PCR en tiempq m@nostraron que en condiciones estandar y
frente a estrés salino-toxico, osmatico y térmigesentan variaciones en el nivel de su expresion
relativa. Esto permite hipotetizar sobre un posaieto compensatorio, evidenciado por un aumento
en el nivel de expresion de dichos genes en la kineckoutparaPpH1

Por otra parte, estudios por PCR en tiempo redd éneaknockoutdemostraron que los niveles de
expresion de los genes de respuesta a estréscabifiARB170y PpLys estan alterados en
comparacion con la linea silvestre lo que permigesr una posible funcién de PpH1 en relacién
con la regulacion de la expresion génica.




Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Histonas

El ADN se encuentra empaquetado en la célula lBaforma de cromatina. Estructuralmente,
146 pares de bases del ADN se enrollan en unadifudaamental llamada nucleosoma (ver Figura
1.1), formada por un octdmero de 4 proteinas t@flemmadas histonas del core (Goddeal, 2009).
Estos nucleosomas se separan entre si por un segaeraproximadament20 pares de bases
denominado ADN espaciadorlimker (Bogdanovaet al 2005). Una quinta histona, denominada
histonalinker o tipo H1, interacciona con este ADN espaciadoa garmar el cromatosoma, la
unidad estructural en la fibra de 10 nm de cromaatim mayoria de las células poseen una relacion
H1-nucleosoma cercana a uno lo que indica queiaisina molécula de H1 por nucleosoma pero
en algunos tipos celulares como las neuronas, eskacion varia alcanzando valores
significativamente menores (Woodcoekal, 2006). Un nivel mayor de compactacion involu@a |
interaccién entre cromatosomas a través de lagnaisttipo H1 y las colas de las histonas del core
para alcanzar um@mpactacion mayor, como la fibra de 30 nm y laddsiradiales que culminan en
una estructura con el maximo grado de compactacidmocida como cromosoma mitdtico
(Harshmaret al, 2013).

Se han propuesto dos formas de organizacién déida dle 30 nm: el modelo solenoide
planteado por Thoma y colaboradores (Thatal, 1979), en el cual los nucleosomas se ubican uno
atrds de otro, enrollandose como un solenoide gando el ADNIinker hacia el centro de esta
estructura. Por otro lado, el modelo de zig-zagtpkdo por Bednar (Bednar al, 1998) establece
gue los nucleosomas se ubican en forma de zig@agctados por el ADMNnker. Estas diferencias
propuestas entre las estructuras planteadas ppalieagXa organizacion de la fibra de 30 nm fueron
resueltas por Dorigo y colaboradores en el afio 2D6dAgoet al, 2004), cuando propusieron que se
deberia considerar que las mismas fueron obtenimastro y por lo tanto,in vivo, podrian
observarse ambas en un estado de transicion dinadoicde la histona tipo H1 juega un rol
fundamental en estas transiciones, como se meméiams adelante.

Figura 1.1Estructura del nucleosoma. La estructura cristafamp del nucleosoma fue determinada por Lugegéket

al, 1997) mediante estudios de difraccion de rayg&\)XMitad de un nucleosoma. Se muestran las histoaebsode
H2A, H2B, H3 y H4 y su interaccion intranucleosormmah 0.7 vueltas de hélice del ADN involucrandopéses de
bases. Se incluye el esquema de la estructuraiaielhistonico(B) Estructura del nucleosoma de levadura. Aqui se
muestra las 1.7 vueltas de hélice del ADN junto ebonctdmero de histonas indicando en él las dstag proteicas
hélice-vuelta-hélice y la formacién de heterodirsgtd3-H4).(C) Modelo esquematico donde se muestra la posicibn de
dominio globular de la histona H1(circulo rojo) itacién con el nucleosoma (cilindro naranja), 8a §DN. En este
modelo, el dominio globular interactla a nivel @s gitios, uno en las cercanias del nucleosomeoyahivel del ADN
linker adjacente al core del nucleosoma. Adaptado darRes al, 2005; Happett al, 2009.
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Debido a que el objetivo general de esta tesisistensn estudiar histonas tipo H1 en el musgo
Physcomitrella patensen las proximas secciones se presentara unalizati@n bibliografica
respecto a lo que se conoce hoy en dia sobrettanhiipo H1 en general para luego concluir con
una seccion que profundiza sobre estudios realizsolore esta histona en plantas.

1.1.1 Estructura de la histona H1

Las histonas tipo H1 de organimos eucariotas posearorganizacion estructural tripartita en
donde un dominio globular central, altamente coresiy entre especies, se encuentra flanqueado por
dos dominios basicos menos estructurados denonsneolas amino terminal (Nt) y carboxilo
terminal (Ct) (Happekt al, 2009). En eucariotas inferiores esta estructléasica puede presentar
variantes. EmMetrahymena thermophikl dominio globular se encuentra ausente, miegnasen la
levaduraSaccharomyces cerevisiae encuentra duplicado (Vétial, 1986; Pattertoet al, 1998).

La estructura cristalografica del dominio globufae resuelta por Ramakrishnan en 1993
(Ramakrishnaret al, 1993) (ver Figura 1.2). Dicho dominio se carazgepor poseer un motivo de
hélice alada, la cual es una estructulfhicompacta formada por dos alas (W1 y W2), trdglices
(H1, H2 y H3) y tres hojaB (S1, S2 y S3). La mitad del dominio Nt del domigiobular posee una
estructura helicoidal mientras que el Ct del domigiobular estd compuesto por dos hojas
[ antiparalelas y dos alas, W1 y W2, que le confiesenombre de hélice alada (Gajiwahaal,
2000).

Este dominio globular interactuaria con dos regate ADN espaciador diferentes (Kowalski
al, 2012), ambos enriguecidos en aminoacidos cargaolsisvamente. Uno de los sitios de union
interaccionaria con el surco mayor del ADN en lascanias del nucleosoma mientras que el
segundo sitio lo haria a nivel del surco menoregiones de secuencia poco conservada.

Figura 1.2.Motivo de hélice alada del dominio globular dehistona tipo H1(A) Estructura esquematica del motivo
(ver texto para mayor informacié() Estructura cristalogréafica tridimensional del doimiglobular de la histona tipo
H1 denominada H5 (ver mas adelante). Adaptado deaRdshnan V., 1997; Gajiwakt al, 2000.
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La composicién aminoacidica de la cola Ct se caraet por poseer una proporcion de 40% de
lisina, entre 20 a 35% de alanina y un 15% de maqliHarshmaset al, 2013). La alternancia de estos
residuos altamente helicogénicos junto con suibligtion de cargaesultan en la formacién de
dominios anfipaticos con conformacion dehélice, vinculados a un rol en la interaccion HL-H
Esta idea deriva de experimentos donde el plegamémnla estructura de 30 rimvitro, soélo se ha
alcanzado trabajando con histonas H1 que posedanahio globular y la cola Ct (Happel al,
2009). A su vez se ha planteado la hipotesis desddlen intrinseco” de la cola Ct, en el cual se
establece que el plegado y la estabilizacion débla de cromatina depende de los “clusters”
especificos de aminoacidos ubicados de un modasetamente desordenado a nivel de la cola Ct,
gue adquieren conformaciones estructurales distoueoa-hélices, hojag y “loops” (Caterinoet
al, 2011) determinando, de esta forma, la funciotadevariantes de histona H1. Se ha establecido
qgue las compensaciones electrostaticas de cargalastlisinas, cargadas positivamente, y el ADN
linker cargado negativamente, facilita el plegamientoedi® dominio y de forma conjunta el
compactado del ADN (Roquet al, 2009).

En las especies de tripanosonTascruziy T. brucei,se ha observado que las histonas H1
carecen del dominio de hélice alada, aunque éspaseen dominios con una estructura muy similar
a las Ct de las histonas de mamiferos y plantasitiglayet al, 2001). Esto es suficiente para ordenar
los nucleosomas entre si y a su vez compactar & A la fibra de 10 nm, destacando que éste
seria el nivel mayor de compactacion del ADN easstpecies.

La cola Nt de la histona H1 es considerada nornaeneomo desestructurada (Harshregaal,
2013). A partir de su secuencia aminoacidica putedividida en dos sub-regiones: la region
ubicada mas hacia el extremo N-terminal, no caraefda aun, donde se concentra una mayor
cantidad de residuos hidrofébicos, mientras quedan mas cercana al dominio globular posee una
mayor cantidad de residuos basicos, adoptando stnactira den-hélice. La cola Nt pareceria no
jugar un rol en el compactado de la cromatina permodularia la interaccion cabeza-cola entre H1-
H1 y H1- ADN (Kowalskiet al, 2012).

1.1.2 Origen y evolucion de las histonas H1

El ADN de organismos procariotas se encuentra eogtado en una especie de cromatina
primitiva a través de proteinas basicas de inteéyacmon el ADN similares a histonas (Kasinsity
al, 2001; Ammaet al, 2012).

Un analisis comparativo de las secuencias de Eerids tipo H1 y secuencias de proteinas
relacionadas a histonas tipo H1 sugiere que ekoridp estas proteinas puede encontrarse en las
bacterias (Kasinskgt al, 2001). En este trabajo se plantea ademas quetelonde hélice alada,
perteneciente al dominio globular de H1 de metaasaaparecio mucho mas tarde en los protistas,
posteriormente a la aparicion de las histonasatel en arqueobacterias.

Se ha demostrado que las colas Nt y Ct son exti@mmeate heterogéneas, variando su largo y
composicidbn aminoacidica, mientras que el motivo hddice alada del dominio globular es
conservado. Se piensa que este dominio ha evoadiopor sustitucion nucleotidica mientras que
las colas Nt o Ct lo han hecho mediante inserciomhegciones y sustituciones nucleotidicas (Ponte
et al, 2003) reflejada en los rearreglos de los amimméciisina (K), serina (S), alanina (A) y prolina
(P) bajo la forma KPK, AKP, SPKK, PKKA y AAKK.
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1.1.3 Modificaciones post-traduccionales de histosdipo H1

Las histonas sufren modificaciones covalentes gahmente a nivel de las colas Nt y Ct lo que
regula su fuerza de union al ADN vy el reclutamied® diversas proteinas regulatorias, ambos
procesos involucrados en la transcripcion, repicag/ condensacion cromosomica durante la
mitosis (Goddeet al, 2008; Goddeet al 2009). Estas modificaciones post-traduccionakes s
encuentran asociadas a regulaciones epigenétieasmihandose al vinculo existente entre la
modificacion covalente observada y el efecto celgienerado “Codigo de histonas” (Ausio, J.,
2006).

Existe una diversa cantidad de literatura que Vantas modificaciones covalentes que sufren
las histonas del core con la actividad de un geedico (Strahlet al, 2000). Para el caso de la
histona tipo H1 la situacion es diferente ya quetshero de estudios reportados es menor, lo que se
vincula con el hecho de que las modificaciones mhs@s y su funcién especifica sea alun poco
claro (Goddeet al 2008). La mayoria de los estudios se centrancipaimente en las
modificaciones observadas en las regiones Nt yi€htmas que muy pocos reportan modificaciones
a nivel del dominio globular y su vinculo con lgukacidon génica (ver Figura 1.3).

La fosforilacién es la modificacion mas estudiadseyha observado que dicha modificacién es
mas abundante en las colas Nt y Ct en histonadip(Happelet al, 2009). Esta modificacion esta
asociada a funciones opuestas dependiendo del datidosforilacion en el que se da dicha
modificacion. Estarian involucradas en la condeidsasc descondensacion de la cromatina durante
el ciclo celular y se ha demostrado que esta nuadifbn es fundamental para la entrada en la
mitosis celular (Harshmaet al, 2013). Por una parte, se ha planteado que farilesion de H1
puede estar vinculada con la descondensacién aeofaatina ya que esta modificacion post-
traduccional aumentaria la carga negativa de lenendisminuyendo la fuerza de interaccion entre el
ADN vy la histona tipo H1. Sin embargo, esta misnadificacion en los dominios Nt y Ct puede
estar asociada a un efecto opuesto, un aument amtlensacion de la cromatina debido posibles
cambios estructurales en la histona tipo H1 quenpafian un aumento en la afinidad por el ADN
(Overet al, 2013).

En cuanto a otras modificaciones, la metilaciotisieas ha sido asociada con la represion de la
transcripcion y ademas se ha postulado que la iieion (Happekt al, 2009), modificacion post-
traduccional vista principalmente en residuos si@d pertenecientes a la histona tipo H1, deriva de
dafio oxidativo en el ADNinker postulando que dicha modificacion podria interfeon la
sefalizacion por acetilacion y metilaciéon de lisin®tras modificaciones como acetilaciéon vy
ubiquitinacién han sido menos estudiadas y, ptarito, su rol aun es poco claro.
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Figura 1.3.Modificaciones post-traduccionales observadasasnvariantes somaticas de la histona H1 humana. (A)
Sitios de modificacion de las colas Nt y Ct (B) Nfméciones reportadas en el dominio globular. i@ician las trest-
hélices y las estructuras de h@jdel dominio. Los circulos divididos a la mitad iteh que dos modificaciones fueron
reportadas para el mismo sitio en el mismo ndmereadiantes, mientras que los circulos concéntiitdisan que mas

de una modificacion ocurre en el mismo sitio pemodéderentes variantes de histona H1. Cédigo deresl Rojo:
acetilacion; Amarillo: metilacion; Azul: fosforilaan; Verde: ubiquitinacién; Gris: formilacion. Ad@glo de Goddet

al, 2008.

1.1.4 Variantes de las histonas tipo H1

Para todas las histonas excepto la histona del Héreexisten variantes (Goda al, 2009)
expresadas de manera diferencial en distintosotejiol incluso durante diferentes etapas del
desarrollo (Ausio, J., 2006), mientras que otrasientan su expresion durante la diferenciacion
celular o en respuesta a sefiales especificas debrten (Alatzaset al, 2008). Se destaca que el
numero de variantes de histonas tipo H1 es muclyomeg comparacion con las histonas del core y
se ha observado que las mismas no adquieren unidudi®dn al azar en el genoma. Ademas se ha
reportado que se encuentran asociadas a la expaifaéencial de genes (Harshmetral, 2013).

Ademas de su caracteristico dominio globular, E$antes de histonas tipo H1 presentan otras
caracteristicas comunes. Son proteinas muy bastrapuntos isoeléctricos mayores a 10 y peso
molecular de entre 25 y 35 KDa (Kasinsiyal, 2001; Abreu, C., 2009; Harshmanhal, 2013). Su
secuencia aminoacidica carece de cisteinas yfamms. En cuanto a la composicion del dominio Ct,
éste presenta un elevado numero de residuos i, l&danina y prolina.

Es importante considerar que los dominios Ct difieentre las variantes, asociandolos a una
funcién especial de cada subtipo de histona. Esteidn ha sido vinculada con la capacidad de las
distintas variantes de condensar la cromatina (€etldl 2009), hecho vinculado directamente con
la variacion en la afinidad de union al ADN.

La denominada historianker H5 es considerada un miembro de la famila de iEtsrias tipo
H1 (Harshmaret al, 2013). Esta proteina es caracteristica de nudeosritrocitos de aves pero
también puede ser encontrada en células espermdiista proteina, al igual que las histonas tipo
H1, posee un motivo de hélice alada caracteristetalominio globular y su presencia se asocia a
cromatina inactiva desde el punto de vista replioat transcripcional.
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1.1.5 Movilidad de histonas tipo H1

Los nucleosomas son estructuras dindmicas cuyamoation varia entre los estados plegados
y desplegados, dependiendo de la temperaturanieentracion de las proteinas del octamero, las
condiciones ionicas del medio y las sefiales casldtn respuesta a esas sefiales, la cromatina puede
ser reorganizada por medios de elementos que sEmpubvidir en dos grandes grupos: aquellos
remodeladores que necesitan la hidrélisis de ATia peodificar los contactos existentes entre las
histonas, otras proteinas y el ADN (complejos SWFSISWI, NURD/Mi-2/CHD entre otros) y
aguellos elementos que actian mediante un mecamsniependiente de energia (variantes de
histonas y sus modificaciones post-traduccionglesteinas no histonas sin actividad enzimatica
entre otras) (Jerzmanowski A., 2007). Junto a estdya decrito que la presencia de chaperonas de
histonas es fundamental para el ensamblado y deséfesdio del nucleosoma (Eriksseinal, 2012)
aunque la funcion y actividad de estas proteinasiegpoco clara (Harshmeanal, 2013).

Por los mecanismos arriba mencionados, la posid@nos nucleosomas en las regiones
reguladoras de la expresioén génica asi como lasibiidad a la digestion del ADNinker con
nucleasa de micrococo cambian en respuesta a éstimtracelulares o del entorno (Verbsityal,
2001). En principio, la interaccion ADN-histona Edtaria modulada por el nivel de modificaciones
post-traduccionales que posea y, por otro laddntuaccion con otras proteinas presentes en la
cromatina como variantes de histonas del core ymsdificaciones post-traduccionales, proteinas
del grupo de alta movilidad electroforética (HM@jpteina de la heterocromatina 1 (HP1) entre
otras (Ausio, J., 2006; Happelt al 2009; Thomaset al, 2012). Se ha descrito que las histonas tipo
H1 se encuentran menos fuertemente asociadas@matina, por lo que presentan mayor movilidad
en relacioén a las histonas del core (Ausio, J.620Bn general, las variantes de H1 con colas Gt ma
cortas poseen un intercambio mas rapido si sedapara con Ct de mayor longitud debido a una
menor afinidad por la cromatina (Hape¢lal, 2009).

Actualmente, se propone que movilidad de la H1 camaproceso de tipo “Stop and Go”
(Mistelli et al, 2000; 1zzcet al, 2008; Oveeet al, 2013), en el cual la fase “Stop” o fase de asimia
con el ADN, es mas prolongada ertiempo que su fase de disociacion o fase “Go” emddda H1
es redistribuida entre los nucleosomas. En estelmodindmico, la condensacion de la cromatina y
por lo tanto la inactivacion transcripcional deaestgion dependera de la presencia de factores
reguladores locales que compiten con las variatedsstonas tipo H1. El modelo aqui planteado es
detallado en la figura que se muestra a continnacio
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Figura 1.4 Movilidad de la histona H1. Analisis del rol de Hésde el modelo estati¢d) o dinamico(B). En la vision
estéatica, las moléculas de H1 estan asociadas deranastatica con el nucleosoma, actuando comesear de la
transcripcion de un cierto grupo de genes. Luegordestimulo, la presencia de moléculas reguladooasbos verdes)
interaccionan con la cromatina, liberando la mdkale Hlsitioespecifica permitiendo la transcripciEn el modelo
dindmico (B), la interaccién de H1 con los nuclenae se encuentra en un estado de “Stop and gadpede las
moléculas de H1 libres se encuentran en menor mimerun estado continuo de movimiento. La conceidtmade
factores reguladores locales compiten con moléadadl para interaccionar a nivel sitio especificpRepresentacion
esquematica del modelo dinamico planteado paranghmeblado de la cromatina. La variantes de histdtihsse
encuentran en continuo intercambio entre regiotezgagas y no plegadas de la cromatina en una diaaei “Stop and
Go”". Las concentraciones locales de estas variaatgsn segun los diferentes estimulos que reaitwzlula, los cuales
pueden estar asociados a modificaciones post-tipoemnales (PTMs) de histonas, sintesis de vaamt incluso

asociaciones entre estas proteinas y proteinastel@dcion con la heterocromatina. Adaptado deiBestal 2005;
Ausio, J., 2006.

1.1.6 Funcion de las histonas tipo H1

Seria dificil abarcar en profundidad en esta sectadas las funciones asociadas a la histona
H1. La realidad demuestra que la funcién especifieaesta histona no estd del todo clara
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(Izzo et al, 2008) y més aun cuando se consideran las difeemexistentes entre los resultados
obtenidodn vitro y aquellos obtenidos de experimentosivo (Woodcocket al, 2006).

Estudios in vitro

La evidencia de que la histona tipo H1 posee uremoél compactado y en la estructura de la
cromatina fue puesta en evidencia inicialmente @querimentos realizadas vitro. Thoma y
colaboradores (Thomet al, 1979) evaluaron el compactado de la cromatirsadydposicion espacial
de la misma en ausencia y presencia de H1 en uioraedoso donde la fuerza idnica era variable.
Se demostro aqui mediante microscopia electronimastalografia de rayos X, que la histona tipo
H1 condensaba la cromatina en una estructura mé&adedefinida en comparacion con aquella
estructura observada en ausencia de H1. Por atm #teinmetz (Steinmeit al, 1978) dedujo,
mediante digestion de ADN de timo de ternera corABANII, que la histona tipo H1 juega un rol
importante en la formacidn de estructuras de cotap@n superiores por acercamiento de
nucleosomas vecinos. A su vez, estos autores agportliferencias en el empaquetamiento del ADN
nucleosomal al digerir ADN en presencia y ausemdéa H1 con nucleasa de micrococo.
Resumidamente, la presencia de H1 protege deédstdig al ADNlinker.

Los estudios de repeticion nucleosomal son emptepdm determinar la distancia, en pares de
bases de ADN, presente entre nucleosomas que etbleea ser digerida por la nucleasa de
micrococo. Trabajos recientes que emplearon vasamé histonas tipo H1 humanas demostraron
vitro e in vivo que las mismas presentaban diferentes distan@asepeticion nucleosomal
ocasionado por sus diferencias de afinidad pordmatina (Clausekt al, 2009; Oberget al, 2012)
sugiriendo que estas variantes poseen roles diésreen la organizacion de esta fibra. Estas
diferencias observadas aqui podrian ser atribidddistintas fuerzas de interaccion asociadas a la
neutralizacion de carga del ADIkker por la presencia de H1, postulado planteado pankBEn
1995 como conclusion de estudios realizadostro (Blanket al, 1995).

Otro de los roles atribuidos a la histona tipo Klekde represor general de la transcripcion
génica. Uno de los experimentiosvitro que puso a prueba esta teoria fue el realizadb.eor y
Noll en el afio 1981 (Levet al 1981) trabajando con ADN dB. melanogastely nucleasa de
micrococo. Estos autores argumentaban que la defesiba la digestion por parte de esta nucleasa
se relacionaria con el grado de compactacién deolaatina, observandose mayor sensibilidad a la
digestion cuando la cromatina es mas laxa, aso@aga estado transcripcionalmente activo. Tres
afios mas tarde Weintraub (Weintraub H., 1984) faisduque la histona tipo H1 interaccionaba de
manera diferente a nivel de nucleosomas ubicadozos@as transcripcionalemente activas en
comparaciéon con aquellas regiones inactivas. Easésltimas, se daba lugar a la formacion de
estructuras con mayor grado de compactacion queiamhel proceso de transcripcién génica. Este
hecho fue evidenciado por Bresnick y colaborad@Bessnicket al, 1992) en un trabajo en el que
demostraban que el promotor del virus de tumor miantke ratdn, en estado transcripcionalmente
activo, poseia una reduccién del 46% del contedélbistona tipo H1.

En forma resumida, los trabajas vitro evidenciaban el rol de la histona tipo H1 en el
compactado y organizacion de la cromatina, asoolara su vez, a una funcion en la inhibicion de
la transcripcion génica. Estudias vivo posteriores trataran de evidenciar si la histopa H1,
asociada a estas funciones, juega un rol eserar@li@s organismos.
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Estudios in vivo en organismos eucariotas uniceada

Los primeros estudios que intentaron evidenciaroklde esta histona en microorganismos
fueron realizados en el protozoo ciliadetrahymena thermophilda levaduraSaccharomyces
cerevisiaey los hongosAspergillus nidulans Ascobolus immersus y Neurospora crasga
continuacion se presentaran los aspectos mas nédsvde cada uno de ellos.

T. thermophilapresenta dos nucleos denominados macro y micrem((®uet al, 1986). A
nivel del macronudcleo,Tetrahymenapresenta una Gnica histona H1 tipica mientras eue
micronucleo presenta tres histonas tipo H1 atipf@ap, y) asociados con regiones de AiNker.
Shen y colaboradores (Shehal 1996) demostraron que la supresion de la histbipacay no
causa fenotipos severos, pero si una reducciohcamgactado de la cromatina. Ademas se observo
la desregulacién de ciertos genes especificos, factamdo mayormente el nivel global de
transcripcion. Posteriormente, en un estudio simitade se deleto la histona H1 tipica, se demostré
gue la metilacion en residuos de adenina en tmss sie ADNIinker, mecanismo vinculado con el
silenciamiento génico en este organismo, no vaniawacomparacion con la linea silvestre (Karrer
et al 2002).

Ushinsky y colaboradores (Ushinsky al, 1997) inactivaron el Gnico gen codificante pamna u
histona H1 atipica e®. cerevisiagno resultando en ningun fenotipo evidente, destiusm que
solamente se vinculo la falta de esta histona tt@naaiones en el nivelo de transcripcion de 27
genes. Estudios mas recientes demostraron quedal@éle dicha histona provoca que las células
sean mas propensas a reparar el ADN mediante rétaciin homologa, disminuyendo su vida
media (Downst al, 2003).

EnN. crassala generacion de mutantesockoutpara el Unico gen codificante para una histona
H1 tipica demostr6 que la misma no era escencalgue los mismos no presentaban efectos
fenotipicos ni genotipicos notorios, salvo quenoselios poseian un crecimiento menor al normal
(Folcoet al, 2003).

Estudios realizados eA. immersus demostraron que la falta de su Unica histona Hil e
necesaria para la sobrevida del hongo a largo gBawaet al, 2000). Estos mutantes mostraron un
patréon de accesibilidad a digestion con nucleasaidecoco mayor al silvestre. Ademas se observo
un aumento en el nivel global de metilacion del AB&regiones que se encuentran metiladas en la
linea silvestre. Esto demuestra que en este organsu Unica histona H1 no juega un rol importante
en el silenciamiento génico asociado a metilacion.

Por otro lado, estudios el nidulansdemostraron que la delecion del Unico gen codifeea
para una histona H1 tipica genera mutantes queendiferencian fenotipicamente de la linea
silvestre (Ramort al, 2000) pero a diferencia de immersusla susceptibilidad a la digestion con
nucleasa de micrococo no se ve alterada.

En forma resumida, los estudios detallados antegaote, llevados a cabo en organismos donde
el gen codificante para la histona H1 es de copigaly en algunos casos, ademas, atipica,
demostraron que la falta de H1 no genera efectds @abilidad de los mismos (Goddeal, 2009).

Sin embargo, es importante considerar el hechougeegtos estudios fueron llevados a cabo en
organismos cuyo ADN espaciador presenta una lahgitanor si se los compara con organismos
eucariotas pluricelulares (Woodcoekal, 2006). Estas diferencias no permiten generaéizhaecho
de que la histona tipo H1 no es esencial paraalsilidad de organismos eucariotas pluricelulares.
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Estudios in vivo en organismos eucariotas plurizekes

El estudio de la funcién de la histona tipo H1 eganismos eucariotas pluricelulares es
complicado de abordar ya que en estos organismsterxdiferentes variantes de histonas tipo H1,
las cuales son expresadas de manera diferencditmas etapas de desarrollo o en los diferentes
tejidos (Izzoet al, 2008).

Por otra parte, a diferencia de lo que ocurre egaromos unicelulares, donde no existen
variantes de histonas tipo H1 y ademas presentanioita copia del gen codificante para esta
proteina, en organismos eucariotas pluricelulatesfezto de la falta de una histona tipo H1 en
particular podria verse afectado por un mecanisprapensatorio por la expresion de distintos
subtipos de H1, lo cual se ha observado tanto enif@@s como en plantas (Jerzmanowski A.,
2007). La funcion de la histona deletada podra @erocompensada completamente por las demas
variantes ya que éstas poseen fuerzas de intemadisitinta con el ADN e incluso una relacion entre
los tiempos de asociacion/disociacion diferentass{iB et al, 2005). Este mecanismo podria generar
efectos poco notorios en condiciones normales deimiento pero frente a diversos estimulos de
estrés, cuando la célula necesita responder dermai@da y eficaz, los efectos de la falta de la
histona pueden ser mucho mas evidentes.

Diferentes estudios de mutantksockoutsen mamiferos han demostrado este mecanismo
compensatorio. Por ejemplo, en los experimenteadles a cabo por Rabini (Rabetial, 2000), la
generacion de un mutankmockoutpara la histona H1.1 en ratdn, provoco un incréemen los
niveles de las histonas H1.2, H1.3 y H1.4 en |pe®satozoides.

Existen varias revisiones que mencionan estudiesvinculan el rol de la histona H1 con la
regulacion de genes especificos (Hapgtehl, 2009; Kowalskiet al, 2012). Un estudio reciente
demostré que la regulacion de genes de tipos cetukspecificos depende de algunas variantes de
histonas H1 (Kowalsket al 2012; Pérez-Monteret al, 2013), en un experimento en el cual la
reprogramacion de queratinocitos a ceélulas plueipaales alteraba los niveles relativos de las
variantes de histonas H1, sugiriendo que las misjoagan un rol especifico durante la
diferenciacion. Esta regulacion génica surge dalhbede que dichas variantes provocan un
compactado mayor de dichas regiones imposibilt@h@aceso a la maquinaria transcripcional y por
lo tanto actuando como un represor general detesdripcion, rol tradicional atribuido a la histona
tipo H1.

Se ha descrito roles novedosos para las histonasERllhumanos, la histona H1.2 estaria
asociada a la induccién de apoptosis en linfoditatsdos con drogas citotoxicas (Harshreaml,
2013), ya que se report6 su translocacion al @sph de dichas células.

A lo largo de esta seccion se analizaron los diteseroles conocidos atribuidos a la histona tipo
H1. Los mismos pueden ser agrupados en cuatro egacategorias en los que se encuentran el
plegamiento del ADN dentro del nucleo eucariotasthblecimiento del espaciamiento nucleosomal
(Ausio, J., 2006) y la metilacion de regiones eBmas del genoma hechos probablemente
vinculados con el silenciamiento de algunos gemesivel de eucromatina o incluso, a un
silenciamiento mayor a nivel de heterocromatinadt_al 2013). Junto a estas funciones se incluye
el rol de esta histona durante el desarrollo erdeguega un papel fundamental en la regulacion de
genes especificos.
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Rol de la histona H1 durante el desarrollo y emiferenciacion celular

La primera variante de histotiaker asociada a celulas totipotenciales fue descrita haas de
treinta afos, en un trabajo publicado en 1974 pgrupo de Ruderman (Rudermanal, 1974) en el
gue se describid variantes de histona tipo H1 eitade erizo de mar. El afio siguiente, el grupo de
Alder (Alder et al, 1975) reportd la presencia de variantes de hastoipo H1 en espermatozoides
presentes exclusivamente en testiculos de rangolLde publicados estos trabajos, la literatura que
vincula los cambios de expresion de los subtiposhidéonas tipo H1 durante el desarrollo
embrionario y la diferenciacion celular fue en antogGoddeet al, 2009).

Uno de los trabajos mas relevantes que vinculalede la histona tipo H1 y el desarrollo de
organismos eucariotas fue llevado a cab&enopus tropicaliglonde se evidencié que la variante
de histona H1 especifica de oocito, B4, es progaesente remplazada por tres variantes somaticas
H1 durante la embriogénesis (Sexaal 1998; Crane-Robinson C., 1999). Se demostré gue |
funcion fundamental de esta variante de historla gibicion selectiva de la expresion del gen del
ARN ribosomal 5S al bloguear el acceso de factdeeganscripcion al promotor de este gen. A su
vez, Steinbach demostré que la acumulacién de est@@ntes de histona tipo H1 somaticas es
esencial para el silenciamiento transcripcionaéd®elo de genes reguladores vinculados con la
diferenciacion del tejido mesodérmico (Steinbathl 1997).

En el organismdCaenorhabditis eleganse demostrd, mediante silenciamiento por ARN de
interferencia de la variante de histona H1.1, Uteaarion en la proliferacion de la linea germipal
en la diferenciacién, junto con una malformaciériaangénadas asociadas a esterilidad (Jedetisik
al, 2001). Estos hechos fueron vinculados a la aiséecsilenciamiento de ciertos genes en la linea
germinal.

En un trabajo focalizado en el estudio de las wéeg de la histona tipo H1 especifica de
testiculo de ratén, se demostrd que la inactivadia variante H1t no generaba efectos aparentes
durante la espermatogénesis. Por el contrarimdativacion de una segunda variante, H1T2, que
reemplaza a H1t durante el desarrollo, provocalsaalteracion en la reestructuracion celular, en la
condensacion del ADN y el empaquetamiento de Imatima durante la diferenciacion espermatica
(Martianovet al, 2005; Tanakat al, 2005).

Estudios llevados a cabo por Fan (Fetnal, 2003; Fanet al, 2005) evidenciaron que la
reduccion en un 50% del total de histonas H1 eqpi@Es en células de embrién de ratén por la
supresion de tres variantes de histonas H1c, Hitley causan cambios importantes en la estructura
de la cromatina que provocan la muerte del embaidies de los 11 dias de gestacion. En este
estudio se observd una disminucion en el espaammientre nucleosomas, de 201 a 174 pb,
asociado a compactacion local de la cromatina ynpefiado de cambios en las modificaciones
covalentes de las histonas. Se demostré ademésriacedn de la expresion de 29 genes, 9 de ellos
afectados por hipometilacion en islas CpG de lg®ones reguladoras de los mismos (Repal,
2005). Por el contrario, no se observé cambiod aivel global de metilacion.

Un estudio reciente demostré quelmosophilg el silenciamiento de entre un 20 a un 60% de
la histona H1 mediante ARN de interferencia esl lpta las larvas. El fenotipo y genotipo
observados permitieron demostrar que esta pro&snasencial para el organismo ya que es un
determinante importante en la formacion y funciém ld heterocromatina y un componente
bioguimico esencial para el alineamiento de lamét@mas hermanas en los cromosomas politénicos
(Lu et al, 2009). A su vez, este silenciamiento se acompddidun aumento de transcriptos
pertenecientes a transposorjaato con una reduccion de la dimetilacion deigadma H3 a nivel de
la lisina 9 (Luet al, 2013).
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1.1.7 Histonas tipo H1 en plantas
=>» Estructura del dominio globular en plantas

Una diferencia importante que existe entre el dargitobular de las histonas tipo H1 en plantas
en comparacion con los mamiferos es la carenciandél/o conservado GXGAX perteneciente al
ala W2, ubicada entre las dos hofaantiparalelas S2 y S3 (Jerzmanowski A., 2007)e Bsdtivo
conecta dos regiones que interaccionan con el ogmbea, por lo que se especula que su ausencia
podria asociarse con la funcion global de estarmast

=>» Las variantes de la histona H1 y su vinculacion ebdesarrollo y otras funciones en plantas

El estudio de la funcion de la histona H1 en planpmesenta los mismas dificultades
mencionadas en el caso de animales. En partitatamecanismos de compensacion citados para el
caso de mamiferos también son observados en plamiam se demostré a través del siguiente
experimento llevado a cabo &cotiana tabacumel silenciamiento de un 75% de las histonas H1
mayoritarias en tabaco, H1A y H1B, provocé un aumem las variantes H1C y H1F. Las plantas
mutantes poseian un espaciamiento nucleosomal hgena sus cromosomas presentaban una
compactacion menor. Fenotipicamente, estas limesemaban aberraciones en el desarrollo de las
flores, lo cual se vio acompafiado de esterilidadomiana, debido a problemas en la segregaciéon de
cromosomas durante la meiosis (Prymakowska-Besak 1999) destacando aqui un rol importante
de la histona tipo H1 en el desarrollo de esterosgao.

En Zea mays Llas variantes principales de histonas tipo H1 Bd®, H1B y HZ cuyas
proporciones en células pertenecientes al meristmnasponden al 41%, 34% y 25% del total
respectivamente. Estudios recientes demuestrataqetacion establecida anteriormente para estas
variantes se encuentra alterada en células qudesendian a raiz mientras que la misma no se ve
afectada en células involucradas en el desarrelloallo (Alatzast al, 2008). Los autores proponen
en este estudio que la alteracion en las relacidedas variantes de histonas tipo H1 analizadas se
correlacionan con la diferenciacion celular y, ftanto, con la expresion génica involucrada en
dicho proceso.

Por otro lado, estudios éhsum sativum ldemostraron que el subtipo H1-7 de la histona H1 en
este organismo, el cual presenta tres alelos tlistidentificados por movilidad electroforética, se
encontraban vinculados a tejidos vegetales enmoiecio. Experimentos que involucran plantas
homocigotas para cada uno de estos alelos, demwstrae existia variacion fenotipica en el tamafio
alcanzado por las plantas (Bogdaneval 2007). Un estudio actual sobre este organismuopdio
gue probablemente el subtipo H1-6 también puedergewariaciones cuantitativas en la dinamica
de crecimiento de esta planta (Kosteziral, 2012). Por otra parte, el subtipo 5 de la histdfiaes
mas abundante en plantas que crecen en regiongsafieas con temperaturas mas bajas lo que
apoyaria la teoria de que esta histona podria astaiada en la adaptaciéon a nuevos ambientes
(Bogdanoveet al, 2005).

Dudnikov (Dudnikov A.J., 2012) demostro que en rgjlamismoAegilops tauschiisubespecies
strangulatay tauschij el alelo Hst®?® presente estrangulatapodria ser adaptativo por lo que no se
presentaria en plantas de las regiones altamentedhs de Iran, debido a un posible mecanismo de
seleccion natural.
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Un estudio reciente demuestra quelerthaliang la megaespora materna es reprogramada a un
estado de menor compactacion de la cromatina debigi@ disminucion de los niveles de la histona
tipo H1 (Sheet al 2013). En este mismo organismo, se demostrdé aleua los niveles de la
histona H1-3 son relativamente bajos en hojas gwve@umentando el nivel de expresion en tejidos
gue no presentan division celular o en hojas viggabmidet al, 2005).

Es interesante destacar en este punto que se bdadkp que la presencia de fitohormonas
vinculadas con el crecimiento y desarrollo de @lanse asocia con modificaciones covalentes del
dominio Ct de histonas tipo H1 (Ovet al, 2013) las cuales se vinculan con cambios en la
regulacion génica.

Algunas variantes de H1 se han vinculado a la estplal estrés hidrico, ya que las mismas son
inducidas en estas condiciones. Este es el cada Hd-3 deA. thaliana (H1-3), Lycopersicon
esculentun{H1-S) ypennellii(H1-D) pero el rol de las mismas en este tiposiees aun no es claro
(Scippaet al, 2004). Estas variantes representan un subtipestmat que surgié antes de la
separacion entre plantas mono y dicotiledoneaszrerowski et al 2000). Experimentos
vinculados con este tipo de histonas seran detallaths adelante en la seccldistonas H1 y su
relacion con el estrés abidtico en plantas.

Finalmente, se reporto la actividad novedosa dehistana H1 ubicada a nivel de la superficie
nuclear como organizadora de microtubulos en cIBM-2 de tabaco (Hottat al, 2007). Se ha
descrito que esta histona forma un complejo en dod@ anillo con la tubulina los cuales sirven
como centro de nucleacion para la elongacion raéias microtubulos.

=>» Histonas H1 y su relacion con el estrés abidticpkamtas

Estudios recientes han demostrado que existe wrdinacion entre la expresion génica y la
regulacion de la compactacion de la cromatina spuesta a estrés abidtico pero poco se sabe de
cudl es la relacién de la histona tipo H1 y egie tie estrés en plantas. Esto se ve reflejadosen lo
escasos trabajos publicados al respecto (@iml, 2010). La respuesta a estas condiciones incluyen
modificaciones de histonas que se ubican en regideegenes que responden a distintos tipos de
estrés a través de la accion de complejos remantelmdie la cromatina. Esto se vincula con la
sobre/sub expresion de estos genes (ver Figura 1.6)
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Figura 1.6Mecanismo posible de regulaciéon de la cromatinaiaméel cambios post-traduccionales de las histonas y
modificaciones posicionales de los nucleosomasspuesta a estrés hidrico. Este tipo de estrésagana activacion
génica posiblemente a través de la relajacién dedmatina por la mediacion de los complejos SWFSNs cuales
modificarian la posiciéon de aquellos octamero<(this de color rojo) ubicados en las cercaniagyéelde respuesta a
este tipo de estrés, no modificando aquellos qunseentran por fuera de esta region (circulootie blanco). De esta
forma se permitiria la transcripcién génica. Estspuesta también estaria asociada a un reclutamienproteinas
modificadoras de histonas, histona acetiltranséeras histona metiltransferasa, las cuales modiéicarpost-
traduccionalmente las histonas del core. El rdhddistonas tipo H1 alin no esta del todo clarguall que los procesos
de inactivacion. HDAC: histona desacetilasa; HAIGtdna acetiltransferasa y HMT: histona metiltrens$éa, HMG:
proteinas de alta movilidad; H1-3: histoiager H1-3; RNAPII: RNA polimerasa Il; TF, factor de tistripcion. ABA:
acido abscisico. Adaptado de Kahal, 2010.

A pesar de que se conoce el patron de expresidasdeariantes de H1 inducidas por estrés
hidrico, su rol en éste aun no es claro. Ascertlgboradores (Ascenet al, 1999) demostraron
gue mutantes dé. thaliana deficientes en una de las tres variantes de lasto H1 que es
inducida por estrés hidrico, H1-3, no presentakantfpo aberrante ni variaciones en los niveles de
expresion de genes que responden a la sequiari®wosente, se demostro0 que esta variante es
inducida bajo tratamientos con acido abscisico (AB&forma diferencial en la raiz y el meristema,
debido a la accion de AREB1, un factor de transdipinvolucrado en la respuesta a estrés hidrico.
La sobre-expresion de este factor de transcril@déa a un aumento en la sensibilidad a ABA y una
mayor tolerancia a la sequia (Fugtaal, 2005).

En el tomate, la variante de histona H1 denomindtid, es inducida por sequia y ABA y su
expresion también se encuentra regulada durantelel dia/noche, alcanzando mayores niveles
durante el periodo de luz. En estas condicioneshserva una acumulacion a nivel nuclear de esta
proteina en hojas de tomate marchitas. El silerieistim de este gen resulta en un aumento en la
pérdida relativa de agua en hojas de la lineacidda si se las compara con la silvestre en ambos
casos frente a estrés hidrico. Este hecho se wirmut una desregulacion en la funcion de los
estomas que conlleva a un mayor indice de tramsfpiraScippaet al, 2004). Estos resultados
podrian indicar que esta variante de H1 puede pi@senas de una funcion a nivel celular
vinculados con el control del estado hidrico epléata.

Por otro lado, estudios €ossypium herbaceuen dos variantes genotipicas sensibles (RAHS-
14) o resistentes (Vagad) a sequia demostraronefuenotipo resistente poseia un nivel de
expresion 39 veces mayor que el sensible, de wtaipa tipo H1 inducible por estrés hidrico de
secuencia similar a H1S de tomate. Este niveldlifgal de expresion, acompafa el hecho de que la
variante Vagad sea mas resistente a la sequia(Teval, 2012).
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1.2 Physcomitrella patens como modelo de estudio

P. patenses un musgo de la familia de las briofitas (Priggeal, 2010). Estas plantas no
vasculares divergieron aproximadamente hace 436med de afios de las plantas vasculares a partir
de un ancestro comun. Desde entonces, las briofitas desarrollado muy pocos cambios
morfologicos, siendo el grupo de plantas terrestnés preservado y constutuyendo un excelente
modelo para estudios evolutivos.

Este musgo posee varias caracteristicas que |lm hecenodelo ideal para estudios de genética
reversa. Presenta una morfologia simple que pesuiteultivo en el laboratorio y su propagacion
vegetativa permite mantener las lineas de estwfordha indefinida. A su vez, la predominancia de
fase haploide a nivel del ciclo celular permite igdentificacion rapida de mutaciones dominantes y
recesivas que afectan el desarrollo del musgo §zaeaestudios funcionales mediante delecion
génica, remplazamiento de alelos o empleo de ARMtdeerencia para estudios de silenciamiento
génico. Este musgo presenta un alto porcentajeatembinacion homadloga por lo que los mutantes
estables obtenidos por transformacion de protag@asdn polietilenglicol y shock térmico, pueden
ser seleccionados en tiempos mucho menores en cacipacon otras plantas (Priggeal, 2010).
Otra caracteristica importante que se destacateroegmnismo, es que las familias génicas tienden a
estar representadas por menor niumero de genestg erinservacion de genes vinculados con el
desarrollo de plantas en general (Nishiyashal 2003). Ademas, las secuencias gendmicas son
altamente similares a genes de plantas superioresl&cion a el uso de codones y la estructura
intron-exén (Schaefer, D. G., 2002).

El genoma dé°. patensha sido secuenciado por el Joint Genome Inst{ti@d) y es de libre
acceso desde el 2008 (Lamg al 2008). Estudios citogenéticos han demostrado edjuenoma
haploide se encuentra organizado en 27 cromosoomagrctotal de 480 mega pares de bases, por lo
menos tres veces mayor al tamafio del genonfa dlealiana(125 Mpb) y similar al de arroz (420
Mpb) (Yu et al, 2002). El analisis de su transcriptoma revelgrissencia de 27949 genes que
codifican para proteinas y demuestra que aproximadte, el 60% de sus genes tienen homadlogos
en plantas superiores (Nishiyaret al, 2003). Se destaca que aun hoy no se ha adoptado u
nomenclatura universal para los genes (Gxi\ad, 2009).

P. patensal igual que las plantas vasculares, exhiberateria entre fase haploide y diploide de
crecimiento, pero a diferencia de ellas, la fasmeaiafitica haploide es la que presenta mayor
predominancia e incluye la mayor parte del tejicespnte en el musgo (Figura 1.7). La germinacion
de P. patensse da a partir de una espora haploide, la cudesarrolla para formar una estructura
filamentosa, bidimensional, llamada gametofito pive protonema. A partir de esta estructura se
pueden diferenciar dos tipos de tejidos, el llamatlwonema, que consiste en las células que
emergen de la espora, de filamentos ya existerdestgjido dafiado, con tabiques perpendiculares al
eje del filamento principal y con un contenido dére 50 a 100 cloroplastos desarrollados, y células
del caulinema, células de crecimiento rapido cutgisques se encuentran oblicuos al eje del
filamento principal y con presencia de menor cadterde cloroplastos. Ambos tipos de células
presentan crecimiento apical (Fettal, 2012) y la transicion entre células del cloronaras del
caulonema se encuentra regulada por factores atalgigry auxinas (Vidakt al, 2012). A partir de
los filamentos del caulinema se desarrolla una ygnaapartir de alli comienza el crecimiento
tridimensional dependiente de la fitohormona citooa, y la formacion del gametofito adulto
denominado gametoforo, el cual posee un vastagsifético, hojas, rizoides filamentosos y, en el
apice, los 6rganos sexuales que daran lugar atrdsalel cigoto diploide denominado esporofito,
con posterior formacion de esporas.
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Figura 1.7Ciclo del organismd®. patens(A) La espora haploide germina para generar célulaslad®nema(B) las
cuales contindan su desarrollo diferencidndose lalasédel caulinem{&). Los gamet6forogD) emergen de los
flamentos del protonema pudiendo observarse a digesu apicgE) los 6rganos sexuales masculinos (anteridios,
indicados con flechas rojas) y femeninos (arquezgrindicados con flechas negra$)) Esporofito (indicado con un
paréntesis recto en la imagen) se desarrolla épie¢ del gametéfor(s) Estadio protonema de 6 dias de crecimietno y
(H) gametdéforo o colonia. Adaptado de Priggal, 2010.

1.2.1 Estudios de genética reversa elhyscomitrella patens

En estudios por genética reversa, el empleo decioats permite dilucidar la funcion de un
gen o proteina en particular, a través de inadbwas o0 sobreexpresion de genes. Dichas
inactivaciones pueden llevarse a cabo a travésulaciones en sitios especificos que se asocian a
silenciamiento génico por produccion de ARN dobébra, disrupcién de la estructura génica o
delecién completa del gen (Kamisuigial, 2006). De esta forma, en base a transgénesistgrio
caracterizacion molecular y fenotipica de las kneaitantes, se establece un acercamiento real a la
funcion del gen en estudio.

El mecanismo denominado “Gene targetting”, o meraai de obtencibn de mutantes
especificos mediante recombinacion homodloga, gemer@ntes por insercion de fragmentos de
ADN enlocusespecificos, haciendo de esta estrategia un nsesannteresante en la obtencion de
mutantes (Figura 1.8). EI mismo ha sido empleadm pgeansformacion de levaduras como
S. cerevisia@ero en animales y plantas vasculares present@svaniienes de magnitud menor si se
lo compara con la recombinacién ilegitimR. patensy Ceratadon purpureys briofitas,
taxonomicamente distantes de thaliana (Markmann-Mulischet al, 2007), han demostrado
presentar un alto porcentaje de recombinacion hmgadteconociéndolas como modelo eucariota
multicelular de eleccidn para estudios de genétiearsa en plantas terrestres patengresenta un
mayor porcentaje de recombinacion homadloga en cranjggn conC. purpureus(Trouiller et al,
2007).

Los métodos de transformacion Be patensincluyen la transformacion de protoplastos con
polietilenglicol y shock térmico (Covet al 2009). Para deleciones o disrupciones se empiea u
cassette de seleccion flanqueado a ambos ladaggiones homologas de aproximadamente 1000
pares de bases (pb) que dirigiran el evento demeic@cion a uhocusespecifico dentro del genoma
(Quatrancet al, 2007). Se ha demostrado que vectores linealizagegposeen 2000 pb en la region
de homologia, presentan un 90% de eficiencia eevehto de recombinacion (Schaefer, D. G.,
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2002). Para esto, el ADN empleado puede provenifGR o de plasmido linealizado. Los cassettes
de seleccion actualmente empleados para estedinfieten resistencia a neomicina o geneticina
(gen nptll), higromicina (gen aphlV), sulfadiazifgen sul), entre otros, bajo el control del promoto
CaMV 35S o el promotor NOS destancando que sefuateglo que el nivel de resistencia obtenido
para este ultimo es menor si se lo compara comENC35S (Schaefer, D. G., 2002).

Genomic locus Genomic locus

— .

Insertion vector Replacement vector

i@ W = B 1= B

Insertional disruption Allele replacement

Figura 1.8Generacion de mutant&mockout Los vectores que se muestran en la imagen soméssutilizados en la
transformacién deéP. patens (A) El vector de insercion posee un fragmento de hogialcon el ADN gendmico
(regiones indicadas con celeste) junto con un Easkt seleccion (rectdngulo en negro) generandmutante por
disrupcion del gen debido a la insercion de unas copias del vector mediante recombinacién horadé(8)Vector de

remplazo alélico. Este posee un cassette de s@he@eictangulo negro) flanqueado por dos secuengiaspresentan
homologia a nivel del genoma de un locus determin@dctangulo celeste y amarillo) las cuales seuemitan

involucradas en dos eventos de recombinacién hayadlgl resultado es una pérdida de funcion delegerstudio.

Rectangulos en verde: Secuencia genémica. Adape&echaeferet al, 2001.

Las condiciones de seleccion para los mutantesblestaluego de una semana post-
transformacion, emplean concentraciones de antbidtO veces superiores a la dosis letal 50. El
porcentaje de obtencion de mutantes estables mediatietilenglicol y shock térmico es de 3 a
30% (Schaefer, D. G., 2002). La mayoria de los ntataobservados durante la ronda de seleccion-
no seleccién presentan crecimiento lento, con eganeracion alterada y son perdidos durante la
ronda de seleccion mientras que otros presentanegeaeracion similar a protoplastos silvestres en
medio no selectivo. Los primeros se denominan foamsntes inestables, ya que el ADN foraneo
fue introducido a la célula pero permanece comeoapal mientras que los segundos son los
transformantes estables que integraron de manerélbga o ilegitima ese ADN.

Es importante destacar que en las transformacegggeden generar mutantes no deseados en
los que el evento de recombinacibn homodloga norecde la forma esperada. Ademas de la
recombinacion ilegitima y doble recombinacion hargél también puede observarse que el evento
de recombinacién homdloga sélo ocurre a nivel de dalos extremos de homologia mientras que
en el otro extremo puede suceder un evento de toanidon no homoéloga denominado NHEJ
(“non-homologous end-joining”) o incluso puede eapse un efecto de insercion consecutiva de la
construccion empleada (concatenacion) (Kamigstuigl, 2006) de ahi que la eleccion de cebadores
para caracterizar el sitio de insercién es fundaaheRor otro lado, mediante estudios de Southern
blot se puede demostrar si durante la transformamedirrio un solo evento de recombinaciéon o mas
de uno en distintogsocus (Quatranoet al, 2007). Este punto sera profundizado en la seccion
Materiales y métodos donde se explicara en detati® fue considerada la seleccién de los mismos
para este trabajo de maestria.

Una de las debilidades importantes en el estudimmdi&ntesknockouten este sistema es la
haploidia deP. patens ya que impide la obtencién de mutantes por imactbnes de genes
esenciales cuya falta se torna letal para el asgami(Cove, D., 2000). Los posibles mecanismos
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para afrontar este problema se podria realizar ilemcgamiento génico o incluso emplear
construcciones con promotores regulables. No pamnisiderarse la fusion de protoplastos como
alternativa en este punto ya que se ha demostradocgmbios morfoldégicos y desviaciones
fenotipicas, en comparacion con la linea silvestreelacionan con la poliploidia obtenida por fasio
de protoplastos durante la transformacion con fielglicol, y no con la inactivacién del gen en
estudio (Schweeast al, 2005). El estudio de contenido de ADN por citaaetle flujo es escencial
en la evaluacién de los mutantes obtenidos.

1.2.2 Estrés abidtico enPhyscomitrella patens

A pesar de millones de afios de evolucion indepergjiénpatengpresenta similitudes con las
plantas superiores en sus respuestas frente adaale crecimiento (auxinas, citoquinas y acido
abscisico -ABA-) y ambientales (luz y temperatRgponowet al, 2009).

Diversos estudios de resistencia a estrés abi@&nostraron qud®. patenses altamente
resistente a estrés abidtico salino y osméticonFet al 2005), haciendo de éste un modelo
excelente para el estudio de los mecanismos malesuljue se activan en estas condiciones. El
cultivo de plantas entre 0.1 a 1 M de cloruro ddis@or tres dias con posterior pasaje a medio
estandar de cultivo, demostré que concentracionesoras a 300 mM no generan diferencias
fenotipicas con respecto al control sin estrés rdarda etapa de recuperacion, mientras que
concentraciones mayores de hasta 600 mM, afectaeclgeracion de las plantas (Bendibal,
2003).

Lunde y colaboradores (Luna al, 2007) generaron mutantkeockoutde P. patenspara el
gen que codific@pENAJ una bomba Na-ATPasa. En estudios previos, yalsiaargumentado la
funcidon de este tipo de proteinas en la alta esitd de este musgo a niveles elevados de estrés
salino (Benitoet al, 2003). En el estudio de Lunde, se expuso al neitarf00 mM de NaCl por
tiempos variables de dias a semanas, demostrareldogumismos presentan igual contenido de
clorofila pero un decrecimiento en el tamafio dectdenias de un 40% respecto a la linea silvestre.
Aqui se argumenta que el cloruro de sodio, ademeagetierar un efecto salino mediante estrés
hiperosmotico, también genera un efecto tdxico gadacién (Lundeet al 2007; Azzabiet al,
2012). Varios de estos mecanismos Yy los genesdatus en la respuesta a estrés salino por cloruro
de sodio han sido caracterizados (Kroe#tel, 2004).

En su tesis de maestria, Cecilia Ruibal (Ruibal, ZD09) caracterizd el geRpABR170
(Physcomitrella_ptens ABA Responsive 170), el cual codifica para una lipas@ dpatensde
funcion desconocida pero probablemente asociadespuestas de estrés abibtico. Los analisis
fenotipicos de plantas transgénicasAddhalianaque sobreexpresan este gen demostraron que las
mismas presentan mayor tolerancia al cloruro deos&® demostré ademas que en estrés abibtico,
en especial frente a tratamientos de ABA (@@ y manitol 0.9M luego de 4 y 24 horas de
exposicién, este gen se encontraba altamente exjares

Otro gen evaluado en su trabajo fapLys el cual codificaria para una proteina integral de
membrana con dominio LysM perteneciente a la famde proteinas DUF395 con funcidn
desconocida (Ruibal, C., 2009). ElI dominio LysM eexontrado en enzimas involucradas en la
degradacion de la pared bacteriana y debido a sstpropone que esta proteina podria tener una
funcidn asociada a la union de peptidoglicanosate Los trabajos reportados sobre el rol de este
tipo de proteinas en plantas son escasos. A pesalod Ruibal de mostré que este gen se induciria
frente a estrés salino-toxico, osmatico y frenteathmiento con ABA.

20



Introduccion

Las proteinas de Heat Shock (HSP) estan involusradaespuesta a estrés abidtico. Durante un
estrés de tipo térmico, se acumulan a nivel cigypético junto con otras chaperonas y juegan un rol
fundamental en la re solubilizacién de proteinag@afdas. Un gen el particular, el denominado
PpHSP16.4 duplicado en el genoma d& patensy codificante para una proteina sHSP, fue
eliminado mediante recombinacion homéloga en upajcarecientemente publicado (Ruilzl al,
2013). La linea silvestre mostré una induccion ste gen frente a tratamientos de manitol 0.9 M,
cloruro de sodio 0.5 M y &cido salicilico (1 mMeto de 4 y 24 horas de exposicion al estrés.
Ademas, la linea mutante fue expuesta a estrésctérsalino y osmatico, y se demostro que las
lineas doble mutantes presentaban un menor niveedgeracion en comparacion con la linea
silvestre o incluso no se observaba recuperacgimal
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1.3 Antecedentes en el estudio de histonas tipo Hi Physcomitrella patens

Durante la tesis de maestria de Cecilia Abreu (Ab@e, 2009), se propuso estudiar las posibles
histonas presentes en el repertorio genético depatl. patensPara ello, se realizé una busqueda
bioinforméatica de los posibles genes codificant@s fhistonas tipo H1 mediante homologia a nivel
aminoacidico con los dominios globulares de histd#a deA. thaliang Solanum lycopersicum y
Zea maysLos resultados muestran que exisitirian 5 se¢agmodificantes para este tipo de histona,
y una en particulaRpls53_134V@enominada por Abreu conRpH1, fue caracterizada.

Inicialmente, se analizé la secuenciaRidi1 mostrando que el gen de 1112 pb codificaria para
una proteina de 288 aminoacidos, con un peso matgedrico de 30 KDa y un punto isoeléctrico
de 10.6. Se demostré la presencia de un Uniconimted245 pb con posiciones de corte y emplame
entre los nucledtidos 186 y 431, a su vez, unane8i UTR de 1532 pb. Mediante la fusién de la
secuencia codificante de PpH1 con la proteina véltdeescente (GFP), se determiné que su
localizacion sub-celular es nuclear.

Para demostrar la posible funcién de este gen, UAbt#izé la estrategia de silenciamiento
génico empleando ARN de interferencia. El mutaiienaiado mostré una reduccion del 30 % de
histonas tipo H1 mediante estudios de Westernrhlehtras que mediante la evaluacion mediante
PCR en tiempo real la reduccion lograda seria d&6ub.

El andlisis de la linea silenciada demostré queexigten diferencias morfoldgicas ni de
velocidad de crecimiento en condiciones normalesutkevo. Por otro lado, al exponer al mutante
silenciado a estrés salino-toxico (0.5 M de NaQl pb dias), osmotico (0.9 M de manitol por 15
dias) o térmico (30, 32, 35 y 37 °C por 4 dias) posterior recuperaciéon en medio estandar de
cultivo y analizar de forma cuantitativa el contende clorofila y muerte celular, se observé que en
estrés térmico o salino-toxico no existen diferascton respecto al control. En cambio, bajo
condiciones de estrés osmoético, la linea silencipdaee menos contenido de clorofila en
comparacion con el control durante el proceso deperacion, alcanzando valores similares al dia
18 post-recuperacion.

Por otro lado, se evaluo el espaciamiento nucleakde la linea silenciada bajo condiciones
estandar de cultivo, no observandose diferenciasespecto al control silvestre.

El trabajo de Abreu concluyo6 con la construcciorudevector para la obtencion de un mutante
knockoutpara el gePpHL Esta alternativa contempla el hecho de que ehahmiento dépH1
fue bajo y ademas, se hipotetiz6 que si este gaa fescencial para el musgo, se tendria que haber
observado efectos mas severos en la linea silenbegd estrés abidtico.

22



Objetivos

2. OBJETIVOS

Esta tesis plantea como objetivo general contriadié& caracterizacion funcional y al estudio

de la expresion de la histona tipo H1 denomirigald1 en diferentes etapas de desarrollo del musgo
Physcomitrella patensn cultivo estandar y frente a condiciones deegstbibtico. A su vez, se
estudiaran el nivel de expresion transcripcionalott@s proteinas con caracteristicas tipicas de
histonas tipo H1 presentes en el genomR.deatensDe esta forma se pretende dilucidar un posible
efecto compensatorio en la linkaockoutpara el gerPpH1 en condiciones estandar de cultivo o
frente a estrés abidtico.

Objetivos especificos

Generacion y caracterizacion de una likeackoutpara el gen codificante de Ppldd condiciones
estandar de crecimiento y frente a estrés abidtico.

1.
2.

Generacion de una lin&aockoutpara el gefPpHL1

Estudio, en la line&nockout del efecto de la falta depH1 durante el desarrollo de este
musgo, en los estadios protonema y gametoforo mkedi@omparacion fenotipica y de
velocidad de crecimiento respecto a la linea dilees

Andlisis de la repeticion nucleosomal en la linedamnte.

Andlisis de la resistencia, por parte de la likmackout a diferentes tipos de estrés abiotico:
térmico, osmético y salino.

Estudio del nivel de expresion de genes vinculadoda resistencia a dicho tipo de estrés.

Estudio de otras posibles histonas tipo HPepatensy andlisis de un posible efecto compensatorio
en la line&knockout

1.

2.

4.

Busqueda bioinformatica de posibles genes codigsampara histonas tipo H1 en este
organismo.

Estudio de la expresién a nivel transcripcionaledéas posibles histonas en condiciones
estandar de cultivo. Analisis de la localizaciohaglular de aquellas que presenten un mayor
nivel de transcripcion.

Determinacion del nivel de expresion transcripciamha aquellas secuencias identificadas
como posibles histonas tipo H1 en presencia y aiseePpH1durante las diferentes etapas
de desarrollo d@. patens

Andlisis de un posible efecto compensatorio erinaalknockoutal someter dicha linea a
diferentes condiciones de estrés abiotico.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

La linea silvestre utilizada en este trabajoPlgscomitrella paten&randsen (Schaefer & al,
1991).

P. patendue crecida en condiciones estériles en mediméatacompuesto por MgS@L mM),
KH,PO, (1.8 mM, pH 6.5), KN@ (10 mM), FeS® (45 uM), CaCk (1 mM), tartrato de amonio (5
mM), sales de Hoagland’s 0.22 mM de Cu58,0, 10 mM de HBO;, 0.23 mM de CoGI6H,0,

0.1 mM de NavVio0O,4.2H,0, 0.19 mM de ZnS©7H,0, 2 mM de MnCGl.4H,0O y 0.17 mM de Kl y
Plant agar (Duchefa) (10 g'). empleando para ello agua milli Q 18Mm a 25 °C (Ashton NC,
DJ., 1977). Se utilizaron placas de Petri estawlé#s con etileno. Para todos los casos, exceptuando
experimentos de estrés térmico, el musgo fue awexid2°C con un fotoperiodo de 16 horas de luz
con un flujo foténico de 10emol.m?s™.

Las colonias d®. patendueron crecidas directamente sobre el medio, tasge la relacion 16
colonias por placa. Para la propagacion de las agsse realizo 2 pasajes de colonias, crecidas por
21 dias, seguido por un pasaje por protonema. Ldeg® a 13 dias de crecimiento, se seleccioné
0.25 cnf de material vegetal para realizar un nuevo pasajedio para generar colonias.

El cultivo de protonema fue obtenido macerando ertero estéril 16 colonias crecidas por 21
dias en condiciones estandar en presencia de 3nagwh milli Q. El material vegetal asi obtenido
fue crecido en medio estandar sobre celofan dé®dias.

Para la generacion de protoplastos, la obtencioAl para Southern blot y el estudio de
repeticion nucleosomal se empled protonema obtetédesta forma, seguido de 4 a 5 pasajes en
medio estandar. Para esto se proceso el tejidaalegrapleando el equipo Ultraturrax UTC de
forma de obtener una suspensién uniforme. En el dasxperimentos de estrés abidtico, velocidad
de crecimiento, estudio fenotipico y nivel de egpie en condiciones estandar, se empled
protonema obtenido luego de 2 a 3 pasajes.

Se realizaron controles de contaminacion que irapit el cultivo del material vegetal en
medio LB por 2 dias a 30°C seguido por 1 dia a 37°C

3.2 Analisis bioinformatico

3.2.1 Busqueda bioinforméatica de posibles genes ¢fichntes para histonas del tipo H1

Con el fin de identificar en el genoma Eepatengosibles secuencias que codifiquen histonas
tipo H1, se realiz6 una busqueda en bases de det@ecuencias expresadas, ESTs, y de ADN
genomico en la web: NIBB PHYSCObase (http://mobs.aic.jp/), JGI —Joint Genome Institute-
(http://genome.jgi.doe.gov/), ThePhyscomitrella patens computational biology resource
(http://www.cosmoss.org/) y Phytozome (http://wwhyfmzome.net/). Para ello, se buscaron
secuencias que presentaran homologia a nivel aaidica con los dominios globulares de las
histonas H1 de otras especies, plantas y no play@ague la secuencia del dominio globular se
encuentra relativamente conservada a lo largo dedmicion.
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Las secuencias que se emplearon en este estudiessgben a continuacion, incluyendo el
organismo del cual provienen junto con el nimeraddatificacion en GenBankZea maygmaiz)
(91.162463950, gi.195637706)rabidopsis thalianggi.16314,9i.15224536, gi.15227957)iticum
aestivum(trigo harinero) (gi.5230781, i.5230783, gi.523578i.5230788),Nicotiana tabacum
(tabaco) (0i.6681423, gi.5726575, i.23506611, 45i5B1063),Solanum lycopersicunftomate)
(9i.3021487),Aspergillus nidulandg€gi.67524615)Oryza sativa Indicgarroz) (gi.149390683) y
Populus trichocarpa(Alamo balsamico de Californiayi.224087971). No se realizé un anélisis
bionformatico en busca de las distintas regionegleigamiento del dominio globular ya que dichos
programas no predicen con exactitud las estruc{dau, C., 2009).

3.2.2 Secuenciacion, disefio de cebadores y programaformaticos

La secuenciacion se llevé a cabo por el Servicisemienciacion de la Unidad de Biologia
Molecular del Institut Pasteur (Montevideo) y pdr Servicio de secuenciacion de MacroGen
(Corea).

El disefio de cebadores se realizé mediante elgmaPrimer3 Plus (http://primer3plus.com/) y
el programa Oligo Analizer de Integrated DNA Tedbgees (IDT)
(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligagyzer/).

Los alineamientos de secuencias se realizaron amgieel programa Clustal Version 2.1 y el
Mega 5.0.

3.3 Preparaciéon y andlisis de ADN

3.3.1 Extraccion de ADN a gran escala a partir deefido vegetal

El siguiente protocolo corresponde a la extracd@®mDN a gran escala, a partir de 1 a 2 placas
de colonias o protonema.

Se molié con mortero, en presencia de nitrogenoday 1 a 3 gramos de material vegetal hasta
obtener un polvo fino. Inmediatamente, se agregeo a un Falcon de 50 mL conteniendo 15 mL
de buffer de extraccion (100 mM Tris-HCI pH 8, 588 de NaCl, 50 mM EDTA pH 8, 10 mM de
B-mercaptoetanol), seguido por 30 segundos de amitdipo vortex. Posteriormente, se agrego 1
mL de SDS 20%. Se incubd a 65°C por 15 minutosagdegd 5 mL de acetato de potasio 5 M
seguido de una incubacion a 0°C por 30 minutoxefgifugé 15 minutos a 2500 g y se filtré el
sobrenadante a través de un blutex a otro Falco®mOdenL para luego agregarle 10 mL de
isopropanol e incubarlo a -20°C por 30 minutostétmsmente, se centrifugd 25 minutos a 2500 g.
Se resuspendid el pellet en 500 de una solucion que contenia 0.3 M de clorurcso@io en
presencia de gL de RNAsa 1Qug/mL. Se transfirié a un eppendorf y se extrajp@BN empleando
1 volumen de fenol y dos voliumenes de clorofornoauisilico (24:1). Se precipité el ADN con 0.8
volimenes de isopropanol y se resuspendio equR@® agua milli Q.

El protocolo de extraccion de ADN a baja escaldizatlo en la identificacion de la linea
knockoutgenerada, emplea de 2 o 3 colonias y es similptaalteado anteriormente.
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3.3.2 Cuantificacion de ADN

Para una cuantificacién precisa de ADN se empleggelpo NanoDrop de Thermo Scientific,
registrando la concentracion obtenida enpuig/la relacion de absorbancia 260nm-280nm y 260nm-
230nm respectivamente. Para una estimacion ragidia cbncentracion se comparo de la intensidad
de banda del ADN problema con respecto al marcdéopeso molecular, obtenidos mediante
separacion electroforética en un gel de agarosaegal 0.8, 1 0 2% respectivamente y visualizado
mediante el empleo de GelRed (Biotium, Inc) o SYBEARe (Life Technologies) segun sea el caso.

3.4 Preparacion y analisis de ARN

3.4.1 Extraccion y cuantificacion de ARN

Las soluciones de cloruro de litio, acetato desgagua milli Q deben ser tratadas con DEPC
al 0.1% ON y autoclavadas por 40 minutos para ehmlos restos de DEPC (Sambratkal, 1989).
Los corex empleados fueron horneados por 4 ha2&8 &C.

Se molio, empleando un mortero y en presenciaitlégeno liquido, 2 gramos de tejido
vegetal, protonema o gametoforo segun correspaadaansfirio a un Falcon estéril de 50 mL que
contenia 2.5 mL de fenol y 5 mL de NTES (0.01 MsTHICI pH 7.5, 0.1 M de NaCl, 1 mM EDTA
pH 8, 1% SDS). Se realiz6 una agitacion tipo voppex 3 minutos y se le agreg6é 2.5 mL de
cloroformo-isoamilico seguido de 20 segundos d&aeaigin tipo vortex. Se centrifug6é a 2500 g por
25 minutos a temperatura ambiente. Posteriormeatéransfirio6 a un tubo corex y, para un
sobrenadante de de 6 mL se le agrego80de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2.5 volimenes de
etanol 96%. Se incubdvernighta -20°C. A continuacion, se centrifugd a 2500 g2 minutos a
4°C y el pellet obtenido se seco brevemente ysespendié en 0.75L de agua milli Q tratada con
DEPC. Se mantuvo en hielo, realizando frecuenteznemi agitacion tipo vortex y luego se
transfirio a un eppendorf que contenia QuE5de cloruro de litio 4 M. Se incubagvernighten hielo
y heladera. Posteriormente, se centrifugé durabtenihutos a 8000 g a 4°C. El pellet obtenido se
resuspendio en 3QGL de agua tratada con DEPC y se le agregpl3@e acetato de sodio 3 M pH
5.2 y 800uL de etanol 96%. Se incubd a -20°C por 20 minutes gentrifugd a maxima velocidad
por 10 minutos para obtener un pellet que fue pswddo en 6QuL de agua tratada con DEPC,
alicuotado y almacenado a -80°C.

La integridad del ARN obtenido fue evaluada mediagitempleo de electroforesis en gel de
agarosa al 1% en condiciones no desnaturalizamdgsando la visualizacion de los ARN
ribosomales mediante el empleo de SYBER Safe {(llefghnologies).

La cuantificacion de ARN fue llevada a cabo medianat equipo NanoDrop de Thermo
Scientific, registrando la absorbancia de las mmasstobtenidas a 230, 260 y 280 nm
respectivamente, como forma de evaluar restosrue yeproteinas.
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3.4.2 Retrotranscripcion y control de contaminaciorcon ADN gendémico

La retrotranscripcion fue llevada a cabo empleafmloenzima SuperScript Il Reverse
Transcriptase de Invitrogen previo a un tratamiecto DNAsa (Promega).

Un microgramo de ARN fue mezclado con una solucjae contenia JL de buffer 10x
Promega RQ1 con 15 de DNAsa (1Ujlg de ARN) y agua tratada con DEPC hasta alcanzar un
volumen de 9.4uL. Se incubd 1 hora 30 minutos a 37°C. La reacennimatica fue detenida
agregando 1.5L de Stop Solution y fue calentada por 10 minuté$%C. A los 10.QL resultantes
de este tratamiento, se le agregélLsle Random Primers (Promega) de concentraciop@ul y
1 puL de dNTP mix (1QuM). Esta mezcla se calenté 5 minutos a 65°C e iratadente se incubd en
hielo por al menos 1 minuto. Se centrifugo el tylse agrego 4L de First Strand Buffer 5x, fiL
de DTT 0.1 M, 1puL de RNAsa inhibitor 40 WL (Fermentas) y L de SuperScript Il RT. Se
mezcld por pipeteo y se incub6 en termocicladoriButos a 25°C, 60 minutos a 50°C y para
inactivar la reaccion, 15 minutos a 70°C.

Para el control del estado del ADN copia y positmataminacion con ADN gendémico se
empled la amplificacion de actina. Los cebadordizados fueron Actinafw y Actinarv, con una
temperatura de annealing de 57°C y un tiempo dmsiin 13 segundos para el producto mas largo.
De esta forma, si la muestra se encuentra contdmis& esperara observar 2 bandas, una
perteneciente a la amplificacién con ADN copia (pBY y otra debido a ADN gendmico (404 pb).

Inicialmente, el control de la contaminacion del MDxopia con ADN gendmico en las
extracciones de la linea silvestre se realiz6 éxaién de PCR que se muestra a continuacion y
emplea los cebadores H1-5" ForKpnl y H1-5" RevHimdLa amplificacion de un producto de 532
pares de bases indica presencia de ADN copia ragqgtre el producto de 778 pares de bases indica
la presencia de ADN genomico, ya que el productplificado contiene el intrén del gen &pHL
El mix de PCR contenia:

F Y\ [T ] o] - RSP SPRSPRPR 2 UL
ANTP (LOMM)..tiieieiecte et sss s s s sns st 0.50pL
Cebador forward (LRM) ..o e 1.50puL
Cebador reverse (JM) ... e e 1.50puL
BUFFEE LOX .ttt s be e s sb e e nnesr e nennne s 2 uL
[ 124 TS POORTRRRSR 12.3uL
UTag polimerasa (SBS)......ccocvviiiiiiii et s 0.2uL

Volumen total = 2QuL

El programa utilizado fue el siguiente
94°C 2min 30seg, 35x(94°C 45seg, 55°C 1min, 72°6=8) 72°C 5min.
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3.5 Medios, Preparacion y transformacion de cepasabterianas

3.5.1 Medio para cultivo de bacterias

El medio Luria-Bertani (LB) se utilizo en el cultide la cepa dE. coliDH5a. Su composicion
es 1% Bacto-triptona, 0.5 % extracto de levadu¥a,NaCl, se ajusto pH a 7.5. Para la preparacion
de LB sdlido, se incluyo 1.5 g de agar. En el adsdB low salt se redujo a 0.5% el agregado de
cloruro de sodio.

3.5.2 Preparaciéon de células DH® quimiocompetentes y electrocompetentes

Se cultivé la cepa dE. coli DH5a en 3 mL de LB suplementado comuB de ampicilina de
concentracion 10Qg/mL. Dicho precultivo se dejoé crecer a 3@&rnighten agitacién a 200 r.p.m.
Al dia siguiente, se inocul6 una dilucion 1/100l@eepa en un matraz que contenia 250 mL de LB
suplementado con ampicilina, respetando la misrziém mencionada anteriormente, y se dejo
crecer a 30°C hasta que la densidad Optica redgsaab20 nm fue de 0.300 UA. Se centrifug6 5
minutos a 3800 g en frio. Se descarto el sobremadase lavo el pellet con 100 mL de una solucion
gue contenia 0.1 M de CaCl se centrifugd nuevamente. Se descartdé el soltmeis se
resuspendio el pellet con la misma solucion y mismlomen y se incubd 1 hora a 4°C. Luego se
centrifugd bajo las mismas condiciones y se resulipee! pellet en 3 mL de Ca{l.1 M en 20%
glicerol. Por ultimo, se alicuoto en eppendorfsg@néiados y se almaceno a -80°C.

El protocolo para preparar células electrocompetebiH® es idéntico al anterior destacando
gue se realizaron tres lavados consecutivos subawones previas: el primero implicé agua milliQ
estéril y los dos siguientes glicerol al 15%. EIndd pellet se resuspendié en 1 mL de glicerol al
15%, se alicuotd y se almacend a -80°C.

3.5.3 Protocolo de transformacién de células elecicompetentes y quimiocompetentes

Las células competentels. coli DH5a fueron transformadas mediante shock térmico o
electroporacion segun sea el caso, mientras quecdhgas deA. tumefaciens sélo fueron
transformadas mediante electroporacion.

La transformacion mediante shock térmico implicdnleubacion del plasmido a trabajar con
100 L de células quimiocompetentes durante 1 minut@ &G4 Posteriormente, se agreg6é 0.9 mL
de medio LB liquido, se incubd a 37 °C durante 305aminutos en agitacion a 200 r.p.m y
finalmente se sembré en placas LB suplementadas aowibiotico correspondiente segun la
construccion trabajada y se incubaron a 3X?€rnight

El protocolo de transformacion mediante electrogidoraimplico el agregado de 100 ng de
plasmido en un volumen méximo deull, a 50uL de E. coli. Las condiciones de electroporacion
fueron: capacitancia 25 uF, resistencia 209 un voltaje de 2.5 KV. Luego de la electroporacige
agrego 40QuL de LB frio, y se incub6 por 2 a 3 horas a 309 ajitacion. Posteriormente, el
cultivo fue concentrado centrifugando 2 minutoD8Q@g, el pellet fue resuspendido en @0del
mismo medio empleado para cultivar dichas célulfaisaymente plagueado en LB suplementado con

28



Materiales y métodos

antibiéticos correspondientes. Para el cultivoAdegumefaciens C58Cse trabajéo con medio LB
suplementado con espectinomicina (J0§mL), carbenicilina (10Qug/mL) y rifampicina (100

pg/mL).

Luego de electroporado, se cultivé en LB soliddé&sd 30°C para obtener transformantes. Para
lograr una buena efectividad de transformaciorgréirgle este cultivo, se replaqued en LB soli@o, s
seleccion6 una UFC y se la cultivo a 220 rpm en Mfakdio liguido modificado: 2.5 g/L extracto
de levadura, 5.0 g/L triptona, 5.0 g/L NaCl, 5.Q gianitol, 1.16 g/L glutamato monosédico, 0.25
g/L KH,PQ,, 0.1 g/L MgSQ.7H,O, 1ug/L biotina, pH 7).

3.5.4 Protocolo de obtencion de ADN plasmidico mexdite miniprep

Las preparaciones de ADN plasmidico se realizaegars Sambrookt al (1989) empleando el
método de lisis alcalina.

3.6 Generacion de una line&nockout para el genPpH 1

La generacion del mutante se realizd0 mediante @roptlirigido de alelos (Quatrared al,
2007). Esta metodologia implica una construcciénicggé que porta un cassette de seleccion
compuesto por ADN lineal doble hebra, flanqueadodes segmentos de la secuencia gendmica que
dirigen los eventos de recombinacion homodloga. Camsultado, la secuencia enddégena es
suplantadaor el cassette de seleccion, sin generar disrnpsiadicionales en la secuencia (€ho
al, 2007).

3.6.1 Construccion plasmidica

La construccion necesaria para la generacion deéantas fue realizada por la MSc. Cecilia
Abreu durante su Tesis de Maestria. El vector pUBEWRO contiene, corriente arriba del promotor
35S del virus del mosaico de la coliflor, CaMV 338, regiéon de homologia del gdPpH1
comprendida entre los cebadores H1-5" For2kpn pHRevHindllin. Por otro lado, corriente abajo
del terminador 3" de octopina sintasa (3" ocsyetfdén del gen d®pH1 comprendida entre los
cebadores H1-3" ForBamH1 y H1-3" RevXBal. Estasrdgioones que comprenden una longitud de
755 pares de bases y 753 pares de bases respettieaseran las responsables de la recombinaciéon
homéloga en la generacion del mutakrieckout

Se realiz6 un chequeo del plasmido a linealizagyipra la transformacion, que involucro
ensayos de restriccion con enzirkfisdlll (Amersham) yBanH| (Gibco). Los mismos se llevaron a
cabo incubando 0.15 pg del vector purificado, ddtera partir de una extraccion de ADN
plasmidico de cultivo bacteriano (miniprep) conil@dtico de seleccién geneticina G418, con las
enzimas antes mencionadas a 37°C por 2 horasriBostnte, se secuencio el mismo a nivel de la
region de homologia 5" y 3.

Previo a la transformacion, 40 pg el plasmido pUBR/BO obtenido, fue linealizado mediante
un unico corte a nivel del extremo 5" de la seciaeempleando la enzima de restricci§pnl
(Gibco). Luego de su incubacién por 2 horas a 38&Cextrajo con un volumen de cloroformo-
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isoamilico (24:1), se precipitd el sobrenadante td® volumen de acetato de potasio 3 M y 0.8
volumen de isopropanol y se resuspendié en un \verlumaximo de 3@L con agua milli Q. El
nivel de digestion junto con una estimacion dedacentracion del mismo, fue realizado mediante
una corrida electroforética en gel de agarosa al 1%

3.6.2 Transformacion dePhyscomitrella patensa partir de protoplastos

La transformacion de protoplastos fue realizada pbock térmico en presencia de
polietilenglicol y 20 a 3Qug de la construccion plasmidica linealizada bajodenones de estricta
esterilidad. La obtencion de protoplastos fue zadih segun Cove (2009). Se partié de placas de
protonema que tenian entre 4 a 5 pasajes, comdefkeito anteriormente. El material vegetal fue
digerido en oscuridadyvernighten cuarto de cultivan vitro, en una placa de Petri que contenia
driselasa al 0.2% en manitol al 8% (m/v). Una larees de comenzar la transformacion, la placa fue
agitada suavemente para colaborar con la enzina digestion de la pared celular. El nivel de
digestion fue monitoreado empleando un microscopteo.

Posteriormente, la suspension fue filtrada coniliro fde 100um. Los protoplastos fueron
centrifugados por 7 minutos a 80 g sin frenadae88) el sobrenadante y se agrego por las paredes
y de forma muy lenta, 10 mL de una solucion de tohal 8% (m/v). La elevada presion osmotica
del medio en estas condiciones evita que las cekgdtallen. Se centrifugd la muestra nuevamente
repitiendo este procedimiento una vez mas empled@duol de una solucién de CaPw. Por ultimo,
se resuspendieron los protoplastos obtenidos emismo volumen de CaPw y se contabilizaron
eéstos mediante una camara de Neubauer. La canjglatia de trabajo es de 1.6 millones de
protoplastos por mililitro. Luego de contabilizagdes centrifugaron y se resuspendieron enj 800
de 3M, se agregaron entre 20 y|&0del ADN plasmidico linealizado en un volumen nayor a 30
pL de acuerdo &chaefeet al (1991) y 25QuL de PEGT. Se realizé un shock térmico a 45°C por 5
minutos y se dejaron reposar los protoplastos poniftutos a temperatura ambiente, evitando
movimientos bruscos. Posteriormente, se agregar@ 3y 4 mL de la CaPw por las paredes del
Falcon en etapas sucesivas, dejando reposar |l&r®idp por 3 minutos entre agregados. Los
protoplastos fueron centrifugados y el pellet olakerfue resuspendido en 3@ de PRML para
luego agregarle 2.5 mL de PRMT, fundido previamen#b°C, dispersando esta solucion en placas
de Petri que contenian PRMB cubiertas de celofstasiplacas fueron incubadas durante 7 dias bajo
condiciones estandar de cultivo, para luego trainisfe mediante pasajes de celofanes a medio
suplementado con antibidtico geneticina G418 (40Lingor 7 dias masbajo las mismas
condiciones. Este proceso que involucra periodoaodseleccion-seleccion, fue repetido 2 veces
mas de forma consecutiva para seleccionar séldlaguensformantes en los que el plasmido fue
integrado al ADN gendmico d& patengSchaefer, 2002).

Las colonias obtenidas luego de estos tratamicii®n numeradas y analizadas mediante
PCR para confirmacion del evento de recombinacidmdtoga, mediante Southern blot para el
chequeo del nimero de eventos de recombinaciéndiante un ensayo de citometria de flujo para
evaluar ploidia del mutante generado.

30



Materiales y métodos

CaPw

D-manitol............c.cce...... 80 gL
CaCl2.2H20................... 7.35¢L
H20 destilada ................. csp 1L

Esterilizada por autoclavado.
Solucién de Driselasa 0,2%

Se disolvié la cantidad adecuada de driselasa @riéo de D-manitol 8%. Se mezclé
suavemente y se dejé a temperatura ambiente dur&ntenutos. Se centrifugd a 25009 por 5
minutos y se removio el sobrenadante. Se estepbzdiltrado.

Solucion 3M
D-manitol............cocceue.e... 910 mg'L
MgCI2 IM ..o, 1500
MES 1% pH 5.6................ 1mL
H20 destilada ................. 8.85 mL

Esterilizada por filtrado.
Solucion PEGT

2g de PEG 8000 (Sigma) autoclavado fueron fundad83°C y se disolvieron en 5mL de una
solucion estéril, por filtracion, que contiene 9 i D-manitol 8% (m/v), 1 mL de Ca(N)JR
1My 100pL de TRIS buffer 1M pH8.0.

Medio PRML (liquid protoplast regeneration medigm

Medio de cultivo estandar liquido con CaQlOmM) y manitol 8% (m/v).
Medio PRMT (protoplast regeneration medium — top layer

Medio de cultivo estandar solido con CaClOmM), manitol 8% (m/v) y Plant agar (Duchefa)
0,6%.

Medio PRMB (protoplastregeneration medium — bottom layer

Medio de cultivo estandar sélido con Ca0OmM), manitol 6% (m/v) y Plant agar (Duchefa)
0,8%.

3.6.3 Rastreo de mutanteknockout para el genPpH1 por PCR

Para identificar aquellos mutantes que recombinaf@mazmente a nivel del gen &pH1, se

planteé una PCR a tiempo final. Para ello se empteéebador del par que estuviera incluido en el
cassette de seleccion (antisense35S, sensenpdi)tras que el otro debia estar por fuera de la
region de recombinacion (BQ82ko5fw, BQ82ko3rv). hmplificacion a partir del juego de
cebadores BQ82ko5fw/antisense35S indica la integradel cassette a nivel de la region de
homologia 5° mientras que el producto del seguna@g, sensenptll/BQ82ko3rv, indicaria la
integracion del cassette a nivel de la region dediogia 3" (Franket al, 2005).
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Se extrajo ADN a partir de 2 0 3 colonias y se edi@ a realizar dichas PCR a tiempo final,
empleando la siguiente reaccion:

ADN (AProX 40 NGAL) ..ovveecieeieeiesieie et sre e neesre s 2 uL
ANTP (LOMM)..tiieieiecte ettt sss bbb sns st 0.50pL
Cebador forward (LRM) .......ooioiiiee e 1.50puL
Cebador reverse (JIM) ... e 1.50puL
2 TU L= 10 SRS 2 uL
[ 124 TSSO 12.3puL
UTag polimerasa (SBS)......coou it 0.2uL

Volumen total = 2QuL

El programa de ciclado fue:
=  Amplificacion de la regidn de integracion a nivel 5
94°C 2min 30seg, 35x(94°C 45seq, 54°C 1min, 72%€@072°C 5min.
=  Amplificacion de la regién de integracion a nivel 3
94°C 2min 30seg, 35x(94°C 45seg, 56°C 1min, 72%€@072°C 5min.

Los productos fueron analizados en un gel de agaabd% empleando SYBER Safe (Life
Technologies).

3.6.4 Analisis mediante Southern blot de la linea mtante

El Southern blot se realiz6 segun el protocolo bdstédo segun el reporte de Maniatis
(Sambroolet al, 1989).

El ADN gendémico fue extraido de protonema segUpratiocolo ya descrito. Se trabajo con 12
g de ADN vegetal el cual fue digerido cBadRl (Bioron). Se incub6 a 37°C por 2 horas con 30 U
de enzima, repitiendo este procedimiento 2 veces Brtesteo el nivel de digestion a partir de una
alicuota y posteriormente se precipité el ADN cébOlvolumen de acetato de potasio 5 M y 0.8
volumenes de isopropanol, resuspendiendo el pllen volumen no mayor a pb.

El ADN digerido fue corrido en un gel de agaros®.8% y transferido a una membrana de
nylon (Tropix Tropilon-Plus, Applied BiosystemsJiyjando el ADN mediante UV.

El kit empleado para la generacion de la sond@®fgBNA labeling and detection kit de Roche.
El mismo utiliza desoxiuridinas marcadas con digerina y anticuerpos anti-digoxigenina para su
revelado. El producto de PCR empleado para la gerder de la sonda fue el amplificado por los
cebadores Sensenptll y H1-3"RevXBal. El mismo genea sonda de 1096 pares de bases e hibrida
parcialmente en la region de recombinacion a r8vetomprende parte de la secuencia de nptll y la
region de homologia 3" a nivel del genkjgHL El mix para la reaccién de PCR fue idéntico al
utilizado en la seccion anterior, empleando comtde@ pL del plasmidoknockout(0.2 ug/mL) y
un programa de termociclado que se indica en laesite hoja.
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94°C 2min 30seg, 35x(94°C 45seq, 58°C 1min, 72%€@072°C 5min

Posteriormente, el producto de PCR fue purificaaipleando el kit Gene Jet Extraction kit de
Thermo Scientific y cuantificado segun indicaciodekkit.

La membrana fue prehibridada a 55°C en solucioprdeibridacion (5x SSC, leche en polvo
descremada 0.5% (m/v), N-laurilsarcosina 0.1 %/\mGDS 0.02% (m/v)) por 2 horas. Luego, la
hibridacion se llevo a cabo a 558@ernightempleando una concentracion de sonda cercana a 25
ng/mL. Posteriormente, se realizaron dos lavadoagja astringencia, cada uno de 5 minutos en una
solucion que contenia 2x SSC y 0,1% SDS, en agitagia temperatura ambiente, seguidos por
otros dos lavados de 15 minutos en condicionesltdeaatringencia (0.5x SSC y 0.1% SDS en
agitacion y a 55°C).

El revelado se realizd segun indicaciones del kit.
20x SSC (Buffer salino citrato de sodio) contierd 8laCl, 0.3 M citrato de sodio, pH 7.

3.6.5 Determinacion de la ploidia relativa por citmetria de flujo

Este experimento se llevé a cabo para determinaivel de ploidia de los mutantes obtenidos
en comparacion con la cepapatengle tipo silvestre. La transformacion de protoglasmplica el
manejo de células sin pared celular los cualesgutgionarse (Schwee al, 2005) y generar una
linea cuyo nivel de ploidia sea diferente a ladisiévestre.

El protocolo a seguir fue adaptado a partir delipatio en la base de datos de Physcobase por
Yuji Hiwatais (http://moss.nibb.ac.jp/considerando, a su vez, las sugerencias del F&terico
Santiflaque, técnico del Servicio de citometriald fdel Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable.

Se tomo una colonia de la linea silvestre y derlagantes a estudiar y se los trituré con bisturi
en 0.5 mL de buffer de extraccion Woody Plant Lysigfer (0.2 M Tris-HCI pH 7.5, 4 mM
MgCl,.6H20, 2 mM EDTA, 86 mM NacCl, 1% Triton, 10 mMJ&,0s, 1% polivinilpirrolidona 10).
La suspensiéon obtenida fue filtrada empleando lro fidle 50um y se le agregé 5QL de una
solucion de RNAsa (lug/uL) para degradar el ARN presente, ya que el ARNitbitario puede
retener al ioduro de propidio y aumentar el ruiddahdo. A su vez, se agregaron a la mezclal50
de ioduro de propidio (1 mg/mL) dejando reposapieparacion por 10 minutos a temperatura
ambiente.

Esta suspension fue analizada empleando un citonur fluo FACS Vantage (Becton
Dickinson, USA) del Servicio de citometria de flujiel Instituto de Investigaciones Biologicas
Clemente Estable. Este citobmetro empled un laseoven 300 de emisién a 488nm (100mW de
potencia durante el analisis). La fluorescencididepor los ndcleos tefiidos con ioduro de propidio
se detectd en el canal FL2 con filtro de bandaZ&¥ $/una fotomultiplicadora para su amplificacion.
Para la adquisicion de los datos y su analisisrgee® el programa Cell Quest de Becton Dickinson.

De esta forma, se obtuvo informacion del alto (&fga (A) y ancho (W) de cada pulso y el
conteo de eventos en funcidn de la relacion Intixaksioduro de propidio-Area analizada, lo que
permite definir si existen diferencias o no corpeeto al control silvestre.
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3.7 Analisis de la line&nockout en condiciones de crecimiento estandar

3.7.1 Estudio de la repeticion nucleosomal

El estudio de la repeticion nucleosomal fue llevadmbo segun lo descrito por Abreu (2009) y
lo reportado por Ramon (2000) en su tesis de dadtor

Tanto para la linea silvestre como para el mutasitenaterial de trabajo fue protonema,
obtenido tras uno, tres o0 cinco pasajes. Luego diédencon nitrégeno liquido, el material fue
disuelto en buffer de digestion (250 mM sacarofam®1 KCIl, 15 mM NaCl, 0.05 mM Cagl3
mM MgCl,, 0.5 mM DTT, 15 mM Tris-HCI pH 7.5) hasta obtenea relacion de 100 mg/mL o 400
mg de tejido vegetal por mL de buffer. Posteriortagse incubo a 37°C con una concentracion dada
de Nucleasa de micrococo (MNAsa) de Thermo Scient# cual varié segun cada caso (50, 70, 90,
110, 200, 400 U/g de tejido vegetal), por un tierdpd o 15 minutos. Luego, se detuvo la reaccion
empleando una concentracién final en solucion denf de EDTA y 2% de SDS. El ADN fue
extraido con un volumen de fenol y un volumen deofbrmo-isoamilico, precipitado con 1/10
volumen de acetato de potasio 5 M y 0.8 volumersalgropanol. El pellet fue resuspendido en 20
pL de agua e incubado por 20 minutos a 37°C cph 8e RNAsa (10 mg/mL). Luego, la muestra
fue corrida en un gel de agarosa al 2%. Como dodé&aligestion, se trabajé con una muestra de
Aspergillus nidulansen las mismas condiciones que el tratamienta deuestra de origen vegetal.

Se realizaron varios experimentos variando la m@haenaterial vegetal-volumen de buffer,
trabajando con mayores rangos de concentraciomzma en comparacién con los utilizados por
Abreu, aumentando el tiempo de digestion e inclwabajando con protoplastos obtenidos por
digestién con driselasa.

3.7.2 Western blot de proteinas totales

Se realizaron extractos de proteinas totales demlasstras silvestre y mutante 23 (linea
knockouy para los estadios protonema y gametoforo, maderdd0 mg de tejido vegetal en mortero
con 500uL de buffer de extraccién (50 mM TRIS pH 7.2, 25Mmacarosa, 5 mM EDTA pH 8, 10
mM MgCl,, 1 mM CaC}, 10 mM B-mercaptoetanol, 1 mM PMSF). Luego se centrifugtf@ por
10 minutos a 15000 g. La concentracion de proteseasleterminé por el método de Bradford
(Bradford MM., 1976). El buen estado de las missesorrobor6 mediante SDS-PAGE.

Las muestras de proteinas totales se sometieromrigddas electroforéticas en gel de
poliacrilamida al 12% y luego se realizd la eletrtmosferencia a membrana de nitrocelulosa
(Thermo Scientific). Las mismas se bloguearon dande leche descremada en polvo en buffer Tris
salino con Tween 20 y se incubaron por tres hasasuoa dilucién 1/50 de anticuerpo policlonal de
conejo anti-histona H1 humana (Histone H1 (FL-2E3nta Cruz Biotechnology). Posterior a los
lavados, las membranas se incubaron con antisumirdg® de conejo conjugado a peroxidasa de
rabano (HRP) por una hora. Se revelé con quimiatisoencia (Pierce ECL Western Blotting
Substrate, Thermo Scientific). El “stripping” de f@embrana se realizé incubando a 55°C en una
solucion que contenia 62.5 mM Tris-HCI pH 6.8, 2&#S$ 100 mMB-mercaptoetanol. Posterior al
“stripping”, la membrana fue tefida con rojo Poncgala banda correspondiente a la sub-unidad
mayor de ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa ox&gen (Rubisco) fue utilizada como control de
carga.
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3.7.3 Estudios fenotipicos y de velocidad de cretgento

Para estos estudios, se emplearon 4 placas delPetrédio estandar de cultivo, en cada una de
las cuales se cultivaron sobre celoféan 8 colasilasstres y 8 mutantes.

El estudio fenotipico consisti6 en evaluar macrpa@inente de forma cualitativa, el estado
general de las colonias.

Por otro lado, se evaluo el area horizontal deirtiieato de cada linea silvestre o mutante. Se
registraron fotos de cada placa regularmente st 87, considerando el dia 1 luego de pasados
21 dias de crecido el protonema sobre el celofardeStaca que se realizaban pasajes a medios de
cultivo estandar nuevos para evitar que las catosdraran en senescencia por falta de nutrientes.

Las fotos fueron analizadas registrando el nimerpixkles del area horizontal de crecimiento
de cada grupo de 8 colonias, utilizando el progrRimatoShop CS5 y estableciendo, para comparar
los resultados e independizarlos de la altura dénzara de fotos, la relacion Pixeles colonia/el
placa.

3.8 Andlisis de la line&nockout bajo condiciones de estrés abidtico

3.8.1 Tratamientos de la linea silvestre y mutanten condiciones de estrés

Se destaca que para los tratamientos se emple@i®’2%e protonema silvestre o perteneciente
a la lineaknockout Cada placa de Petri fue dividida a la mitad ys®cd, en medio de cultivo
estandar sobre celofan, 8 protonemas perteneciartefinea silvestre y 8 pertenecientes a la linea
knockouty se los dej6 crecer por 21 dias. Para las msesk@uestas a estrés osmotico y osmotico-
toxico, le siguio un tratamiento que implicé el gasa medio suplementado mientras que aquellas
gue fueron sometidas a estrés térmico se realizpasaje a medio estandar. El tiempo que se
sometio al material vegetal a estrés fue variabigls el estrés a estudiar. Luego del tratamiento de
estrés, las colonias fueron pasadas a medio deccektandar para evaluar su recuperadifara
cada tratamiento se extrajeron muestras duranjgerébdo de recuperacion (dias variables, ver
Resultados) para analizar su contenido de clorgfigado de muerte celular. A su vez, se extrajo
ARN para evaluar, mediante Real Time, el nivel xleresion de los gend?®pH1 (Ppls53 134V6)
Pp1s33 (Ppl1s33 295V6)y Ppls72 (Ppls72_277V6)actina Ppls381 18V6 PpABR170
(Ppls51_28V6), PpLys (Ppls4 _282V6) y PpHSP16.4s@h 331V6)

Para el estudio de estrés osmatico, se empled rdedioltivo suplementado con manitol a dos
concentraciones distintas: 0.4 M y 0.9 M. Paraizealel estudio fenotipico se analizo la
recuperacion de las colonias en medio suplementadd0.9 M de manitol por 15 dias de estrés
seguido de un pasaje a medio de cultivo estandantras que para el estudio de expresion se
aplicaron soélo 3 dias de estrés.

En el caso de estrés osmatico-toxico, el reactitibzado fue cloruro de sodio a dos
concentraciones finales distintas: 0.25 M y 0.5Bdta Ultima concentracion fue la utilizada para
exponer a 11 dias de estrés a las colonias com elef evaluar su recuperacion en condiciones
estandar mientras que se redujo a 3 dias de esti@$% M de cloruro de sodio para la extraccion de
ARN.

35



Materiales y métodos

Para el estudio de estrés térmico se empled upe@@n el cual se seted un fotoperiodo de 16
horas de luz con una intensidad luminica de 0.4skyuido de 8 horas de oscuridad, temperatura
controlada a 37°C y humedad 65 %. Este hecho peasdgurar que los resultados obtenidos son
debidos puramente al estrés termico y no a la iboigidn del estrés hidrico provocado por una
posible deshidratacion, ya que la humedad se martonstante durante el experimento. EI musgo
se expuso a estas condiciones por 3 y 6 dias,dedeiun pasaje a medio de cultivo estandar para
evaluar cambios fenotipicos. Para analizar camf@ostipicos, contenido de clorofila y muerte
celular durante la recuperacion, asi como paraex#RN y evaluar el nivel de expresion de las
diferentes lineas, el tejido vegetal se sometiddé8 de estrés. Para el estudio de expresioredel g
PpH1en la linea silvestre en condiciones de estr@sicéra 37°C por 3 dias, se empled una estufa
en oscuridad por lo que el medio de cultivo debitssiplementado con 0.5% de glucosa.

3.8.2 Analisis fenotipicos cuantitativos

3.8.2.1 Determinacién de muerte celular empleandd eolorante vital Evans Blue

El analisis de muerte celular se realiz6 segun ®ded_eoret al, 2007. El ensayo fue efectuado
por cuadruplicado tanto para las colonias silvest@no para los mutantes sometidos a diferentes
condiciones de estrés. Se colocaron 8 coloniasada condicion (silvestres o mutantes, control o
sometidas a estrés) en un Falcon de 15 mL y sgrégy@ 5 mL del colorante vital Evans Blue 0,05
% (m/v). Se dejaron reposar por 2 horas a temperambiente agitando suavemente cada 20
minutos. Se enjuagaron 4 veces con agua destPadderiormente, se realizaron 3 enjuagues de 15
minutos en agitacion con 10 mL de agua. Las codofuaron trasvasadas de a pares a tubos que
contenian 6 mL de solucion de destefiido (1% SD%68m metanol) y se incubaron por 45 minutos
a 65°C en agitacion. Se realizé la medida de absord a 600 nm y se colocé el material vegetal
analizado a 80°C por 48 horas para determinarsal peco de las mismas y se calculd la relacién
entre Absorbancia y Peso seco en gramos.

3.8.2.2 Determinacion del contenido de clorofila

El siguiente analisis fue llevado a cabo segun &eibal (2013) el cual presenta modificaciones
de Arnon (1949).

El ensayo se realizd por cuadruplicado, determinaaigheso seco en miligramos de 8 colonias
silvestres 0 mutantes, sometidas a estrés y tstdelaa pares. Se maceraron con 5 mL de una
solucion acuosa de acetona al 80% para luego Isadéis a través de blutex. Se determiné la
absorbancia de las muestras en cubeta de vidr@gB8an® y 645 nm antes de los 20 minutos de
extraido. Posteriormente, se determiné la cantigadorofila total como mg clorofila/g peso fresco.
Los célculos se muestran a continuacion.

Si se le denomina a la Clorofila la, Chla, y aclarofila Ib, Chlb, entonces dichas
concentraciones, establecidas como mg de clogdilay de peso fresco de tejido vegetal seran:

Chla = [12,7 x Abs *®* = 2,6 x Abs **] x 5 mL de acetona /mg de tejido fresco
Chlb = [22,9 x Abs **° — 4,68 x Abs °®*] x 5 mL de acetona /mg de tejido fresco
siendo la clorofila total, en mg clorofila/g pesedco, la suma de Chla y Chlb.
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3.9 Andlisis de otras posibles histonas tipo H1 d& patens

3.9.1 Estudio del nivel de expresion de posiblesstonas mediante PCR en tiempo final

A patrtir de las secuencias, se diseflaron cebagameslas posibles histonas Ppls3, Ppls27,
Ppls33 y Ppls72. Trabajando con ADN copia obteeidoondiciones estandar de crecimiento, se
realizaron PCRs a punto final para evaluar el nieeltranscripcion de las mismas, seleccionando
para estudios posteriores, aquellas que preserggormivel de expresion.

El mix de PCR empleando la polimerasa Utaq (SBfS)cébadores utilizados, su temperatura de
annealing, tiempo de extension y programa de taniaoio se detallan a continuacion.

ADN (AProX 40 NGAL) ..oiveerieeiieeiesieiie et sne e s sre s 2 uL
ANTP (Z0MM).cntiiiiiitirieie ettt e es 0.50puL
Cebador forward (LRM) .......coirieee e e 1.50puL
Cebador reverse (JIM) ... e 1.50puL
2T U L= 10 OSSR 2 uL
[ 12 @ SOV VRPRSPRPRN 12.3puL
UTag polimerasa (SBS)......ccou i e 0.2uL

Volumen total = 2QuL

Tabla 3.1:.Cebadores utilizados en el estudio de otras psstiktonas tipo H1. Se incluye la tempera]ura
de annealing, tiempo de extensién y producto ddificagién esperado.
Producto de
Temp. Tiempo amplificacion
Secuencia a Cebador Forward Angeahng extension sobre ADN
amplificar Cebador reverse en°C (Tm)|  en seg genémico o
(Text) copia en pares
de bases
Ppls3 5" GAAAACTGGAAAGATGAAGTCTG 3’ 54 4 124
5" CGCTATGGGATCATTTTC 3’
Ppls27 5" GACAGAAACTGCGAAGAAGG 3’ 55 5 180
5" GTCTTCGACTTCGCAACC 3
Ppl1s33 5 GCAGCGGGAGCTACTAAG 3 55 5 173
5" GCTGCCTTAACCTTCACAC 3’
Ppls72 5 GAAGGCTGTAGCGGTTTC 3 53 4 129
5" GTGACCTTGGACGATTTC 3

94°C 2min 30seg, 35x(94°C 45seg, Tm 1min, 72°C)T@&2fC 5min.
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3.9.2 Localizacién subcelular de otras posibles hisas deP. patens. Ppls33y Ppls72

3.9.2.1 Construcciones plasmidicas para la exprenidle los genes a analizar fusionados
a la proteina verde fluorescente

Los genesPpls33y Ppls72se clonaron en el vector pK7FWG2.0, el cual ewvertor de
expresion que permite analizar la localizacion sidtar de las proteinas de interés, ya que permite
la fusion entre una secuencia dada y la proteindeviduorescente (GFP) (Karineit al, 2002). El
sistema empleado fue kit comercial de Invitrogeate®ay Cloning Technology.

Resumidamente, la estrategia experimental invollaré@btencion de ARN de colonias en
cultivo estandar y la generacion de ADN copia p#éma secuenciasPpls33y Ppls72
Posteriormente, se realizd la reaccion de liga@én para obtener el vector pDONR/ZEO vy la
reaccion LR entre este producto y el vector degilkoFWG2.0. Este procedimiento se detallara en
Resultados.

La generacion del producto attB para las secueRpas33y Ppls72se llevo a cabo empleando
ADNc como molde y los cebadores forward y reverse ge muestran a continuacion, para la
amplificacion dePpl1s33o Ppls72respectivamente.

Pp33-DONR fw 5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATBGACGTCGTCGAGT 3
Pp33-DONR rv 5"GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTTGARCCTTCTTCGCC 3
Pp72-DONR fw 5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCAATEGCCGCCGATT 3
Pp72-DONR rv 5"GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTACTTTEGCTTTCTTAGCAGG 3

En ambos casos, la mezcla de reaccion de PCR @ncluy

ADN (AProX 40 NGAL) ..ovveecieiieeiesieie et sae e sre s 2 uL
ANTP (Z0MM).cntiiiiitirierer ettt st es 0.75puL
Cebador forward (LRM) .......coiriiiee e e e 0.75uL
Cebador reverse (JIM) ... e 0.75uL
2T U 1= SRS 5uL
[ 122 OSSPSR 13.25uL
ADN polimerasa KAPA HiFi (KAPA BiOSYStEMS).....ccocireerieriiereeseeie e 0.5puL

Volumen total = 29uL
El programa de termociclado empleado fue el sigaien
95°C 3min, 35x(98°C 20seg, 65°C 15 seg, 72°C 2maL; 5min

Posteriormente, se chequeod el producto de reaeci@m gel de agarosa al 1% y posteriormente
se purifico la banda de interés con el kit IsolMA Kits de Bioline para luego realizar la reacciéon
BP empleando el kit de Invitrogen Gateway pDONRtmec A partir de este producto, se
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transformaron células DHbS electrocompetentes y su cultivo se realizé en sméd Low Salt
suplementado con zeocina (E@/mL). El andlisis de las minipreps generadas &rpde colonias
aisladas se realizo por PCR. Se considerdé querlaota insercion de la secuencia luego de la
recombinacién BP a partir de los cebadores Ppls83pwls72fw y M13rv, generarian amplicones
de 368 pares de bases y 351 pares de bases remmectie. Para ello se empled la enzima UTaq de
SBS

[ P= TS g T (o I (O3 T 7 | USSP 2uL
ANTP (Z0MM).ntiiiiriirieirir et sa e es 0.50puL
Cebador forward (LRM) ..o e 1.50puL
Cebador reverse (JIM) ... e 1.50puL
BUFFEE LOX .ttt sttt n e s sb e e n e b e e nenane s 2 uL
[ 12 @ ST PTSPRPRSPRPRN 12.3puL
UTag polimerasa (SBS)......ccciviiiiiiiiiisiere et s 0.2uL

Volumen total = 2QuL

Se realiz6 el siguiente ciclado:
94°C 2min 30seg, 35x(94°C 45seq, 54°C 1min, 72%ed)572°C 5min.

Una vez corroborada la correcta orientacion, seqalio a purificar el plasmido analizado con el
kit Plasmid mini kit de Bioline y secuenciar el guzto de la reaccidon BP obtenido con los
cebadores M13fw y M13rv.

A continuacién, se realizé la reaccion de recontidma LR entre los productos de BP y el
vector pK7FWG2.0. El producto de recombinacion oiote fue utilizado para transformar células
DH5a electrocompetentes con un posterior cultivo enduBlementado con espectinomicina 50
pMg/mL. Se seleccionaron colonias para la realizad@minipreps. El control de la integracion de las
secuencias dé’pls33y Ppls72 a nivel del plasmido pK7FWG2.0 fue realizado pdCRP
considerando los cebadores Pp33-DONRfw y Pp72-D@NREI cebador GFPnseq, reverse, cuya
secuencia se muestra a continuacion y se encuantsaregion Egfp del vector

GFPnseq 5 GCCGGTGGTGCAGATGAA 3’

Empleando estos cebadores se espera un produatoplificacion de 1040 pares de bases para
el cebador Pp33-DONRfw y 1000 pares de bases para2-PONRfw. La mezcla de PCR fue
idéntica a la anterior mientras que el programadesalla a continuacion

94°C 2min 30seg, 35x(94°C 45seg, 58°C 1min, 72%€@572°C 5min.

3.9.2.2 Infiltracién de hojas de tabaco Nicotiana tabacum SRI) crecidas en tierra:
transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens

Se inoculé una colonia aislada a partir de esfrescas deA. tumefaciengjue contenian el
vector pK7FWG2.0 con las construcciomgsls33y Ppls72 en 3 mL de medio MGL suplementado
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con espectinomicina (1Q@y/mL), carbenicilina (10Qug/mL) y rifampicina (10Qug/mL), y se dej6
creer en agitacionvernighta 28°C y 220 r.p.m. Posteriormente, se centrifugd. del precultivo a
2200 g por 5 minutos a temperatura ambiente y sespendio el pellet en 1 mL de buffer de
infiltracion (50 mM MES pH 5.6, 2 mM NRQ,, 0.5 % m/v Glucosa, 100M acetosiringona). Este
procedimiento se realizé 1 vez mas para luego pesuter el pellet hasta alcanzar una densidad
Optica, a 600 nm, de 0.1 UA (Raffaeleal, 2009).

La planta de tabaco crecida en tierra, fue colocegica de una lampara y sus hojas
humedecidas 2 a 3 horas antes de ser inoculada saspension. Posteriormente, con la punta de un
tip de micropipeta de 20QL, se realizaron pequefios agujeros en envés dejdapdara luego,
empleando una jeringa sin aguja, infiltrar la hbggo presion. Empleando un marcador negro, se
identifico la zona de la hoja que fue eficazmenfdtiada para luego, pasadas 24 horas, infiltear d
la misma forma con una solucion que conteniap@/enL de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 2
horas antes de su visualizacidén al microscopioazatf(Kim et al, 2008). Las hojas infiltradas con
DAPI fueron protegidas de la luz empleando papehaiio.

3.10 Estudios de expresion mediante Real Time

Para los estudios de Real Time se empled el edRigtor-Gene 6000 de Corbett Research, el
software del mismo version 1.7 y el kit SensiMiXS¥YBER Green de Quantace. El mix de trabajo
fue reducido a 1QlL y su composicion fue la siguiente:

7 N 4T ] o = S 2 uL
50X SYBERGIEEN (2X)..cciveeiiiiiniieiesiesieesiesiesiee st sse s s sre s e ssesnnesseesneenes 0.20uL
Cebador forward (LRM) .....c.ooiriiiee e e 0.20uL
Cebador reverse (JM) ... e 0.20puL
SENSIMIX AT 2Xeiutiitieitiiiiesiesieesieseeseestessee s e sse s e ssessesseesseesseseesseensesessseesseensessennss 5uL
[ 12 TSP 2.4uL

Volumen total = 1QuL

Programa de ciclado:
95°C 10min, 40x(95°C 15seg, Tm°C 30seq, 72°C Tegxt&2°C 0seg Acquire)

destacando que Tm hace referencia a la temperdaurannealing, Text al tiempo de extensién
empleado para cada par de cebadores mientras ege dle la extension, se realiza la medida de
fluorescencia por parte del equipo indicada aqunacAcquire. Para todos los andlisis se
consideraron aplico los blancos correspondientadgmas las intenidades de fluorescencia fueron
corregidas mediante Slope correction. Para todosdeos de empled un un Threshold de 0.052.

Los analisis por Real time implicaron, inicialmeni@ determinacion de la eficiencia de los
pares de cebadores forward y reverse de BQ82133pPpls72, PpABR170, PpLys, PpHSP16.4y
Actinafw/Actinarv. Para ello, se realizaron dilucés al cuarto a partir de 50 nd/ ADN genémico
perteneciente a la linea silvestre hasta alcanzardiucion 1/4096 para luego plantear un anélisis
por triplicado de cada una de las diluciones. Hitwsve determina la eficiencia en base a la
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pendiente del grafico Ct versus Concentracion aéfrade la siguiente ecuacioén, junto con la
correlacion lineal de los datos segun lo estabtepat Pfafflet al, 2004

[10 exp (-1/pendiente)] — 1

destacando que si se trabaja con dos muestragorete da concentracion de una de ellas es
cuatro veces mayor a la otra, entonces el Ct déltima serd el Ct + 1 de la muestra mas
concentrada.

A su vez se analizaron las curvas obtenidas ar phrtios ADN copia de dilucién 1/8 para los
distintos tratamientos o para el caso de contrdiete estudio implicdé un analisis de réplica
biolégica por triplicado para todos los tratamisnto controles salvo para el estudio de estrés
térmico, en el cual se llevo a cabo por duplicagdobico. Los cebadores Actinafw y Actinarv
fueron empleados para evaluar la contaminaciombé&l copia con ADN gendémico, al igual que en
las PCR a tiempo final.

Tabla 3.2:Se muestran los cebadores utilizados, la temparata annealing, tiempo de extensién y
producto esperado para la amplificacién de lasntist secuencias a ser analizadas mediante Real Tim
Para el caso de Actina, se muestran dos tiempestdasion y productos de amplificacion si se canrsid
como molde ADN copia o ADN gendmico.
Tem Tiempo Producto de
Secuencia a Cebador Forward P- extensiéon | amplificacion
lificar annealing (Text) en en pares de
ampli Cebador reverse (Tm) en °C p
seg bases
Actina 5 GGAGAAGGTGAGGATGTTCAG 3’ 55 3/7 107 / 404
(Pp1s381 18V 5 ACGATGCTGGGAAACACA 3
Ppls33 5 GCAGCGGGAGCTACTAAG 3’ 55 4 173
5" GCTGCCTTAACCTTCACAC 3’
Ppls72 5 GAAGGCTGTAGCGGTTTC 3 53 4 129
5" GTGACCTTGGACGATTTC 3
BQ82I2 5" TCAAGGCCAAACCACTTC 3 59 4 265
5 GCTTTCTTTGCGGGTGAC 3
PpLys 5" ACGAAGTCTGTTTCCAAGAGC 3’ 58 2 99
5 CTTCTGGGTCTCCGCAGTA 3
PpABR170 5" CGAACTCTCTGACGTTTGTG 3’ 57 2 102
5" CCGCAACTACTCTCTCAATG 3
PpHSP16.4 5 GCCGACGTGAAGGTACAACT 3 58 2 84
5 AACTTTGGGATCTGGCTCCT 3’

En todos los casos se analizaron los Cts paraististds muestras y sus curvas de melting
respectivas, considerando que el duplicado técpara las muestras problemas analizadas o el
triplicado técnico para la determinacion de laieficia de los cebadores idealmente deben poseer
una desviacién estandar menor a 0.25 pero a pesdlod para el andlisis de los datos se consiélerar
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una diferencia de 0.5 entre los valores de Ct thadla Estas réplicas técnicas aseguran un buen
control de calidad en la precision de los datosmibdbs (D'haenet al, 2010).

El modelo empleado para la cuantificacion relatiedos ADN copia en este trabajo considera
las diferentes eficiencias de amplificacion dedases de cebadores empleados para la PCR. El gen
de referencia utilizado en este trabajo fue eldgactinaPpls381 18V por lo que el calculo del
cociente de expresion relativa (R) entre el contilal muestra sera

Control Muastra
':Eff EsTL astudio) ceXp [Ct gen astudio Ct E2n astudiu:u]

I:Effani.ua.) eXp [Ct actina control Ct a:tinamuastm]

en donde Eff representa la eficiencia del par taderes empleados en la PCR del gen de estudio y
actina respectivamente (Pfaffl M. W., 2001), eltconimplica el analisis del ADN copia obtenido a
partir de la linea silvestre, bajo condicidon eséardk cultivo o asociados al estadio protonemaen |
linea silvestre, mientras que Muestra represent&Ddl copia obtenido de la linea mutante, los
distintos tratamientos de estrés o al estadio g#oretde la linea silvestre (detallado en Resukado

El gen de actinaRp1s381_18Vse empled para normalizar los calculos (Scleefal, 2006)
pero el mismo no fue validado. Se asumié que swesiin no varia entre estados de desarrollo ni
durante los distintos tipos de estrés pero se cesiae para estudios de PCR en tiempo real se
sugiere el empleo de 3 0 mas genes de referentidadas (Derveawet al 2010; Bustin SA.,
2010).
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3.11 Cebadores utilizados

Actinafw 5" GGAGAAGGTGAGGATGTTCAG 3

Actinarv 5" ACGATGCTGGGAAACACA 3
ANTISENSE35S 5 CTTTCTCTGTGTTCTTGATGCAGTTAG 3’
BQ82KO5fw 5" GCGCTCAAAGTCACAATCTTTA 3
BQ82KO3rv 5" GAATCAGAAAGTCAGGAATCGAC 3
BQ8212fw 5 TCAAGGCCAAACCACTTC 3

BQ8212rv 5" GTCACCCGCAAAGAAAGC 3

GFPnseq 5" GCCGGTGGTGCAGATGAA 3’
H1-3'ForBamH1 5 CCACTTCCCCGCAAA 3’

H1-5"For2kpn 5" GTCATCCCCGTTCTAAGGGATCCAGCTT 3
H1-5"Forkpnl 5 GTGGTATTCCGCGTGTTGCAT 3’
H1-5"RevHindllin 5° GCAGCGAAGGAAACAAGAAA 3
H1-5"RevHindlllv 5" TTAAGCTTTGGCATACTGGCT 3’

H1-3'RevXBal 5 AGAGGTCTGAAGTA 3’

M13fw 5" GTAAAACGACGGCCAG 3

M13rv 5" CAGGAAACAGCTATGAC 3

Ppls3fw 5" GAAAACTGGAAAGATGAAGTCTG 3
Ppls3rv 5" CGCTATGGGATCATTTTC 3

Ppls27fw 5" GACAGAAACTGCGAAGAAGG 3

Ppls27rv 5 GTCTTCGACTTCGCAACC 3

Pp1s33fw 5" GCAGCGGGAGCTACTAAG 3

Pp1s33rv 5" GCTGCCTTAACCTTCACAC 3

Pp33-DONR fw 5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCBTGGCTGACGTCGTCGAGT 3’
Pp33-DONRrv 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAQTCTTGACCTTCTTCGCC 3
Ppls72fw 5 GAAGGCTGTAGCGGTTTC 3

Ppl1S72rv 5 GTGACCTTGGACGATTTC 3
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Pp72-DONRfw 5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCATGGCTGCCGCCGATT 3
Pp72-DONRrv 5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAQTCTTTGCTTTCTTAGCAGG 3°
PpABR170fw 5" CGAACTCTCTGACGTTTGTG 3’

PpABR170rv 5" CCGCAACTACTCTCTCAATG 3

PpActinFor 5 TTTCAGCACACTCCCTTCCC 3

PpActinRev 5" AACCATAGTCATCTGCGAAATAAACC 3

PpHSP16.4fw 5" GCCGACGTGAAGGTACAACT 3’

PpHSP16.4rv 5" AACTTTGGGATCTGGCTCCT 3

PpLY Sfw 5" ACGAAGTCTGTTTCCAAGAGC 3’

PpLYSrv 5 CTTCTGGGTCTCCGCAGTA 3

SENSENPTII 5" CTACCCGTGATATTGCTGAAGAG 3’
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4. RESULTADOS

4.1 Verificacion del vector de remplazo para la gesracion de un mutanteknockout
para el genPpH1

Durante su tesis de maestria, C. Abreu (Abreu,20@09) construy0é un vector de remplazo
alélico empleando el vector pUBW302 (Saavedtaal, 2006), que contiene una secuencia que
codifica para la neomicinafototransferasa tipt(l), la cual confiere resistencia al antibiético
geneticina G418 expresado bajo el control del ptomfuerte pCaMV35S y el terminador 3"ocs
(Figura 4.1).
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Figura 4.1Esquema del vector pUBW302 donde se muestranitios sle multiclonado y la region perteneciente al
promotor pCaMV35Snptll y el terminador 3’ocs. En la construccion del ve&@ fueron empleados los sitios de
restriccionKpnl (658) yHindlll (690) para la insercidn de la region de homddog mientras que los sitiosba (2666)

y BanHI (2654) se utilizaron en la insercion de la regi® homologia 3" (Abreu, C., 2009).

En el vector construido, el gen dptll se encuentra flanqueado por dos regiones horaélag
gen PpH1 (Ppls53_134Vppue seran las involucradas en el evento de rdoaeibn homéloga
(Priggeet al, 2010) (Figura 4.2).
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Willd-type locus
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Figura4.2 Esquema en donde se representa el mecanismo ¢arenalélico empleando un cassette se seleccion
flanqueado por dos secuencias homologas al gestitugu Se representa en rojo y azul regionesatediogia entre el
cassette de seleccion y el gen involucrado, emtaal cassette de seleccion o gen marcador (era&stnptll) en gris

los exones del gen y en negro los intrones. AdapdadPriggeet al (2010).

Para la construccion del cassette de seleccioreuAbmpled las enzimas de restriccknl y
Hindlll para cortar el vector pUBW302 a nivel de laigegrio arriba del promotor pCaMV35S y
ligar en este punto la regién de homologia 5" ra&jrhento amplificado entre los cebadores H1-5
For2kpn y H1-5" RevHindllin de 755 pares de baBes.otro lado, la digestion cofba y BanHl
permitié el corte y la ligacion del fragmento dartwdogia 3" de 753 pares de bases delRy@l,
obtenido por PCR empleando los cebadores H1-3"d@mkR y H1-3"RevXbal. Segun lo reportado
por Reski (1999), se recomienda que las dos regidaehomologia posean al menos 600 pares de
bases de secuencia homodloga y que ademas se eanusngntados en la misma direcciém53”
en relacion al gen a sustituirEl vector construido de esta forma fue denominado
pUBW302-KOPpHL1.

La clonacion fue chequeada mediante ensayos décceést con enzimaddindlll y BanHI
como fue descrito en la seccion Materiales y mé&tdéura 4.3). De esta forma, de una digestion
conBanHl se esperarian dos bandas, de 3648 y 2702 pareas#gs mientras que p&tadlll, los
productos de digestion serian de 4156 y 2194 plrdsses.

— -

H 5'UTR |— Cadds w NPt o AUTR  —

Figura 4.3(izq) Esquema del plasmido pUBW302-KOPpH1. En azul sestrar los sitios de corte danH| mientras

gue en rojo los sitios reconocidos pdindlll. Se indican ademas las regiones de homolodiffR'y 3 UTR del gen
PpH1, el promotor pCaMV35S (en la figura Ca35S) y lgida codificante paraptll. Las flechas violeta, celeste, rojoy
amarillo, indican la posicién y sentido de los adyas M13fw, Antisense35S, Sensenptll y M13rv respamente,
empleados para la secuenciacion (ver mas adelamtietexto).(der) Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Se muestran
las digestiones del plasmido pUBW302-KOPpH1 utiita las enzimaklindlll y BanHl. PM- Peso molecular

En el caso de la digestién cBanHI se observan dos bandas, una entre 2500 y 30§0opia
entre 3500 y 4000 pb, ambas esperadas. Por ofi@ parempleo dédindlll produjo una Unica
banda, por lo que se sospecha que en la regioBBUDR se perdid un sitio de digestion. Se plantea
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entonces, realizar una doble digestion BanH| y Hindlll para demostrar cudl sitio de digestion es
el faltante. De esta forma si el sitindlll que falta es el ubicado en la posicion 140%pe0es los
productos esperados serian de 3418, 2702 y 238ipH. faltante es el sitio en la posicion 3599,
entonces la doble digestion daria como resultadoldsade 3648, 1964 y 738 pb (Figura 4.4). La
doble digestion demostrd que el sitio faltantelegprado a la altura de 1405.

PM (pb) Dig

et

250

500——=

Figura 4.4Evaluacion de la doble digestiétindlll- BarrHI (Dig) mediante electroforesis en gel de agaadsi%. Como
se muestra en la figura, la doble digestion getresdproductos, uno de ellos menor a 500 pb, ysatos comprendidos
entre 2500 a 3000pb y 3000 a 3500 pb. PM- pesocuiale

Para comprobar la secuencia y orientacion del feagonde homologia 5°"UTR insertado en el
plasmido pUBW302-KOPpH1, se secuencié dicho plasnachpleando los cebadores M13fw y
Antisense35S. Al comparar la secuencia obtenida laosecuencia esperada, se evidencié una
mutacion puntual (C por T) a nivel de la regién BRJ A su vez, se demostré que el promotor
pCaMV35S posee una delecion de 87 pares de bagesaB.5) dando lugar a la pérdida del sitio
Hindlll a nivel de la posicién 1405.

KO M13F.SECUENCIACION CTITCGEACATACTITGIICGITCGTITCAGARAGTITICTTIGITICCTICGEL
KO M13F.PredicciOn CITCGGACATACTIIGITCGIICGITCAGARAGTTIICTIIGITIICCIICGC
hhkRk Rk kA AR Rk kAR Ak Ak Ak kR kA AR R AR A A Ak kA A Ak kR A Ak kR
1410 \l{

KO _M13F.SECUENCIACION IGCAAGCT-------——————mmmm————————————————
KO M13F.PredicciOn TGCAAGCTIIGGACTTTICTCTIATCTCTACGATCTAGGAAGAMAAGTTCGACG

o W )
B0 M13F.SECUERCIACION 3 | === e e e FCCIC
KO M13F.PredicciOn GAGRAGGTGACGATACCATGITCACCACCGATAATGAGARAGATTACCIC
e ek

A 1497

KO M13F.SECUENCIACION TICAATTTCAGAAAGAATGCTGACCCACAGATGGTTAGAGAGGCCTACGC
KO M13F.PredicciOn TICAATTTCAGAAAGAATGCTGACCCACAGATGGTTAGAGAGGCCTACGC

(22 4 2 2 2 22 R 2222ttt ittt ittt ittt i) ) ]

Figura 4.5Alineamiento de parte de la secuencia de pUBW30Rpil con la secuencia predicha empleando el cebador
M13fw. Entre los nucle6tidos 1410 y 1497 existe dakecion a nivel del promotor pCaMV35S.

A su vez se secuencid la region 3’'UTR empleandockizadores Sensenptll y M13rv,
demostrandose la presencia de algunas mutaciomésapes en la region 3'UTR, por fuera de la
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secuencia que codifica pamatil. A su vez, la secuencia demostré la presendigetpundo sitio de
restriccion esperado para la digestion con la emdenrestricciomdindlll en la posicion 3599.

Se concluye de esta forma que el vector es el &d¥pea nivel de secuencia y orientacion,
aunque presenta mutaciones puntuales y una delel®@o87 pares de bases en el promotor
pCaMV35S que se esperan no afecten el procesosaéelecion de las células transformadas.

4.2 Transformacion de protoplastos dé. patens con el vector pUBW302-KOPpH1

La transformacion deP. patensse realiz6 mediante shock térmico y polietilendlice
protoplastos deP. patens EI ADN empleado fue el vector pUBW302-KOPpH1 dide en el
extremo 5” de la region 5"UTR con la enzikgnl (Figura 4.6). La seleccién de los transformantes
involucro periodos de seleccidon-no seleccion enmplez! antibidtico G418 en una concentracion de
50 ug/mL con el propésito de eliminar, durante emde no seleccion, aquellos transformantes
inestables (Schaefer, 2002).

Durante el periodo de seleccion se pudieron obsdieencias con respecto a la velocidad de
crecimiento de los transformantes, observandosgesl@on crecimiento mas lento que otros, los
cuales podrian corresponder a transformantes biesta a mutantdanockoutsi la histonaPpH1 se
encontrara involucrada en el crecimiento en condes estandar de cultivo del musgo.

A partir de dos transformaciones independientes ob&uvieron mutantes que fueron
caracterizados en detalle.

N— — et

Figura 4.6(izq) Electroforesis en gel de agarosa al 1% donde serad la linealizacion del vector pUBW302-KOPpH1
conKpnl. Se muestran dos diluciones del plasmido digerddd00 y 1/300. PM- Peso moleculéder) Transformantes
obtenidos luego de tres rondas de seleccion cor8 @A ug/mL). Nétese la diferencia de tamafios dectadonias
obtenidas.

48



Resultados

4.3 Analisis de los transformantes

4.3.1 Verificacion de la integracion del cassetteedseleccion al locus del gen dipH 1

La verificacion de la correcta integracion del ettesde seleccion #bcus deseado se realizo
mediante dos reacciones de PCR distintas que araplifa region 5" y 3" del cassette de seleccidn.
En cada caso se utiliza un cebador ubicado poafieda construccién que hibrida en el genoma de
P. patensy un segundo cebador que es especifico para gitanrde la construcciéon. En el caso de la
region 5’, se utiliza un cebadoeverseespecifico para la region del promotor pCaMV353 ek
caso de la region 3’, un cebador senfmtwvard para el gemptll (Figura 4.7) (Kamisugit al, 2006).

Sitio de
corte Kpnl
¢ Cassette de seleccion

Extremao
3'del plasmido

Recombinacion homaloga

’

Mutante dezeado

BO82KO5 fuw Sensenptll

—
Antisense35s BOE2KO3 rv

Figura 4.7Representacién esquematica del proceso de recacifiinhoméloga deseada para la obtencién del neutant
Se muestra el plasmido pUBW302-KOPpH1 digeridolaxgemo 5 poipnl, el extremo 3"del mismo, kcusdel gen
PpH1y el mutante deseado. En color violeta se indicarcebadoreforward y reverseubicados por fuera de la regién
de recombinacién y pertenecientes al genomd& dphtenamientras que en rojo se indican los cebadoresmesientes

al cassette de seleccion. Adaptado de Feark(2005).

En primera instancia, se trabajé con muestras d§ A® los distintos mutantes obtenidos y se
intentd amplificar la regiébn comprendida entre debadores BQ82KO5 fw y Antisense35S en base
a temperaturas de annealing determinadas por @gma IDT, identificandose varios mutantes para
los que se obtiene amplificacién. Posteriorments, aquellos mutantes que arrojaron resultados
positivos, se planted una segunda PCR trabajamidosacebadores Sensenptll y BQ82KO3'rv. La
figura 4.8 ejemplifica los resultados obtenidosapama de las lineas mutantes obtenidas.

49



Resultados

Mutantes
B

A T T
22 23 24 25 PM/(pb) PM (pb) 23

H =

1500 pb ——3 we—
- b 1000 pb ——>

/

Figura 4.8Verificacion de la integracion del cassette deaabn en el locus depH1 Electroforesis en gel de agarosa

al 1%.(A) PCR realizada con los cebadores BQ82KO5'fw y £n8g35S cuyo producto esperado es de 1333 pb. Sélo
la muestra 2 presenta la integraciéon del cassetigeh 5° del locus del geRpH1, mientras que las demas presentan
inespecificidad de amplificacioiiB) PCR planteada con cebadores Sensenptll y BQ82K@8hre la muestra 2. El
producto de amplificacién comprendido entre 10QA®Q0 pb indica la correcta recombinacion homoélogéaval 3” del

gen ya que el tamafio del fragmento esperado sefid3P pb. PM- Peso molecular.

Los mutantes 18, 23 y 49, a partir de los cualasbsavieron los productos de PCR del tamafio
esperado para ambos sitios de insercion, fueree@ehados para continuar con su caracterizacion.

4.3.2 Andlisis por Southern blot de los mutantelsnockout 18, 23 y 49

El estudio de Southern blot fue empleado paraivarifa integracion del cassette de seleccion
al locusdeseado e identificar a su vez, posibles recomiunes ilegitimas. Para ello, se realiz6 una
digestién del ADN de los mutantes 18, 23 y 49 Bsi y EcoRIsegun lo descrito en Materiales y
meétodos. Se testearon dos enzimas ya que el ADN gatenses dificil de digerir. Los resultados
demostraron que no se logré una buena digesti6RPsthpero si corecoRI(Figura 4.10).

g
2

18 23 49 wt PM Ctr

o - -

OO L C o

e

Figura 4.1CElectroforesis en gel de agarosa al 0.8% de lastmrasedigeridas coRst (izq) y EcoR (der). Se digirié 10
ug de ADN de los mutantes 18, 23, 49 y de la linkeastre (wt) (para mas informacion ver Materiayeétodos) y se
analizaron mediante electroforesis. A su vez, ceaomdrol (Ctr) se trabajo con una muestra de ADNOg&no deA.
nidulansque evidencia que la enzirRsi esta en correctas condiciones ya que se obseevhuena digestion. Este gel
demuestra ademas que decoR se logra una buena del ADN perteneciente a &alimt. PM- Peso molecular.
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El analisis por Southern blot implicd la sinteses uha sonda empleando como método de
marcado desoxiuridinas marcadas con digoxigenina gebadores Sensentpll y H1-3"RevXBal, los
cuales generan un producto de amplificacién de J@0§ue hibrida parcialmente con la region de
recombinacion a nivel 3’'UTR (Figura 4.11). Estadsonomprende parte de la secuenciapt y
la regién de homologia 3" a nivel del genRiH 1

265 337 1064

T

A 1
Silvestre 1 L s I 3 UTR | : x e

1

1

SONDA

265 337 1064 2010

N

! 3891
1
1
i
Mutante .. . 54T CaMV 355 | nptil | 3°UTR
1
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!

1 L 1 3296

1
1
1
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1
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2696 3770

Figura 4.11Esquema de digestiones empleakdmR sobre el genoma del organismo silvestre y el ntataLa base
numero 1 corresponde a la primera base donde &ibtidebador BQ82KO5 fw. Los nimeros en rojo indilkes sitios

de corte deecoR mientras que los nimeros en negro indican lagipoes de las regiones 5’UTR y 3’'UTR. Se indica
ademas el geRpH1, el promotor pCaMV35S vy el gamptll. El rectangulo y los nimeros en verde indicazdaa de
reconocimiento de la sonda. Para el caso del sigesxistird una zona de no reconocimiento qumdiea como un
rectangulo inclinado la cual reconoce la regionadeisette de seleccién a nivel de la regionpaté. Como se observa,
las digestiones coBcoR generaran productos de diferentes longitudessguén faciles de reconocer: en el silvestre la
sonda reconoceria un producto de 2511 pb mient@gg el mutante, uno de 1881 pb.

La Figura 4.12 muestra los resultados obtenidosSdeathern blot. Las digestiones cBnoR
fueron completas para todas las muestras. El mwvetostré que el mutante 18 posee la inserciéon en
el locus dePpH1 (banda entre 1500 y 2000) pero también en otiameadel genoma ya que presenta
una banda a 6000 pb, probablemente debido a ev@atecombinacion ilegitima. Los mutantes 23
y 49 evidencian una Unica banda entre 1500 y 200@ipntras que el wt presenta una unica banda
de 2500 pb.

Digeridos
Digeridos PM wtg wt 18 23 49 18g 23g 49g
PM wtg wt 18 23 49 18g 23g49g

Figura 4.12Southern blot de las muestras de los mutantes3. §,48. 12ug de ADN genomico fueron digeridos con
EcoR, separados en gel de agarosa al 0.8%, transfesidma membrana de nylon e hibridados con unasibed 096
pb. (izq) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de lastras digeridas cdfcoR. (der) Resultado del Southern blot.
Carriles: ADN gendmico wt (wtg), ADN gendmico wigérido, ADN gendmico mutante 18 digerido, ADN geiaom
mutante 23 digerido, ADN genémico mutante 49 dayeriADN gendmico 18 (18g), ADN gendémico 23 (23gPM
gendmico 49 (49g). PM- Peso molecular.
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Con los resultados obtenidos por PCR y Southermnsel@onfirma que en los mutantes 23 y 49
la construccion se inserto en el locus del Bphl1l mediante recombinacion homéloga. Para el caso
del mutante 18 el transgen se inserté a nivel amidPpH1 pero ocurrid un segundo evento de
recombinacion ilegitima, insertandose el cassetigtm®locus

Considerando los resultados obtenidos se selectimsamutantes 23 y 49 para estudios por
citometria de flujo.

4.3.3 Analisis por citometria de flujo de los mutates 23 y 49

La obtencibn de mutantes por transformacion de optastos por shock térmico y
polietilenglicol puede resultar en la fusion deoésdurante el proceso de transformacion debido a la
falta de pared celular. De esta forma, los mutamitésnidos pueden resultar poliploides (Schweten
al, 2005), afectando el crecimiento, la diferenciaai@! tejido vegetal y la morfologia del mutante.
Estos cambios fenotipicos podrian ser equivocad@masociados a la falta d®pH1 si no se
realizara este estudio. Para determinar la plaidibps mutantes identificados por PCR se realizé un
estudio de citometria de flujo.

Physcomitrella WT Physcomitrella 23 Physcomitrella 49
Counts Counts __ _ Counts _
{ ~i| !zc . EZC
4C 4C

/ N

Propidium icdide - Area Propidium iodide - Area Propidium iodide - Area

Marker Events Mean o Marker Evants Mean cv Markar Events Mean v
A 4054 26282 3318 Lt NT0 24487 327 A 2802 23768 3250
M 2253 188.75 8.1% L 18608 177,03 7.7 M1 1544 17596 .67

Figura 4.13Diagramas de citometria de flujo obtenidos paléka silvestre (Physcomitrella wt) y los mutar?8sy 49
(Physcomitrella 23 y 49 respectivamente). Ver tg@dm mas informacion.

En la figura 4.13 se grafica el conteo de célusus la relacion entre fluorescencia de ioduro
de propidio y area analizada, observandose dos piamlominantes 2C y 4C, siendo C el contenido
de ADN en haploidia. En la figura se pueden obsdoseventos realmente analizados para cada
caso indicados como “Events” correspondientestal tosélo a la region indicada como M1 (pico
correspondiente a 2C) y corte con el eje de lasigdss (Propidium iodide — Area).

El pico predominante en las tres muestras anakzaotmlicado en la figura como M1,
corresponde a 2C e indica el arresto en la fasel@bZiclo celular de las células del cloronema
(Ishikawaet al, 2011). Este pico presenta una media en el efjasda@bscisas de 188.75 para la linea
silvestre, 177.03 para el mutante 23 y 175.96 paaso de mutante 49. Las diferencias en estos
resultados pueden estar asociadas al procesanmnelgpendiente de las muestras destacando que
esto podria llegar a normalizarse empleando uméstanterno. El pico siguiente, correspondiente a
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4C, se relaciona con una endoreduplicacion del AbNas células del caulonema viejas (Ishikawa
et al, 2011). A partir de estos datos se concluye gsgémotipos analizados son haploides y por lo
tanto, no existe diferencia entre el nivel de gbide los mutantes y de la linea silvestre.

Se seleccion6 aleatoriamente el mutante 23 pararsgterizacion mediante analisis fenotipicos,
genotipicos y su evaluacion a nivel de expresiéotdes posibles histonas y genes relacionados al
estrés abidtico en este organismo.

4.3.4 Andlisis de la expresion del gdPpH1 en las linea wt y mutante 23

Para verificar la ausencia del transcripto genepacel gerPpH1 (Pp1s53_134VE6$e planted
una PCR con los cebadores H1-5" ForKpnl y H1-5"HRedlllv los cuales hibridan a nivel de dos
exones consecutivos separados por un intréon depB4%ara ello se trabajo con ADN copia de
gametéforo como molde y la polimerasa Kapa HiFim@ocontrol se empled el gen de actina
(Ppl1s381_18Vwamplificado con los cebadores Actinafw y Actinaabre el mismo molde. Como
se muestra en la Figura 4.14, el transcripto delRpH1 no pudo ser amplificado para el mutante 23
pero si para la linea silvestre. A pesar de queselitado es negativo, el mismo indicaria que Bl ge
no se expresa en el mutante estudiado ya que tebtda actina amplifica para ambas muestras.

23 wt PM (pb) 23 wt PM (pb)
—
= =
——
- 600 - -
— — cm—
- <— 50 —

<— 200

Figura 4.14FElectroforesis en gel de agarosa al 2% donde smiektra qué’pH1 no se expresa en la linea mutante 23
(izg) Resultado de la amplificacidon con los cebadore§HRorKpnl y H1-5" RevHindlllv trabajando sobre NDropia

del mutante 23 (carril 1) y ADN copia de la linélaestre (carril 2). Sélo existe amplificacion daoducto de 532 pb
esperado para la linea silvestre pero no parada linutante(der) Control del estado del ADN copia para las muestras
23 y silvestre. Se observa amplificacion del geractina de 107 pb lo cual demuestra la no contasiinacon ADN
gendmico y ademas el buen estado del ADN copiailC28-Mutante 23, Carril wt- Linea silvestre.

Para corroborar los resultados obtenidos, se kewabo una PCR en tiempo real. Para ello se
planted el programa establecido para la evaluatedgenPpH1 con los cebadores BQ82i@ward
y reverse(ver mas adelante en la seccEBwvaluacion del nivel de expresion de histonas tidoy
genes relacionados al estrés abidtico mediante B&Rempo regly como molde se empleé ADN
copia de la linea silvestre y del mutante 23, plentes de plantas en las etapas de desarrollo
protonema y gametoforo (Figura 4.15).
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Figura 4.15arriba) Analisis de la curva de amplificacién obtenidagpar genPpH1 empleando los cebadores BQ8212
forward y reverse Ambas curvas corresponden al estadio protonema aliferentes lineas. Se indica también el
blanco.(abajo) Curvas de desnaturalizacion de los productos &iogulbs. Notese como la linea 23 posee una curva de
desnaturalizacién con un maximo a 76°C que correlgpta a dimeros de cebadores mientras que enela Vit el
maximo se observa a 86°C atribuido al productonaigificacion. Los resultados aqui mostrados fuesiomlares para el
estadio gametoéforo.

Los datos obtenidos de este andlisis concuerdatosoobservados en el experimento de PCR
en tiempo final: existe amplificacion del ADN comiarrespondiente afanscripto del gePpH1en
la linea silvestre pero no en la mutante. Las aude amplificacion observadas en la figura 4.15,
para el caso del mutante 23, se asocian con lanmiesde dimeros de cebadores tal como se aprecia
en la curva de desnaturalizacion. A pesar de gteeessun resultado negativo, se destaca que el
mismo es el esperado para el analisis de la liBearRel cual el gen d&pH1se encuentra deletado.

4.4 Estudio de la repeticion nucleosomal del ADlendmico en el mutante 23

Se ha demostrado previamente que la histona tippréthueve y estabiliza el plegamiento de la
fibora de 30 nm mientras que la disminucion en lacién H1 - nucleosomas conduce a una
alteracion del espaciamiento de los mismos de fau@ala cromatina se presenta mas laxa ftan
al, 2005). La repeticion nucleosomal se analiz6 nrediansayos de digestion parcial con nucleasa
de micrococo (MNasa) de Thermo Scientific, una endteasa capaz de digerir el ADN que se
encuentra libre de proteina. De esta forma y emgteana digestion leve con tiempos de exposicion
a esta nucleasa cortos de entre 5 a la 10 mineit@dd)N “linker” ubicado entre dos nucleosomas
gue interactie con las histonas H1 es protegida degestion mientras que el ADIKker libre de
H1 sera degradado (Gonzakizal, 1997).

Se siguid el protocolo establecido por Abreu (20@9) el experimento se trabajo con material
vegetal obtenido de protonema con un pasaje, 3gsagd pasajes, incubado con 200 U/g de tejido
por 5 minutos a 37°C. Dichos experimentos no fuexitosos, no lograndose digerir el material
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vegetal a pesar de repetir las mismas condiciemstadas. Como control del estado de la enzima,
se trabajo con una muestra de ADNAlenidulanssegun lo reportado por Ramon (Rangiral,
2000) lograndose digerir eficazmente la muestraRKigura 4.16).

A su vez, se plante6 el uso de mayor cantidadndena para las digestiones de las muestras
vegetales (400 U/g de tejido vegetal) y un tiem@yon de digestion (15 minutos) pero tampoco se
logro digerir la cromatina. Como ultima alternatiga planted trabajar con protoplastos obtenidos
por digestion con driselasa pero los resultadofiemn buenos ya que tampoco fue posible digerir
la muestra (resultado no mostrado). Se destacagiaanismo experimento podria plantearse a partir
de nucleos purificados pero se descarto esta atteanya que la eficiencia de obtencién de nucleos
es baja (Abreu, Comunicacion personal).

1 2 3 PM 4 1 2 3 PM (pb)

600
500
400
300

200

i

Figura 4.16Electroforesis en gel de agarosa al 2% para edesde la repeticion nucleosomdizq) Digestion de
protonema dé€. patenscon 5 pasajes incubando con MNasa 100 U/g, 20040f¢ U/g por 5 minutos y 200 U por 15
minutos de digestidon (Carril 1-3, y @&Jer) Muestra déA. nidulansdigerida por 5 minutos con 200 o 50 U/g. Carril: 1
A. nidulans200 U/g, 2-A. nidulans50 U/g, 3-P. patenswt 200 U/g, PM 100 pb.

En su tesis de maestria, Abreu logd buenas digestide la cromatina a partir de protonema
con un solo pasaje, empleando el mismo protocokstietesis pero trabajando con MNasa de marca
Fermentas. Como posible explicaciéon a los resutadlotenidos durante esta tesis, se podria
hipotetizar que la enzima utilizada en este tralpagsente algun tipo de inhibicion por algun
componente de la muestra vegetal que no afectamilédad de la enzima empleada por Abreu.

4.5 Analisis fenotipico del mutante 2&nockout para la histonaPpH1

4.5.1 Estudio de velocidad de crecimiento

El estudio de velocidad de crecimiento se llevalzogpara analizar si existian diferencias a este
nivel entre la linea mutante y la linea silvestmgsistio en analizar cuantitativamente el ardata
de crecimiento. A su vez, se evalué macroscopictardmforma cualitativa el estado general de las
colonias.

Este estudio involucr6 4 placas de Petri contemiendda una 16 colonias en total, 8
pertenecientes a la linea silvestre y 8 a la Imatante. No se observaron alteraciones morfolégicas
evidentes en las colonias mutantes.
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Por otro lado, empleando el programa Photoshoplegé a cabo una cuantificacién de los
pixeles del area radial de crecimiento de cada l§ilgestre o mutante. Como forma de comparar los
resultados e independizarlos de la distancia deataara de fotos, se establecid el indice de
crecimiento por placa como la relacion entre lo®leis de la colonia y los pixeles de la placa. De
esta forma se realiz6 un seguimiento de las cadanisavés del tiempo, registrando a través de foto
de la placa invertida el area horizontal de lasmiak. Se realizaron promedios entre las 4 placas y
determind el desvio estdndar de las mismas, comuwsstra en la figura a continuacion.

A)
, DRadi Indice de crecimiento i
s 23@)} wt
: = 1
T | -’ .
g 0.025 { .
=] .
€ 002 - ; !
: | . e
§ ooss i At : -
g | =2 ) ' L 4
- - 3 - = .
£ o005 | |
: ] | | | _ 1 ] . i Dia 87

Dial Dia34 Dia44 Dia60 Dia64 Dia67 Dia8l Dia87
Dias
Figura 4.17Evaluacion del crecimiento radial de las colomids largo del tiempgA) indice de crecimiento por placa
versus dias. Se observa como las colonias aumehtarea de crecimiento horizontal a medida que phsgmpo,

alcanzando una meseta a nivel del dia 67 aproximewiz.(B) Fotos de la placa numerada como 23 (2)/wt erdiles 1
y 87 para este experimento.

Analizando el grafico anterior, se observa que xiste diferencia en el crecimiento del area
radial entre las dos lineas y que, a partir del6&¥isse observa una meseta en el gréafico lo que
indicaria que el crecimiento radial se detiene.

A partir de estos datos se concluye que el mutzBiteo muestra diferencia significativa en la
velocidad de crecimiento con respecto a la colsitvastre en medio estandar de cultivo.

4.5.2 Efecto del estrés abhiobtico

La linea mutante no presentd anomalias morfoldgidage velocidad de crecimiento en
condiciones estandar de cultivo. En principio, sérfa hipotetizar que la histofgpH1 no juega un
rol fundamental en el desarrollo ni en la morfodoglel organismo en condiciones normales de
crecimiento, ya sea bien porque no tiene un r@ste proceso o porque su funcion es suplantada por
otra histona mediante un efecto de compensacion.

Por tal motivo y con el fin de evaluar la posibl@dion de esta proteina, se estudié la respuesta
fenotipica de la lineknockoutsometida a condiciones de estrés abibtico (osmd&alino-toxico y
térmico). Los experimentos planteados consistiemoranalizar cuantitativamente el contenido de
clorofila y muerte celular durante el periodo deuperacion post-estrés. El analisis de clorofila
implico su extraccion con acetona al 80% mientias € analisis de muerte celular se llevé a cabo
empleando el colorante vital Evan’s blue. Aqueliafonias mas saludables presentaran mayor
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contenido de clorofila y menor captacion del calbeavital que se traduce en un menor indice de
muerte celular.

4.5.2.1 Efecto del estrés salino-toxico

El estudio del efecto salino-toxico se llevo a cabltivando la line&nockout23 junto con la
linea silvestre en 0.25 y 0.5 M de cloruro de sqmbo 11 dias. Luego de ser expuestos al estres,
fueron transferidos a medio estandar de cultiva pdaservar su recuperacion. En esta instancia se
evaluo el comportamiento fenotipico macroscépidondgante ya que por estudios previos (Abreu,
C., 2009), se sabia que la linea silvestre rdsistlrtratamiento con 0.5 M de NaCl pero no seasabi
si la linea mutante, carente lpH1,lo haria.

El tratamiento con 0.25 M de cloruro de sodio genalonias de un verde mas intenso en
comparacion con 0.5 M pero luego de 9 dias de sragn las mismas presentan un aspecto muy
similar al control (Figura 4.18). Los resultadostestidos para un estrés de 0.5 M de NaCl
demostraron que el mutante 23 se recupera de fermidar a la linea wt luego de 9 dias de
recuperacion. En el dia 4 de recuperacion las @doparecen haber perdido clorofila ya que se
pierde el color verde inicial pero al dia 9 podtéss los bordes de las colonias muestran un tinte
verde. A su vez, se observa pérdida de gametobajosestas condiciones, igual a lo reportado por
Begoiia (2003).

Dias post-estrés

23-0.25 M NaCl

wt— 0.25 M NaCl

23-0.5 M NaCl

wt- 0.5 M NaCl

= L

Figura 4.18valuacion del estado de las colonias luego de wolas a 0.25 0 0.5 M de NaCl. El dia 0 correspanties
colonias luego de 11 dias de estrés mientras gutids 4 y 9 corresponden a la recuperacion.

Luego de comprobar que tanto la linea wt como lganta se recuperan de forma similar luego
del estrés de 0.5 M y que su fenotipo es claramdifgeente al obtenido en 0.25 M, se decidio que
los experimentos cuantitativos se realizarian siemeéd ambas lineas a un estrés de 0.5 M de NacCl
por 11 dias. Los resultados de este experimentwgstran a continuacion.
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Figura 4.19Evaluacién fenotipica de las colonias luego de egdas por 11 dias a 0.5 M de Na(#) Contenido de
clorofila expresado como la relacion entre losgniimos de clorofila y los gramos de peso fresdasleolonias wty 23

a dia 0 y durante la recuperaci§B-C) Muerte celular evaluada por la incorporacién ddbrante vital Evan’s blue,

B- andlisis cuantitativo expresado como la rela@dtre absorbancia registrada a 600 nm y gramosede peco

C- analisis cualitativo. La foto fue obtenida despdéda incubacion con el colorante y de los lavauiusteriores (ver
Materiales y métodos). El color verde de las c@smemuestra la presencia de tejido vivo mientnaset| azul, ubicado

en el centro de las mismas, denota la presendigjide muerto(D) Estado macroscopico de las colonias estudiadas que
se correlacionan con los dias de andlisis del migetlorofila y muerte celular. Para cada condigérrealizaron cuatro
réplicas. Las barras de error corresponden a leiadédn estandar y los controles a la linea wt oeB3condiciones
estandar de cultivo.

Los resultados de este estudio demuestran quecmigpost-tratamiento las colonias mutantes
y las wt presentan un mayor nivel de muerte celylann menor contenido de clorofila en
comparacion con el control sin tratar, lo cual @gataciona con lo observado a nivel macroscopico
de las colonias no existiendo diferencias enti@selEn la etapa de recuperacion, el nivel de muerte
celular comienza a disminuir en comparacién corvabor inicial (dia 0) para ambas lineas,
destacando que el tejido muerto se ubica a nivetalede las colonias asociado al color amarillo en
el centro. Esta region coincide con la zona dercatal luego del tratamiento con el colorante vital
(Figura 4.19 C). Ademas, se observa una disminuniéial de la concentracion de clorofila entre el
dia 0y 7. Luego de este tiempo se observa un gordehnivel de clorofila.

En los estudios cuantitativos que se llevaron @ qadra este tratamiento, se destaca que no
existio diferencia entre el comportamiento de flasds wt y 23 y que ninguna alcanzd los valores del
control para contenido de clorofila o muerte celwda los dias de estudio. La tendencia que se
presenta en los gréficos indicaria que en un tiempgor de estudio los valores de clorofila y
muerte celular alcanzarian valores similares débsleontroles.
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4.5.2.2 Efecto del estrés osmotico generado por nitah

En el presente estudio, se evalué el comportamigetola lineaknockout 23 frente a
concentraciones de 0.4 My 0.9 M de manitol.

Dias post-estrés

Control Dia 0 Dia3 Dia7 Dia 16

23 - 0.4 M manitol

wt— 0.4 M manitol

23 - 0.9 M manitol

Feen
llll

Figura 4.20Evaluacion del estado de las colonias luego de wolas a 0.4 o 0.9 M de manitol por 15 dias. El@ia
corresponde a las colonias luego del estrés mgeqgtra los dias 3, 7 y 16 corresponden a la reccipera

wt- 0.9 M manitol

Ambas lineas, la silvestre y la mutante, se reeuparal tratamiento con manitol en las dos
concentraciones ensayadas. Los cambios fenotipicds evidentes se observaron a 0.9 M
destacando que existen diferencias claras entrecdimias recuperadas luego de haber sido
sometidas a 0.4 0 0.9 M.

Los resultados obtenidos indican que el tejido tedge parece desarrollar crecimiento vertical
a 0.9 M ya que no se observan gametoforos desatoslique si se observan para el caso de 0.4 M.
Por otro lado, el crecimiento radial de las colenglvestre y mutante se ve reducido. Otra
observacion a destacar es que las colonias sometid® M en la etapa de recuperacién generan un
halo verde de crecimiento que rodea la colonia. dmato en cuenta estos resultados y considerando
gue la lineknockoutse recupera de forma similar a la wt, se estudiai@omportamiento fenotipico
a nivel cuantitativo en condiciones de 0.9 M de itoariLos resultados se muestran en la figura 4.21.
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Figura 4.21Fvaluacion fenotipica de las colonias luego de p&gas por 15 dias a 0.9 M de mani{@) Contenido de
clorofila expresado como la relacion entre losgndmos de clorofila y los gramos de peso fresdasieolonias wt y 23

a dia 0 y durante recuperaci¢B) Muerte celular expresado como la relacion entsodiancia registrada a 600 nm y
gramos de peso sed@)Estado macroscépico de las colonias estudiadasegoerrelacionan con los dias de analisis del
nivel de clorofila y muerte celular. Para el diadbtrecuperacién se registraron dos fotos, undada plirecta y otra de
placa invertida (P. inv). Para cada condicién saizaron cuatro réplicas. Las barras de error sporden a la
desviacién estandar.

A dia cero, el nivel de clorofila es mayor al cohficolonias cultivadas en condicién estandar)
para ambas muestras, luego desciende para posteni® aumentar. Este comportamiento fue
similar al observado para estas lineas en cloreisodio.

Con respecto al nivel de muerte celular, éste g@nsdia cero en comparacion con el control.
Luego estos valores disminuyen.

Los resultados obtenidos aqui demuestran que paceegistir diferencia en la recuperaciéon de
ambas lineas.

4.5.2.3 Efecto del estrés térmico

Previo a realizar los ensayos cuantitativos, seefiomal mutante 23 a 3 y 6 dias a una
temperatura de 37°C bajo condiciones de intensidddz y humedad constante los que se detallan
en la seccion Materiales y métodos (Figura 4.22).
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Dias post-estrés

Control Dia0 Dia8 Dia 13

23 - 3 dias estrés

wt - 3 dias estrés
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Figura 4.22Evaluacion del estado de las colonias luego de tsolas a 3 0 6 dias a una temperatura de 37°C bajo
humedad e intensidad de luz controlada. El diar@esponde al tejido vegetal luego del estrés nmasmue los dias 8 y

13 corresponden a la recuperacion. El control spoede a la linea silvestre o mutante en condisiomemales de
cultivo.

Los resultados obtenidos son claros: las lineastdas a 3 dias de estrés parecen no diferir
demasiado de los controles. A 37°C por 6 dias paresmer menos clorofila ya que la intensidad de
verde es mucho menor. No parece existir difereno@litativa entre la linea wt y 23. Ademas
pareceria que las lineas sometidas a 6 dias @s @stn no se han recuperado del todo luego de 13
dias post-estrés ya que presentan un estado mesigmaal inicial pero con una mayor intensidad de
verde. Al observar estos resultados macroscopsegplanted el estudio cuantitativo sometiendo al
tejido vegetal a 4 dias de estrés térmico a 37€@\pb medio entre 3 y 6 dias de estrés (figura a
continuacion).
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Figura 4.23Evaluacién fenotipica de las colonias luego deoegpas por 4 dias a una temperatura de 37°C bajo
humedad e intensidad de luz controla@g. Contenido de clorofila expresado como la rela@dtre los miligramos de
clorofila y los gramos de peso fresco de las canit y 23 a dia 0 y durante la recuperac{&). Muerte celular
expresado como la relacion entre absorbancia radeést 600 nm y gramos de peso séCiEstado macroscopico de las
colonias estudiadas que se correlaciona con |os d@daandlisis del nivel de clorofila y muerte calulPara cada
condicion se realizaron cuatro réplicas. Las bateasrror corresponden a la desviacion estandar.
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El nivel de clorofila de las muestras control parser menor al nivel de clorofila en las colonias
expuestas al estrés. Si se considera el desvigalosees no parecen diferir entre ellos. En los dia
post-estrés, este nivel desciende a valores imésrial control. No se observé diferencia en el
contenido de clorofila entre las muestras wt y dBagdos dias estudiados. Con respecto al nivel de
muerte celular a dia 0, es mayor al control perexiste diferencias entre las lineas.

Las fotos obtenidas indican que no parece exidgérahcia en el aspecto global de las colonias
analizadas considerando los dias post-estrés rsidb@mple vista pareceria que el control tuviese
mas clorofila que las colonias tratadas.

4.6 Busqueda y caracterizacion de otras posiblesshonas H1

4.6.1 Busqueda bioinforméatica de posibles genes dlichntes para histonas del tipo H1

Durante su tesis de Maestria, C. Abreu (Abreu, ZDO9) llevé a cabo la busqueda
bioinformética en el genoma &k patengde genes que codifican histonas tipo H1. Para mdidizo
una busqueda en las bases de datos Physcobase god§itlerando secuencias expresadas y de
ADN gendmico para el organisnia patens Trabajé con homologia a nivel aminoacidico can lo
dominios globulares de distintas histonas tipo EHlod organismoA. thaliang S. lycopersicunh y
Z. mays

De este modo identifico 9 posibles histonas tipo @éstudio las caracteristicas proteicas de éstas
a través de cdélculos teodricos, haciendo hincapiéelepeso molecular, punto isoléctrico y
composicién en residuos aminoacidicos. Para laifa@eion de posibles genes codificantes para
histonas tipo H1, consider6 que estas proteirtasmahte conservadas poseen un peso molecular
entre 25 a 35 KDa, punto isoeléctrico mayores acafencia de residuos de cisteinas y triptofanos
entre otras caracteristicas. Posteriormente, cealiz estudio filogenético a partir de los residuos
aminoacidicos del dominio globular de estas pratein

Los resultados obtenidos sugirieron que las se@ende los gene®pls33 295(Alias
Phypa_20641Q)Ppls72_27{Alias Phypa_232290Ppls3_40QAlias Phypa 64749Ppls27_179
(Alias Phypa_70268y Ppls53_134Ve&orresponderian a histonas tipo H1, destacandosesspa
Ultima seria la histona denomina@pH1en el trabajo de Abreu.

C. Abreu realizé predicciones de estructura seaqimdke estas proteinas pero sus resultados
fueron poco concluyentes, ya que como se argunmemtsu tesis, las estructuras atdélices y
laminasP no son predichas con exactitud. Este estudio @odpetido en este trabajo.

En este trabajo se realiz6 una actualizacion diblesssecuencias que codifiquen histonas tipo
H1 en las bases de datos NIBB PHYSCObase, JGI, 6€sssm Phytozome (detallado en la seccion
Materiales y métodos) considerando homologia d aivénoacidico con los dominios globulares de
las histonas tipo H1 dZea mays, Arabidopsis thaliana, Triticum aestiviNicotiana tabacum,
Solanum lycopersicum, Aspergillus nidulands, Orgativa Indica y Populus trichocarpd.os
resultados que se obtuvieron fueron idénticos agpgrtados por Abreu.

Las posibles secuencias codificantes para Histpaddl enP. patensserianPpls3, Ppls27,
Ppls33y Ppls72 Su alineamiento aminoacidico se muestra en ekéd\the
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4.6.2 Estudio de la expresion de las posibles hisas en estadio gametéforo bajo
condiciones estandar de cultivo

Una vez puesto a punto el programa de termocigbada la amplificacion de los genepls3,
Ppls27, Ppls3y Ppls72sobre ADN gendmico como molde, se procedié a evatu nivel de
expresion mediante PCRs a tiempo final utilizandm@ molde ADN copia obtenido a partir de
ARN proveniente de gametoforo de la linea silvestegido en condiciones estandar.

Para ello se extrajo ARN segun el protocolo dadallen Materiales y métodos y se chequed la
calidad del ARN mediante electroforesis en gel dgr@sa al 1% en condiciones no
desnaturalizantes. Posteriormente, se realizétlatr@nscripcion empleando la enzima SuperScript
lll trabajando con “random primers” y se corrobaidexistia presencia de ADN gendmico en la
muestra. Empleando los cebadores H1-5" ForKpnl y6HRevHindlllv, los cuales hibridan en el
genPpH1a nivel de dos exones consecutivos separadosgatran de 245 pb, el producto de PCR
de 532 pb indica amplificacién sobre molde de ADdpia mientras que el producto de 778 pb
indica la presencia indeseada de ADN gendmico (&igu24). Todos los ADN copias trabajados
amplificaron una Unica banda a la altura de 50@gae bases lo que permitié afirmar que los
mismos no contenian ADN gendmico.

ARN1 ARN 2

=" T
i sz
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185 _5 b — -

165 1000——> "

700—> T ..
500 —> —

Figura 4.24(izq) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las tnasede ARN. El ARN obtenido es de buena calidad
ya que se observan dos bandas intensas de ARMNmilbgorrespondientes a 25S y 18S y 16 S respawtiviee.(der)
Control de contaminacion con ADN gendmico. Eledre$is en gel de agarosa al 1% en donde se deamwdsy
productos de amplificacion de los cebadores H1&8Kpnl y H1-5" RevHindlllv sobre ADN gendmico de limea
silvestre (G) o sobre ADN copia (C). Los produatgperados son de 778 pb para ADN gendmico y 532apb ADN
copia. Esta figura es la esperada ya que se demalesto presencia de ADN gendmico luego de latrinscripcion.

Posteriormente, se realizaron PCRs a tiempo fiagh gvaluar el nivel de expresion de las
posibles histonaPpl1s3, Ppls27, Pp1ls3B8Ppls72en condiciones estandar de crecimiento para el
estadio gametoforo silvestre. Para ello se trabajo el ADN copia obtenido y los programas de
termociclado puestos a punto para cada par de aezadobre ADN genomico. Para ambos casos,
gendmico y copia, los tamafios esperados son idényice detallan mas adelante en esta seccion.
Los resultados se muestran en la figura 4.25.
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Figura 4.25Electroforesis en gel de agarosa al 2% de losystod de PCR empleado los distintos juegos de oebsd
para las posibles histonas tipo H1. El nimero sepri&a la histona a estudi&@pls3(3), Ppl1s27(27), Pp1s33(33) y
Pp1s72(72) respectivamente, (g) representa la amplificeempleando como molde ADN gendmico mientras (g)e
indica PCR realizada sobre ADN copia. Se muestetqdos los cebadores amplifican sobre ADN gendnmooasi
trabajando con ADN copia.

No fue posible amplificar a partir de ADN copia [assibles histonaBp1s3y Ppls27como lo
demuestra en la figura 4.25 carriles 3C y 27C.ddar lado, los ADN copias de las posibles histonas
Ppls33y Ppls72si pudieron ser amplificadas y por lo tanto dicgeses seran caracterizados en
este trabajo. Es de destacar que no se puede anigsiintensidades de bandas entre estas dos
muestras (y por lo tanto su nivel de expresion)gye las mismas deben ser previamente
normalizadas frente a la intensidad de banda dgohousekeepingctina.

4.6.3 Obtencion del vector de expresion para el estio de la localizaciéon subcelular de
las posibles histona®pls33 y Ppls72

Para evaluar si los gené&pls33y Ppls72codifican proteinas nucleares, se construyeron
plasmidos en los que dichas secuencias codificaetesmicontraban fusionadas a la secuencia de la
proteina verde fluorescente. Para ello, se obtuyd Aopia a partir de ARN de colonias crecidas en
medio estandar, se amplificé la secuencia codifecade los gene®pls33y Ppls72 para
posteriormente clonarlas en el vector de exprgsiof-WG2.0 empleando el sistema Gateway. Esto
permitid la fusion de la secuencia de los genea setuencia de la proteina verde fluorescente,
obteniendo como producto de la traduccion las prage codificadas poPpls33 0 Ppls72
fusionadas a nivel Ct con la proteina verde flumeate (Green Fluorescent Protein, GFP).

En este experimento, se empled una ADN polimerasaltd fidelidad, la enzima KAPA HiFi, y
los cebadores Pp33-DONR y Pp72-DON&ward y reverse para amplificar las secuencias
codificantes de los gen®p1s33y Ppls72 El cebadoforward contiene en el extremo 5° una region
denominada attB1 de 31 pb seguida, hacia el ext@mde la secuencia del gen de interés la cual
comienza con el primer triplete codificante y sentoma con 13 a 16 bases de la secuencia
codificante. Por otro lado, el cebadeverseposee entre 18 a 25 bases complementarias adeive!
region 3" del gen en el cual el codon de termimae® eliminado y le sigue, hacia el extremo 3’, la
region denominada attB2. Ambas regiones, attBltB2asteran esenciales para que el producto
amplificado sea insertado en el vector de entr&faNR/ZEO mediante recombinacion por accion
de la enzima BP clonasa (Figura 4.26).

Luego de llevar a cabo esta reaccion de recomidnase procedié a transformar células
electrocompetentds. coliDH5a con el plasmido obtenido denominado pDONR-PplsBB@®NR-
Ppls72 (identificado en la figura 4.26 como pDONEN} y se seleccionaron, para realizar
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en medioldw salt suplementado con 50 ug/mL de
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Figura 4.26(A)Esquema de la reaccion BP entre el producto de d&atificado y el vector pPDONR/ZEO. El producto
de PCR obtenido contiene en sus extremos las regideanominadas attB1 y attB2, las cuales son remaspor la
enzima BP y recombinadas en el plasmido pDONR/ZEWe de attP1 y attP2. El vector denominado pDGBEN
obtenido luego de la recombinaciéon homdloga, cadeck regién ccdB (gen empleado en la seleccigatia de los
transformantes) y confiere resistencia a zeociea EEO (R) sujeto bajo la actividad del promotor EMB) Esquema
de la regiébn comprendida entre attL1 y attL2 ewesltor pPDONR-GEN. Por fuera de estas regiones saegitra la
secuencia M13 la cual sera empleada para el chedpié® correcta insercién y orientacion del produdtseado. Se
indican en rojo los cebadores para la region Mlényazul aquellos correspondientes al gen de int&GE& hace
referencia &#p1s33o0 Ppls72

Los plasmidos obtenidos de 5 colonias transfornsgoéea cada construccion fueron analizados
mediante PCR empleando los cebadores Ppls33fw &/Pply M13rv, esperando productos de
amplificacion de 368 pb y 351 pb respectivamenged&staca que solamente una correcta insercion
del producto generara el amplicon deseado. DeQalbnias analizadas, 5 para el ggls33y 5
paraPpls72 todas poseian el producto de PCR en la oriemtamérecta, por lo que se selecciond
un plasmido para cada gen y se secuencio la regidnterés empleando los cebadores M13fw y
M13rv (los resultados no se muestran). Luego deoborar que no existian mutaciones en la
secuencia de los genes de interés, se procediageaccion LR (ver Figura 4.27) entre el vector
pPDONR-GEN Yy el vector de expresion pK7FWG2.0 dende fusionar a nivel del extremo Ct de
la proteina GFP la proteina codificada Ppfls33y Ppls72(Karimiet al, 2002).
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Figura 4.27A) Reaccidon LR entre el vector pPDONR-GEN y pK7FWG2/@diante la reaccién LR se logra recombinar
los vectores pDONR-GEN con pK7FWG2.0 a nivel deldtttL2 y attR1/attR2 respectivamente. Esto genaraector

de expresion denominado pGEN-GFP en el cual laesetas dePpls330 Ppls72se encuentra fusionada a la proteina
verde fluorescente GFP. Referencias: p35S- promp@aMV35S, T35S- terminador, Egfp- GFP, Kan- gere qu
proporciona resistencia a kanamicina, Sm/SpR- emnfresistencia a espectinomicina, ccdB- gen emiplen la
seleccion negativa de los transformantes, ZEO ¢B)iere resistencia a zeocina, EM7- promo(B). Esquema de la
region comprendida entre attB1 y GFP en el ved®BEN-GFP. Para el chequeo de la correcta recomidimanediante

la reaccién LR se emplearon los cebadores quedssamen azul y rojo, loforward hibridan en el gen dep1s33o0
Ppls72y elreverseen la secuencia de la proteina GFP (gfpnseqrv).

Posteriormente, se transformaron bactefascoli DH5a mediante electroporacion y se
seleccionaron aquellos transformantes que crecierorLB suplementado con espectinomicina
(50 ug/mL) para realizar minipreps, obtener el @ede expresion y analizarlo mediante PCR. La
correcta insercion de la secuencia del gen fudicea mediante PCR empleando los cebadores
Pp33-DONRfw y Pp72-DONRfw que hibridan a nivel dtBa y el gen y, como cebadogverse
gfpnseqrv que hibrida a nivel de la secuencia de.®&bs productos de amplificacion esperados son
de 1040 pb y 1000 pb respectivamente (los residtadse muestran).

Una vez obtenidos los vectores de expresion pargdénesPpls33y Ppls72 se procedié a
transformar protoplastos y hojas de tabaco mediletdroporacion o transformacién medida por
tumefaciens
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4.6.4 Localizacion subcelular de los productos ded gene$’p1s33 y Ppls72

Mediante este estudio se busca identificar si tasefmas codificadas pd?pls330 Ppls72
fusionadas a GFP colocalizan con el nucleo celiara ello, se empled el colorante DAPI que
posee alta afinidad por el ADN a nivel de las ragsricas en AT.

El analisis de las construcciones de los gélEks33y Ppls72se llevaron a cabo mediante la
transformacion de hojas de tabaco empleahdtumefaciensomo ya fue descrito en detalle en la
seccion Materiales y métodos. Para la obtenciolaglemagenes se utilizé el microscopio confocal
de la Facultad de Medicina. Los resultados se mareatcontinuacion:

Pp1s33-GFP
DAPI GFP SUPERPOSICION

Pp1s72-GFP DAPI GFP SUPERPOSICION

Figura 4.28l ocalizacion subcelular de Pp1s33-GfSBperior) y Ppls72-GFRinferior) . Se observan los canales para
DAPI y GFP, incluyendo la superposicion de amba&giemes. Se destaca la colocalizacion entre elowydi proteina
verde fluorescente y nucleos que solo presentaridtincon DAPI pero no con GFP. Dichas células nerdo
transformadas coA. tumefaciensObjetivo: 60x.

La figura anterior muestra las imagenes obtenidaslad observacion de hojas de tabaco
transformadas. La superposicion de las imagenesiolais indican que existe colocalizacion GFP-
DAPI lo cual permite afirmar que ambas proteingslsB3 y Ppls72 presentan una localizacion
nuclear y por lo tanto, se reafirma su identidat@histonas tipo H1 deéhyscomitrella patens
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4.7 Ensayos de Western blot en las lineas silvesyrenutante 23

Mediante un estudio de Western blot empleando ticusnpo policlonal anti-H1 se esperaba
poder verificar, en el caso de que no existiesenacanismo compensatorio, una disminucion en el
nivel de la histona PpH1 presente en la linea neitdebido a la falta del gen codificante para esta
proteina.

Se empleé un anticuerpo policlonal anti-H1 humaH&stene H1 (FL-219)-. Debido a la
similitud de pesos moleculares que presentan fasedies histonas tipo H1 predich&p1s33 24
KDa, Ppls3 y Ppl1s728 KDa, Ppls27 y PpH1 de 30 KDa- si el anticuegxmmociera todas o
varias de éstas, seria imposible evaluar mediangstéfh blot cada histona en particular. Sin
embargo, se podia esperar una disminucion endadiatad de la banda a la altura de 30 KDa como
resultado de la delecion depHl, a menos que existiese un mecanismo de compensacio
involucrando a Ppls27. Asimismo, era también raalenesperar observar variaciones de los niveles
de las otras histonas H1 como resultado de estams®&eo compensatorio.

23g 23p wtg wtp PM(KDa) 23g 23p wtg wtp PM(KDa)
150
e <100
- <«——— 80
jthn el : <— 60
g .- — 50
il «<— 50
< 40
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«<—15
Western blot Tincion Rojo Ponceau

Figura 4. 29izq) Western blot contra histona tipo H1 en las lir@a®stre y mutante 23 en los estadios protonems (p
gametoforo (g) en condiciones estandar de cultigoflecha roja indica las bandas que correspondexrilas histonas

tipo H1 de 30 KDa(der) Tincién con Rojo Ponceau luego de realizadostripping. En rojo se indica la banda
perteneciente a la subunidad mayor de la enzimasBublLa intensidad de esta banda indica que fodislo en los

cuatro carriles una cantidad similar de micrograd®groteina.

La banda de interés ubicada a 30 KDa es muy tesmzel@ linea silvestre o mutante, ya sea para
el estadio gametoforo o protonema, 10 que no peroahcluir si existe algun cambio de intensidad
asociado a la falta de PpH1 o un mecanismo de amsap#n notorio por parte de las otras variantes
de histonas tipo H1.

A su vez, se observan bandas una a un peso maletnéldedor de 50 KDa y otra banda menor
entre 20 y 25 KDa. La banda de 50 KDa no correspdadc una histona tipo H1 ya que su peso es
mayor a los pesos caracteristicos de histonagitlpabicados entre 25 a 35 KDa (Abreu, C., 2009).
Por otro lado, la banda de menor peso moleculatifad®da por el anticuerpo podria corresponder a
la histona Ppl1s33 pero se destaca que su pesoutaoles menor a 24 KDa por lo que no se
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descarta que corresponda a una banda inespedifieaesantemente, esta Ultima presenta una
intensidad mayor para la linea silvestre en estgaietdforo si se la compara con el mutante 23.

4.8 Evaluacion del nivel de expresion de histonagpt H1 y genes relacionados al estrés
abidtico mediante PCR en tiempo real

El estudio de expresion a nivel de ARN mensajertodegenes de interés se llevé a cabo por
PCR en tiempo real. Los genes codificantes partorfas tipo H1 estudiados fuerorPpH1
(Pp1s53_134V6)Ppls33(Ppls33_295V6y Ppls72 (Ppls72_277V6Asimismo, se estudio el
comportamiento de la linea mutante frente a estré&gico, ya que se ha vinculado a la histona H1
con la regulacion de la expresion de genes reladms con este tipo de estrés (Keimal 2010). A
su vez, en esta seccidn se incluira el estudimigdel de expresion de los genes de respuestaésestr
abidtico PpABR170 (Ppls51_28V6), PpLys (Ppls4 282V6) y Ppbl8 (Ppls27_331V6Para
todos los casos los resultados fueron normalizatetiante la utilizacion del gen que codifica para
la actina(Pp1s381_18V6como gen de referencia.

En un principio, mediante PCR a tiempo final, ssigmon a punto los programas de termocilado
gue fueron los empleados para los programas d@@d®s en tiempo real trabajando con ADN
gendémico como molde. Se analizaron las curvas deatigralizacion (Derivada primera de la
Intensidad de fluorescencia con respecto a la Teatyra versus Temperatura) obtenidas mediante
PCR en tiempo real para evaluar que los productgdificados fueran unicos. De esta forma, si se
observaba un pico Unico en este grafico el resnltadicaba que se obtuvo un solo producto de
amplificacion (D'haeneet al, 2010) destacando que los picos ubicados a tetap@samenores
corresponderian a dimeros de cebadores.

El modelo que se empled para la cuantificaciontivelade los ADN copia se detalla en la
seccion Materiales y métodos, y considera lasatites eficiencias de amplificacion para los juegos
de cebadores empleados (Pfaffl M. W., 2001). Phoa s determind la eficiencia de los distintos
cebadores trabajando con una dilucion de ADN gecdrde concentracion 50 pdy/ y diluciones
seriadas al cuarto hasta alcanzar una dilucion/4@&. Dos microlitros de estas diluciones fueron
utilizadas como molde para la amplificacion (reéocque fue realizada por triplicado). Los Cts
obtenidos fueron empleados para determinar laeefica de los cebadores utilizados para amplificar
los genedPpH1, Ppls33 Ppls72 PpLys, PpPABR170, PpHSP16/4l gen de actina. La figura 4.30
ilustra los resultados obtenidos para el par dadaies que amplifican el gBfpABR170los cuales
fueron similares para el resto de los genes. Laglteelos determinados para cada par de cebadores
se muestran en la Tabla 4.1.
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Figura 4.30PCR en tiempo real del gen PpABR170 sobre ADN geem. (A) Fluorescencia versus ciclos. Se observa
como la fluorescencia comienza a aumentar a peticiclo 25.(B) Fluorescencia normalizada versus ciclos. Aqui se
empled correccion de pendiente (“slope correctiohd) linea roja representa threshold Se indica ademas la curva
perteneciente al blanc¢C) Curvas de desnaturalizacion para los productos ifiaplos. Notese el pico Unico del
gréfico que indica que se obtuvo un Unico prodwgcamplificacion(D) Eficiencia de los cebadores empleados. Se
grafica Ct versus Concentracion, definiendo el wve1 a la concentracion 1/4096 y el valor de 49%6dilucién de 50

ngiul.

Tabla 4.1:Valores de eficiencias determinadas junto ¢on
los coeficientes de correlacion para cada par badwes
utilizados.
Cebadores Eficiencia Coef. de correlacion
(fwy rv) calculada
Actina 191 0.9973
Pp1s33 2.17 0.9929
Ppls72 1.97 0.9940
BQ82I2 1.97 0.9824
PpLys 1.90 0.9989
PpABR170 2.03 0.9908
PpHSP16.4 2.57 0.9896
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Como referencia se considerara que eficienciastaues se encuentran entre los valores 1.8 y
2.2, correspondientes al 90% y 120% de la eficerd®al la cual asume un valor de 2. Este valor
indica que durante una ronda de PCR la concentral@bproducto duplica su concentracion inicial
(Applied Biosystems; Nolaat al, 2006).

Por otro lado, las eficiencias de amplificacionrfue aceptables para todos los cebadores
excepto para el par PpHSP16.4, cuyo valor deesifica fue de 129%, valor mayor al deseado. Se
decide entonces que el mismo no sera tenido ertaceanios analisis posteriores mediante PCR en
tiempo real. Como alternativa se realiz0 un estseimicuantitativo de este gen mediante PCR en
tiempo final (verDeterminacion semicuantitativa de la expresion @¢i8P16.4 mediante PCR en
tiempo fina).

Para evaluar el nivel de expresiéon de los genesliestos, se obtuvo ADN copia de muestras
control y sometidas a los distintos tratamientogstees (ver Materiales y métodos). Se chequed la
ausencia de ADN gendémico en éstos mediante PCHRempd final empleando los cebadores
Actinafw y Actinarv. Los mismos generan un produd® amplificacion de 107 pares de bases a
partir de ADN copia y 404 pb a partir de ADN genémiPosteriormente, este chequeo se llevo a
cabo empleando PCR en tiempo real para asegurasej@staba trabajando con una muestra de
buena calidad, ya que la sensibilidad de este iestsdnayor a la determinada por gel (Figura 4.31).
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Figura 4.31Resultados del andlisis de contaminacion del ADNiac@on ADN gendmico empleando los cebadores
Actinafw y Actinarv.(izq) Electroforesis en gel de agarosa al 2% de losygtod de PCR amplificados a partir de ADN
copia. La banda comprendida entre 100 y 200 phigapimplificacion sobre el copia. No se observaldicgrcion a la
altura de 400 pb por lo que se descarta la pres@mbéseada de ADN gendmico. Carril: 1y 2- wt gneima, 3 y 4- wt
gametdéforo, 4 y 5- Mutante 23 protonema, 6 y 7-aviteé 23 gametéforo, 8 y 9- wt sometido a NaCl, Il yMutante

23 sometido a NaC{der) Curvas de desnaturalizacion para una muestra d¢ &lpia, ADN gendémico y para el blanco
amplificadas con el mismo programa utilizado pat&kRen tiempo final. Nétese como los picos de lagaziobtenidas
difieren entre muestras.

Una vez verificada la ausencia de ADN gendmico a&nrhuestras de los ADN copias, se
procedié a realizar las PCR en tiempo real para gat de cebadores, trabajando con replicas
técnicas y promediando los Ct obtenidos, parazatilbs en los célculos del cociente de expresion
relativa (R). A su vez, cada control y tratamieimbplicé triplicados biolégicos. De esta forma, se
determind el R para cada uno de ellos, se los midme se determind el desvio estandar. La
obtencion de la muestra se detalla en Materiategtpdos al igual que el calculo de R.
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4.8.1 Analisis del nivel de expresion de los gereisH 1, Pp1s33, Ppls72, PpLysy PpABR170
en condiciones estandar de crecimiento

En este estudio lo que se pretende evidenciar pssihle efecto compensatorio por parte de las
otras histonas tipo H1 a nivel de la linea mutaftsu vez, se busca evaluar si existe una alteracio
a nivel de expresion de los gerigalysy PPABR17@n la linea mutante debido a la faltaRgeH 1

Los genes estudiados fuer®pH1, Ppls33, Ppls72, PpLysPpABR170en los estadios de
desarrollo de protonema y gametoforo para la lisikestre y mutante. Se evaluo el nivel de
expresion relativa (R) del ggPpH1 en la linea silvestre en estadio gametoforo réspacestadio
protonema. Para el estudio del resto de los geresyalud el nivel de expresion relativa del mtant
respecto al silvestre para los estadios protonegaanetéforo (Tabla 4.2 y Figura 4.32).

Tabla 4.2Nivel de expresion relativa (R) de los genes dedés en condiciones estandar de crecimiento paradtadio
protonema y gametéforo realizado por triplicadoldg@o. El nivel de expresion relativo del gepH1 en la linea
silvestre se determind considerando el estadioeti#oro respecto a protonema, mientras que paraséb de log
genes, se calculd el nivel de expresion en la ime@ante frente a la silvestre. gam: gametéforotgpiprotonema.
Gen Muestra Promedio R Desviacion estandar
PpH1 wt proto / wt gam 1.1 0.7
Pp1s33 wt gam / 23 gam 6 4
Pp1s33 wt proto / 23 proto 0.21 0.03
Ppls72 wt gam / 23 gam 18 17
Ppls72 wt proto / 23 proto 1.0 0.3
PpABR170 wt gam / 23 gam 3.6 0.6
PpABR170 wt proto / 23 proto 4 1
PpLys wt gam / 23 gam 6 4
PpLys wt proto / 23 proto 1.4 0.5
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Figura 4.32Nivel de expresion relativa de los genes de estugstudio(A) genPpH1 empleando el par de cebadores
BQ8212 (B) genesPp1s33y Ppls72y (C) genesPpABR170 y PpLyd os valores determinados se indican en la tabla
anterior. El control de expresion relativa de utedminado gen se le asigna el valor 1 y corresp@ahdelor tedrico
determinado cuando se asume que la muestra dé¢oteaual al control. De esta forma, si los @8 guales para el
control y la muestra, el cociente de expresiontiselacorresponde a 1 unidad. Si el valor de expreselativa
experimental para el gen en estudio es mayor aitkad significa que este gen se encuentra sobresagho mientras que

si su valor es menor a la unidad, dicho gen estakexpresado (Pfaffl M. W., 2001). gam: Gametofqumto:
Protonema.

Los resultados mostrados en la figura 4.32 denmarespne la expresion del g@pH1 no varia
entre los estadios protonema y gametéforo enda Isilvestre.

Los genesPpls33y Ppls72se encuentran sobrexpresados en la linea mutespeato a la
silvestre en el estadio gametéforo. Por otra parela linea mutante el gétpls33se encuentra
subexpresado en el estadio protonema.

A su vez, se demuestra que el gg@ABR17Cen la linea mutante se encuentra sobreexpresado
para los estadios protonema y gametoforo al igaia pl gerPpLysen el estadio gametoforo.

4.8.2 Andlisis del nivel de expresion de los genEepH1, Ppls33, Ppls72, PpABR170 y
PpLys durante los distintos tipos de estrés abiotico da linea silvestre

Este estudio pretende evidenciar mediante PCRegpti final si en la linea silvestre los niveles
de expresion dBpH1, Ppls33 y Ppls&e alteran debido al estrés osmatico y/o salinsu Aez, se
estudiaron los niveles de expresiorRgABR170 y PpLyisajo las mismas condiciones de estrés.
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La muestra de ADN copia se obtuvo de cultivo sateeti condiciones de estrés osmatico (0.9
M de manitol) y salino-toxico (0.5 M de cloruro siedio) por 3 dias mientras que la muestra control
fue ADN copia del cultivo sin estrés. Los resulmde expresion relativa de los genes evaluados se
calcularon como se detalla en la seccion Materjalagtodos y se muestran en la Figura 4.33.

A) B)
250 -
23 Expresion PpH1 y Pp1s72 Expresion PpABR170 y Pplys

200

mPpHL = PpaABR1T0

= Ppis72 100 - = Pplys

0.5 -

0 A———

c P "
Control Manital . Control Manitol NaCl

Figura 4.33(A) Analisis del nivel de expresion relativa de losegPpH1 y Ppls7Zodificantes para histonas tipo H1
en la linea silvestr€B) Expresion de los gen@pABR170y PpLysbajo condiciones de estrés osmotico y salino-thxic

Tabla 4.3Nivel de expresion relativa en la linea silvesteelos genes de estudio en condiciones de estidticabEl
control tedrico corresponde a 1 unidad (Pfaffl M., \2001). Si el valor de expresion relativa es mayano indica|
sobreexpresion de este gen de lo contrario es praman. El gefPpls33no puedo ser amplificado de forma confiaple
en ninguna de las dos condiciones de estrés ahioétic
Gen Muestra Promedio R Desviacion estandar
PpH1 wt control / wt manitol 2.03 0.07
PpH1 wt control / wt salino 1.2 0.6
Pp1s33 wt control / wt manitol - -
Pp1s33 wt control / wt salino - -
Ppls72 wt control / wt manitol 0.8 0.1
Ppls72 wt control / wt salino 0.66 0.08
PpABR170 wt control / wt manitol 112 85
PpABR170 wt control / wt salino 93 23
PpLys wt control / wt manitol 74 44
PpLys wt control / wt salino 39 9

Los resultados obtenidos aqui demuestran que elcgdificante para la histonBpH1 se
encuentra sobreexpresado cuando se somete a daslinestre a estrés osmotico. A su vez, se
demostré que el geApls72se encuentra subexpresado en condiciones de estnégico o salino-
toxico. Por otro lado, no fue posible amplificarfdema confiable mediante PCR en tiempo real la
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histonaPpl1s33en condiciones de estrés salino y osmaético pexn sbndiciones estandar de cultivo.
Las réplicas técnicas de los Ct para los casosstiéseabiotico no eran aceptables ya que la
diferencia entre ellas era mayor a 0.5 llegandtusaca adoptar valores de 2 o, para algunos de los
casos, solo una de las muestras amplificaba.

Por otro lado, se demostré una sobreexpresiénsigdoes?pABR170y PpLysfrente a ambos
tipos de estrés. Este resultado concuerda con tep@tado por Ruibal (Ruibal, C., 2009) en donde
se demostré mediante Northern blot que estos ganeacontraban sobreexpresados si se sometia a
la linea silvestre a estas mismas condicionestdé&seabiodtico.

4.8.3 Analisis de perfiles de expresion génica en linea wt y mutante durante la
exposicion a estrés abiotico

Para evaluar el nivel de expresion de los genedicarttes de histonas tipo HApH1, Pp1s33,
Ppls72y los genes de respuesta a estrés abi®@ABR170 y PpLyen la linea mutante bajo
condiciones de estrés abidtico se procedi6 dgylaesite manera. El tejido vegetal fue expuesto por
3 dias a 0.5 M de cloruro de sodio (estrés sabmad), 0.9 M de manitol (estrés osmaético) y a 37°C
(estrés térmico) para extraer ARN. Posteriormesgdp retrotranscribié y se realizé un estudio por
PCR en tiempo real.

Estrés salino-téxico:

Los resultados obtenidos para este estudio demusteae el gePpls72, PpPABR170 y PpLys
se encuentran subexpresados en el mutante corct@speontrol wt (ver Tabla 4.4 y Figura 4.34).
Se destaca que el gépls33no pudo ser amplificado de forma confiable a pal®i ADN copia
obtenido bajo estrés salino. Las réplicas técnigatos Ct no fueron aceptables a pesar de que se
obtuvo buena amplificacion en las muestras siarmagnto.

Tabla 4.4Nivel de expresion relativa de los genes de estsdimetidos por 3 dias a 0.5 M de NacCl. El valdrcdatrol
tedrico corresponde a 1 unidad. Andlisis realizamictriplicado biolégico.
Gen Promedio R Desviacion estandar
Ppls33wt/23 - -
Ppls72wt/23 0.3 0.1
PpABR170nt/23 0.4 0.3
PpLyswt/23 0.3 0.2
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Figura 4.34Nivel de expresién relativa de los genes de estbdjo condiciones de estrés salino. Se grafickssn
valores experimentales reportados en la TablaSe5asumio, para el calculo de la expresion relatjue la muestra
control correspondio a la linea silvestre mientras la muestra a analizar fue la linea(2R]) GenesPpls33y Ppls72

(der) GenesPpABR170y PpLys

Estrés osmoético:

Los resultados del nivel de expresion relativa ae denesPpls72, PpPABR17§ PpLysno
muestran diferencia con respecto a la linea silwestmetida a este tipo de estrés. Al igual qua par
el estudio de estrés salino, no fue posible anoplifde forma confiable el gétpl1s33(Tabla 4.5 y
Figura 4.35).

Tabla 4.5Nivel de expresion relativa de los genes de estddrante estrés osmotico (manitol 0.9 M). El ARMN f
extraido luego de 3 dias de exposicion y fue erdplgmmra determinar la expresion relativa de loegamwdificantes
para histonas tipo HRp1s33y Ppls72junto con los genes de respuesta a estrés abRpicgsy PpABR170Andalisis
realizado por triplicado biolégico.

Gen Promedio R Desviacion estandar
Ppls33wt/23 - -
Ppls72wt/23 1.0 0.2

PpABR170nt/23 0.9 0.2
PpLyswt/23 0.8 0.2
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Expresion Ppls33 y Pp1s72 Expresion PpABR y Pplys
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Figura 4.35Nivel de expresion relativa de los genes de esthdjo condiciones de estrés osmético (manitol 0)9 M
(izg) GenesPpl1s33y Ppls72(der) GenePpABR170y PpLys

Estrés térmico:

La expresion relativa de los genepls33 Ppls72, PpABR17§ PpLysdemostré que, bajo
condiciones de estrés térmico, su nivel de expmessdmayor al control y por lo tanto estos genes se
encuentrarsobreexpresados si se compara la linea mutante silwestre (Tabla 4.6 y Figura 4.36).
Los datos obtenidos en este punto corresponderalisiande réplicas biolégicas realizadas por
duplicado.

Tabla 4.6Nivel de expresion relativa de los gerigsls33 Ppls72 PpABR170y PpLysluego de la exposicion de |a
linea silvestre y mutante a 37°C por 3 dias.
Gen Promedio R Desviacion estandar
Ppls33wt/23 3 1
Ppls72wt/23 2.8 0.3
PpABR170nt/23 2.4 0.4
PpLyswt/23 1.50 0.08
Expresion Ppls33 y Ppls72 Expresion PpABR y Pplys
R as R 3
td 25
35
31 2
5 1 15
24
15
- 1 - 1
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a + - - 04— e == —
Control Ppls33wt/23 Ppls72wi/23 Contral PRABRWL/23 Polys wi/23

Figura 4.36Nivel de expresion relativa de los genes de esthdjo condiciones de estrés térmico. La figuratritukos
valores representados en la tabla é26)) Genedpls33y Ppls72(der) GenePpABR170Q/ PpLys
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4.8.4 Determinacion semicuantitativa del nivel dexpresion de PpHSP16.4 mediante
PCR en tiempo final

Debido a que la eficiencia de los cebadores PpH&Ri6fue la adecuada para la cuantificacion
relativa del nivel de expresion del gepHSP16.4nediante PCR en tiempo real, se plante6 una PCR
en tiempo final. Para ello, se trabajo con dichelsadores y los ADN copia control y sometidos a
estrés abidtico por 3 dias tanto para la lineasile como para la mutante. A su vez, se ampkfico
gen que codifica para actina para normalizar lasids obtenidas (Figura 4.37).

PpHSP 16.4
PM (pb) wtg wtp 23p 23g NaClwt NaCl23 Manwt Man23 Temwt Tem 23
200 —> ———
100 ——> WS m— | —— G R o R SRR —— ———
Actina
200 — >
100 — — — — N — N N | W— ——

Figura 4.37Determinacién semicuantitativa del nivel de exjdreslel gen PpHSP16.4. Electroforesis en gel deoaga
al 2%. Arriba: Resultado de la amplificacion deh@pHSP16.4y abajo gen que codifica para la actina. Las magst
corresponden a gametoforo (g) y protonema (p)vadbs en condiciones estandar, y bajo condicioaessttés salino -
0.5 M de cloruro de sodio- (NaCl), osmético -0.9dd manitol- (Man) y térmico -37°C- (Tem) para lasestras
silvestre (wt) y mutante (23).

Las intensidades de bandas obtenidas se cuartiiigaor triplicado empleando el programa
ImageJ (rsbweb.nih.gov/ij/) y se establecio lagiéia entre la intensidad de la banda obtenida para

PpHSP16.4y para la actina. Los resultados de este an&esisuestran en la Tabla 4.7 y Figura
4.38.

Tabla 4.7Relacion entre las intensidades relativas pardbaaslas obtenidas por PCR en tiempo final
para los gene®pHSP16.4y actina. NaCl, manitol, térmico indican que lasiestras analizadds
corresponden a tejido vegetal sometido a estrésosixico por 0.5 M de cloruro de sodio, osmotico
por 0.9 M de manitol y térmico por incubacion a@78n todos los casos expuestos a 3 dias de estrgs.
Muestra Relacién Muestra Relacion
PpHSP16.4/Actina PpHSP16.4/Actina
wt gametdéforo 0.9 23 gametdforo 0.4
wt protonema 1.1 23 protonema 0.5
wt NaCl 0.9 23 NacCl 0.7
wt manitol 1.0 23 manitol 0.7
wt térmico 1.0 23 térmico 0.7
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1.2 - Expresién PpHSP 16.4

Hwt

m23

Expresion relativa
|PpHSP16.4/Actina)

Gametoforo Protonema NaCl Manitol Térmico

Figura 4.38Nivel de expresion del geRpHSP16.4 Este grafico evalGa el nivel de expresion de gste para los
distintos estadios de desarrollo (protonema y gafmet) de la linea silvestre (wt). Se analizé avsg, la linea silvestre
y mutante (23) frente a distintos tipos de esti#@étizo. NaCl, manitol, térmico indican que las rsinas analizadas
corresponden a tejido vegetal sometido por 3 disstrés salino-toxico por 0.5 M de cloruro de spdsmaético por 0.9
M de manitol y térmico por incubacion a 37°C.

Para el caso de la linea silvestre, pareceria istirexariacion en el nivel de expresion de
PpHSP16.4en los estadios de desarrollo protonema y gametdoluego de someter al tejido
vegetal a 3 dias de estrés térmico. Por otro paatecia que la linea mutante no presenta difexenci
a nivel de expresion de este gen si se comparansaettadios de desarrollo. Si se compara con el
nivel de expresion dBpHSP16.4en la linea silvestre, el mutante presentaria ubaxgresion del
mismo para condiciones estandar de cultivo.

Este estudio deberia ser repetido en un futuraugaetimismo se realizé con una Unica muestra
de material vegetal en estadio protonema y gamet§férente a condiciones de estrés abiotico.
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5. DISCUSION

En esta tesis se llevo a cabo un trabajo de gen@versa, el cual implicd la generacion de una
linea knockoutpara el genPpH1 (Ppl1s53 134V6romo forma de analizar su posible funcion.
Trabajando con esta linea se plante6é un andliastiféco en condiciones estandar de cultivo y
frente a estrés abidtico, una evaluacion de laticpe nucleosomal y ademas la expresion de otras
dos histonas tipo H1, Ppls83pls33 295V6Yy Ppls72(Ppls72_277V6)para analizar un posible
efecto compensatorio en la linkaockoutante la falta dd?pHL Los genes de respuesta a estrés
abiéticoPpABR170 (Ppls51_28V6), PpLys (Ppls4_282V6) y Pp6l8 (Ppls27_331V6jueron
analizados por PCR en tiempo real para evaluablgsstambios a nivel de la expresion de éstos por
falta de la histona PpHL1.

5.1 Obtencién del mutanteknockout estable para el gerPpH1

La generacién del mutantenockouten el musgoPhyscomitrella patense llevo a cabo
empleando la construccion plasmidica denominadaVgBIR-KOPpH1, lograndose la disrupciéon
del gen codificante para PpH1 mediante la integrapor recombinacién homologa del cassette de
selecciomptll. De esta forma, la resistencia al antibiotical&4le los clones obtenidos (Cateal,
2009) permitié la seleccién de los mutantes estable

Se obtuvieron 3 mutantes, denominados 18, 23 gr@f)s que el plasmido recombind de forma
homoéloga en el locuBpH1 mientras que en dos de ellos, el 23 y el 49, serebun Unico evento
de recombinacion exclusiva para este locus.

Segun Schween (2005), los transformantes obtemdediante polietilenglicol se les debe
realizar un estudio de ploidia ya que el procestratesformacion puede generar lineas poliploides
por fusion de protoplastos. Estas lineas puedetranadteraciones fenotipicas independientemente
de la presencia de mutaciones por insercion o idelete ADN por lo que en ausencia de este
control, se puede cometer el error de asignaaltasaciones fenotipicas observadas a la mutacién
del genPpHL Estudios de citometria de flujo demostraron goMas mutantes, el 23 y el 49,
presentaban el mismo perfil citométrico que ladisdvestre por lo que se descarta la posibilidad d
gue estos mutantes deriven de una fusion de pesimgsl.

Estudios de retrotranscripcion y PCR en tiempol finen tiempo real, demostraron la ausencia
del transcripto d®pH1len la linea 23, lo cual permite confirmar la neresalidad del geRpH1.

5.2 Estudio de la repeticién nucleosomal

En diversos trabajos reportados por Fan (€aal 2003; Faret al, 2005), en los que se habia
depletado o silenciado un gen codificante parahistana tipo H1 en ratones, se observé que dichos
mutantes presentaban cambios importantes en lectestr de la cromatina que incluian variacion en
el espaciamiento nucleosomal. Esto llevd a penssr la falta de PpH1 podria alterar el
espaciamiento entre nucleosomas por lo que seeplastlizar el experimento de digestion con
nucleasa de micrococo bajo las mismas condiciemstadas por Abreu (Abreu, C., 2009). En esa
ocasion, se lleg6 a la conclusion que no existii@nathcias entre el espaciamiento nucleosomal de la
linea silenciada para el gBpHZ1 con respecto a la linea control.
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A pesar de que exisitia un reporte previo de digesiel ADN deP. patenscon MNAsa
trabajando directamente con el material vegetalrg@dbC., 2009), en este trabajo fue imposible
digerir el ADN a pesar de que se sigud paso a @lgsmtocolo reportado. Para intentar resolver este
problema, inicialmente se varié las concentraciate®nzima empleadas hasta mas del doble que
las empleadas por Abreu y se aumenté el tiempmclgbacion con MNAsa hasta el triple de lo
reportado (Abreu, C., 2009) pero a pesar de estpdeo fue posible lograr una buena digestion. Por
otra parte, la actividad de la enzima fue corrotfa@reon una muestra de nidulanscuyo ADN pudo
ser digerido bajo las condiciones anteriormenterg®ss, |0 que permite afirmar que la actividad de
enzima era buena.

La MNAsa utilizada por Abreu de la marca Fermenpas, lo que para el presente trabajo se
utilizé la MNAsa de Thermo Scientifique segun el proveedor sustituyé a la primera lukgdta
compra de Fermentas por Thermo. Las dificultadesr@radas para la digestion del ADN podrian
ser explicadas por diferencias entre las dos erszipta ejemplo a nivel de la sensibilidad diferahci
de las mismas a la accion de inhibidores. Se destaposibilidad de que la alta metilacion del
ADN vegetal interfiera con la accion enzimaticda®NAsa.

5.3 Evaluacion fenotipica de la line&nockout

5.3.1 Analisis de velocidad de crecimiento y morfologia atroscopica

Desde este punto de partida, se planted iniciaknena evaluacion fenotipica de la linea
mutante y se estudid la velocidad de crecimientdadmisma en condiciones estandar de cultivo.
Inicialmente se buscaba encontrar diferencias issigammente significativas con respecto al
comportamiento de la linea silvestre.

El estudio macroscopico de la linea mutante enicmmés estandar de crecimiento demostro
que las coloniaknockoutno exhiben diferencias notorias a nivel fenotigcee las compara con la
linea silvestre.

Posteriormente, se analizé la velocidad de creaditmide la linea mutante y se la comparé con
la silvestre. En condiciones estandar de crecimjesg demostré que no existia diferencia entrs ella
como quedo6 demostrado en los gréaficos analizadtes skecion 4.8.1.

Considerando ambos resultados, se concluye queretgdificante para la histona PpH1 no
poseeria un rol evidente vinculado con el crecitoigndesarrollo de las colonias ya que no se
observaron diferencias en el estudio de velocidadrécimiento. Ademas, no participaria en el
desarrollo de la morfologia de las colonias yatangpoco se observaron diferencias macroscopicas
evidentes en el estado general de las mismas.n@argo, no puede descartarse un posible efecto
compensatorio en el cual la funcion de esta hiss@aasuplantada por otra variante de histona tipo
H1 (ver mas adelante).

5.3.2 Analisis macroscoépico, de contenido de clorofila ynuerte celular de la linea
mutante frente a estrés abidtico

Estudios previos en tomate demostraron que mutaotesin sileciamiento de una determinada
variante de histona tipo H1 (Scipptal, 2004) presentaban alteraciones fenotipicas fremstrés
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abidtico. A su vez, Abreu demostré que la lineansilada para PpH1 presentaba alteraciones
fenotipicas en comparacion con la linea silvestrando se la sometia a estrés salino-toxico,
osmatico y térmico. Estos hechos permitirian hifiwde que el mutantknockoutpara PpH1 podria
presentar diferencias con respecto al silvestreognliciones de estrés abidtico si esta histona se
encuentra vinculada a un rol en la respuesta a 8ptis de estrés.

Para evaluar una posible funcion del dggpH1 frente a estrés abidtico, se expuso la linea
mutante a estrés salino-toxico, osmoético y térnyicge evalud cualitativamente el comportamiento
fenotipico de las colonias y cuantitativamenteogitenido de clorofila y el nivel de muerte celular

En una primera etapa se evaluo si la linea mutaststiria al estrés salino-toxico por cloruro de
sodio (0.25 y 0.5 M), osmoético por manitol (0.4.9 ®1) y térmico (37°C). Para todos los casos se
demostré que la linea mutante resistia al estrégiey ademas presentaba un comportamiento
macroscopico similar a la linea silvestre. S ensayalistintas concentraciones y tiempo de estrés
encontrando que las condiciones de 0.5 M de clodersodio, 0.9 M de manitol y 4 dias de
exposicion a 37°C generan efectos mas notoriosagncdlonias. Estas condiciones fueron las
seleccionadas para analizar cuantitativamentedapsgacion de las mismas lo largo del tiempo,
mediante dosificacion de clorofila y evaluacion diekel de muerte celular.

Estrés salino-toxico: exposicion de las colonias hibdias a 0.5 M de cloruro de sodio

Los resultados obtenidos para la recuperacion steésesalino-toxico indicarian que no existe
diferencia en el comportamiento de la linea 23 emparacion con la silvestre para los dias de
recuperacion en los que se realizo este estudio.

Por otro lado, los resultados obtenidos durantedaperacion fueron similares a los observados
por Abreu para algunos tipos de estrés estudideioxambio, para otros tipos de estrés la linea
silenciada present6 algunas diferencias con la kneckout

Es importante considerar en esta discusion quiméa Isilenciada obtenida por Abreu no se le
estudi6 el nivel de ploidia e incluso no se llewdabo un estudio de Southern blot para evidentiar e
numero de integraciones del cassette empleado.eNausde descartar entonces que dicha linea
puede ser producto de fusion de protoplastos asaajue el cassette empleado se haya integrado en
mas de un locus. Esta integracion podria haberridouen algin gen o incluso en regiones
promotoras o potenciadoras del mismo que afectealgima forma la recuperacién del mutante al
estrés salino-téxico. No se puede descartar elchdelque el silenciamiento épH1 en esta linea
haya provocado un silenciamiento de las otras f@ssil debido a la alta homologia presente entre
ellas.

Estrés osmatico: exposicion de las colonias podies a 0.9 M de manitol

El analisis cuantitativo realizado a las coloniaslal linea mutante durante la recuperacion no
mostré diferencias en el contenido de clorofilayente celular con respecto al control silvestre. Po
otro lado Abreu planteaba que la linea silenciadatraba menor cantidad de clorofila con respecto
al control hasta aproximadamente el dia 10 postsedEsto no fue observado para el caso de la linea
knockout La posible explicacion de esta diferencia eslama la planteada para lo observado en
estrés salino-téxico.
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Estrés térmico: exposicion de las colonias porasdi 37°C

Por ultimo, el andlisis del efecto térmico en tediknockoutse llevéd a cabo incubando colonias
de la linea 23 vy silvestre a 37°C por 4 dias pastepiormente analizar el contenido de clorofila y
muerte celular durante la recuperacion de las @dohos resultados de dicho analisis demuestran
gue no existen diferencias entre la linea mutatadipea silvestre.

El experimento térmico realizado por Abreu, a difeia del planteado en esta tesis, fue llevado
a cabo a 37°C por 4 dias pero en oscuridad, erestoéa donde no fue controlada la humedad. A
pesar de que los resultados no son del todo coblparga que las condiciones de estudio fueron
diferentes, ni la linea mutante ni la silenciadastrason diferencias en la recuperacion frente al
control silvestre.

En conclusiéon

Considerando el comportamiento de la linea mutéetete a los diferentes tipos de estrés
abidtico estudiados, los resultados indicarian gugenPpH1 no jugaria un rol evidente en la
resistencia y recuperacion de patensfrente a estos tipos de estrés o, como fue meadion
anteriormente, una de las variantes de histonaHippodria suplantar su funcién como parte de un
efecto compensatorio ante la falta de este gen. edibargo, seria interesante evaluar su
comportamiento frente a hormonas y otros tipos stee® abiotico y bidtico como falta de luz,
temperaturas bajas o por microorganismos patdgenos.

5.4 Analisis de un posible efecto compensatorioegiante Western blot

Debido a que el analisis fenotipico cualitativo yamtitativo de la linea mutante frente a
condiciones estandar de cultivo o frente a esti#tiao no arrojaron evidencias de que PpH1 juegue
un rol importante en el desarrollo, velocidad dectniento y/o respuesta a estrés abidtico, es
importante considerar entonces un posible efectopeasatorio por parte de otras variantes de
histonas tipo H1 que suplanten la funcion de léohe deletada. Como estrategia experimental para
evaluar esta posibilidad, se recurrié a un ensayd/dstern blot.

Para el revelado del mismo se considerd la compraurd anticuerpo anti-histona tipo H1
desarrollada parR. patensy vendido por la compafia Agrisera (http://wwwisgra.com). Dicho
anticuerpo, al momento que se realizé la consulttaecompafiia, estaba bajo validacion por una
empresa colaboradora independiente de Agrisergudoimpidié saber la posible fecha de venta.
Debido a esto, el estudio por Western blot no stopealizar bajo condiciones ideales y debio
recurrirse a un anticuerpo policlonal anti-H1 human

El ensayo de Western blot realizado sobre extrapimgeicos totales empleando dicho
anticuerpo revel6 una banda de intensidad muy tén8@ KDa (peso molecular esperado para la
histona PpH1) tanto para la linea silvestre coma [gamutante. A esta altura de peso molecular, se
encuentra otra posible histona tipo H1, Pp1s22§ KDa las posibles histonas Pp1s3 y Pp1s72.

La baja intensidad registrada no permitio determmiaexiste algun cambio de intensidad
asociado a la falta de PpH1. A su vez, tampoco @uedcluirse si existe 0 no un mecanismo de
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compensacion notorio por parte de Ppls27. Sin digima, este experimento deberia ser repetido
en un futuro luego de la compra de ese anticuespec#ico para este organismo.

5.5 Analisis y caracterizacion de los gen&p1s33 y Ppls72

Debido a que el ensayo de Western blot no permtidenciar un posible efecto compensatorio,
se planted la caracterizacion de otras histonasHip en este organismo para luego determinar su
nivel de expresion y evaluar, de esta forma, uibpmsfecto compensatorio.

Ademas de caracterizar la histona PpH1, Abreu ififlght5 posibles secuencias codificantes
para histonas tipo H1 éh patenen base a homologia a nivel aminoacidico conmimio globular
de histonas tipo H1 de diversos organismos. En tesia se realiz6 una actualizacion de dichos
resultados, concluyendo que las posibles histonas ser caracterizadas serian
Ppls33 295 (Alias Phypa 2064100 Ppls72_277 (Alias Phypa 232290 Ppls3_ 400 (Alias
Phypa 64749y Ppls27_17%Alias Phypa 70268

Se decidié analizar semi-cuantitativamente, en [daBd-PCR en tiempo final, cuales de los
transcriptos eran mayoritariamente expresadosseoodiadiciones estandar de cultivo a pesar de que
existen reportados ESTs en la base de datos Géigat@s Los resultados de electroforesis en gel
de agarosa demostraron que sélo los gepds33y Ppls72fueron amplificados a partir de ADN
copia mientras quBpls3y Ppls27no se lograron amplificar. La ausencia de ampldién podria
asociarse con la falta de expresion o con un raglscripcional bajo, no detectable mediante
retrotranscripcion y PCR en tiempo final.

Para analizar la localizacién sub-celular de Pp3sBB1s72 la estrategia experimental consistio
en fusionar la proteina codificada por ambas setasra GFP y transformar hojas de tabaco con
dichas construcciones. Las observaciones al migpiscconfocal demostraron que ambas poseen
localizacion nuclear al observarse colocalizaciiineeGFP y el colorante nuclear DAPI.

Estos resultados sumados al analisis de homol@jjidodninio globular y estudios bioquimicos
para estas proteinas: peso molecular, punto iddetamumero de residuos de cisteina y triptéfano
analisis del dominio Ct reportados por Abreu (Abréy 2009), permitieron afirmar quRpls33y
Ppls72podrian ser histonas tipo H1 Bepatens

5.6 Evaluacion del nivel de expresion de las histas Pp1s33 'y Ppls72

Para evaluar los niveles de expresiorPgés33y Ppls72se empled la metodologia de PCR en
tiempo real debido a su alta sensibilidad en coagdn con PCR a tiempo final. Para ello se
determind el nivel de expresion relativa de dicheses trabajando con la ecuaciéon establecida por
Pfaffl (Pfaffl MW., 2001). En un principio, se pl&ad una evaluacion del nivel de expresion de las
histonasPpH1, Ppl1s33/ Ppls72bajo condiciones estandar de cultivo en los difiee estadios de
desarrollo protonema y gametoforo y frente a estbéstico.

En este punto se esta considerando, al igual qadamconclusiones obtenidas en la evaluacién
del nivel de expresion relativa de genes vinculadms la respuesta a estrés abiotico, que los
transcriptos son traducidos a proteinas sin soseeterun mecanismo de regulacion asociado con la
degradacion de los mismos o a la inhibicion de-aduccion.
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Andlisis de la expresion de las histonas PpH1, BRYsPpls72 en la linea silvestre en condiciones
estandar de cultivo y frente a estrés abidtico

Para completar los estudios realizados por Abrereda histona PpH1, se decidi6 analizar si el
nivel de expresion de la misma difiere entre ldadies protonema y gametéforo. Los resultados del
nivel de expresion relativa realizados por triglicdioldégico demuestran que no existiria diferencia
entre los estadios protonema y gametoforo (FigLda)4

Por otro parte, empleando el motor de busquedav@stigator (www.genevestigator.com) se
analizo la expresion de los gerigels33y Ppls72en condiciones estandar de cultivo en protonema
y gametoforo encontrandose que el nivel de expmed& ambas variantes no difiere entre estos
estadios de desarrollo.

A su vez, se analiz6 la expresionRlgH1 frente a estrés abiotico (salino-toxico y osmgteo
las mismas condiciones en las cuales fueron realizdos experimentos fenotipicos pero
considerando 3 dias de exposicion. Se demostrérepie a estrés osmotico dicho gen se encontraba
sobreexpresado (Figura 4.33).

En paralelo, se analizé el nivel de expresion inglatle Ppls72frente a dichas condiciones
demostrando que para la linea silvestre existesubaxpresion del geRpls72en ambos tipos de
estrés abidtico estudiado (Figura 4.33). Se desijaeael gerPpls33no pudo ser amplificado de
forma confiable.

Evaluacion del nivel de expresion de las histongds33 y Ppls72 en la linea mutante en
condiciones estandar de cultivo y frente a estt@dtao

El mecanismo de compensacion propuesto en losfpsireateriores ha sido demostrado en
otros trabajos (Rabiret al, 2000; Jerzmanowski A., 2007) en donde se genel@meas mutantes
para diversas histonas tipo H1 demostrandose gfadtdao disminucion del nivel de expresion de
una variante dada generaba un aumento en el névelxdresion de otra variante. Esto permite
hipotetizar que la falta depH1 podria generar una alteracion en la expresioraslesdriantes de
histonas tipo H1.

Para demostrar esta hipotesis, se comparo el awvekpresion de las histondgls33y Ppls72
en condiciones estandar de desarrollo, para lesliestde protonema y gametéforo entre la linea
silvestre y mutante (Figura 4.32). El analisis pglicado biologico de estas histonas demostraron
gue para el caso d&pls33existian diferencias de expresion con respecto lenéa silvestre. Se
observd una sobreexpresion en la linea mutanté estaglio gametdforo mientras que en la misma
linea se observo una subexpresion de este gerestadio protonema. Por otro lado, el analisisade |
histonaPpls72no demostré diferencias de expresion entre lalgi@estre y mutante para ambos
estadios de desarrollo estudiados (Figura 4.32). figrmitiria afirmar que el aumento en el nivdl de
transcripto dé’pls33podria asociarse a un efecto compensatorio pardal PpH1.

Posteriormente, se decidié evaluar que sucediakaivel de expresion relativa de los genes
Ppls33y Ppls72en la linea mutante frente a estrés abiotico. iImarka exposicion a estrés salino-
toxico Ppls72se encuentra subexpresado mientras que frentérés é8rmico se observd una
sobreexpresion de ambos gerfgs]ls33 y Ppls7ZEsta sobreexpresion podria asociarse a un efecto
de compensacion.
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El posible efecto de compensacién por parte dedasntes de histonas mencionadas sugiere
gue las mismas podrian suplantar la funcion de RpHiYel del desarrollo, crecimiento o respuesta
frente a estrés abidtico estudiado. Sin embarg@ pader afirmar efectivamente que existe tal
mecanismo de compensacion por parte de las vasientel mutant&nockoutparaPpH1, frente a
condiciones estandar de crecimiento o frente @&sstbiotico, se deberia realizar un estudio de
Western blot cuantitativo para evaluar si existecambio en el nivel de sintesis proteica de las
distintas variantes en la linea mutante frente siNastre. Para ello, se podria generar anticiserpo
especificos contrBpls33y Ppl1s720 incluso agregarles un tag de histidina, en uaymsealizado
en paralelo para ambos genes. Un posible auments erariantes estaria asociado a un mecanismo
compensatorio en la line&nockout A su vez, podria plantearse un experimento de
inmunoprecipitacion cromatinica seguido de secaenmi para evaluar si existe una interaccion
diferencial en las regiones de la cromatina queractia PpHL1 y las variantes de histonas tipo H1 en
la linea silvestre y mutante.

Otro experimento alternativo para comprobar quehla®nas Pp1s33 o Ppls72 juegan un rol
ante la falta d€’pH1 seria un experimento de doble vy triple mutaki@ckoutpara estas histonas.
Este experimento consistiria en generar una limeplesknockoutpara los genes Ppls33 y Ppls72,
doble knockoutparaPpH1 - Ppls33y PpH1 — Ppls72 triple knockout pard®PpH1l, Ppls33y
Ppls72y evaluar mediante andlisis fenotipicos y de esipreel comportamiento de estas lineas. De
exisitir diferencias al comparar la linea simpleckoutpara los geneBpls330 Ppls72con las
lineas doble y triple mutantes se podria argumemtaol compensatorio por parte de estas variantes
de histonas tipo H1.

5.7 Evaluacion del nivel de expresion de los genele respuesta a estrés abidtico
PpABR170, PpLysy PpHSP16.4

El estudio de los gend3pABR170 PpLysy PpHSP16.4durante la exposicion de la linea
silvestre a estrés salino-toxico, osmoético y téanja habia sido realizada previamente por Ruibal
(Ruibal, C., 2009). En este estudio se demostrdjante experimentos de Northern blot, que luego
de la exposicidon por 24 horas de colonias silvesdrdichos tipos de estrés, se inducia la expresion
de estos genes. Este mismo estudio fue llevadb@eara el presente trabajo de tesis mediante PCR
en tiempo real pero destacando que la exposiciéndalizada por 3 dias en vez de 24 horas. Los
resultados obtenidos de triplicados biolégicos aendan con lo reportado por Ruibal, los genes
PpABR170y PpLysse encuentran sobreepresados frente a estrés-sadioo y osmaético (Figura
4.33).

Planteando la misma metodologia de trabajo mend@éea el parrafo anterior, se comparo el
nivel de expresion de los genegABR170y PpLysen condiciones estandar de cultivo para la linea
mutante (Figura 4.32) mediante PCR en tiempo Raala el gen de estudRpABR170se demostro
una sobreexpresion en la linea mutante para lasliestde desarrollo protonema y gametéforo al
igual que para el caso epLysen el estadio gametoforo. Sin embargo, no se wbsera diferencia
en el nivel de expresion de este gen para el espadionema. Los estudios de expresion relativa del
gen PpHSP16.4mediante PCR en tiempo final mostraron que parboanestadios de desarrollo,
protonema y gametoéforo, este gen pareceria encemtsabexpresado en la linea mutante (Figura
4.38) en comparacion con la linea silvestre enicarkes estandar de cultivo.

Bajo condiciones de estrés salino-toxico se demasta subexpresion dRpPABR170y PpLysy
una sobreexpresion de los mismos bajo condicioaestiés térmico en la linea mutante.
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Los resultados obtenidos demuestran que la falpttl provoca una alteracion de los niveles
de expresion de los genes relacionados con elsesiéticoPpABR170, PpLyy PpHSP16.4en
condiciones estandar de cultivo y bajo estrés @bioDe esta forma se demostra drpEH1 podria
estar asociado a un rol especifico a nivel dedalaeion de la transcripcion de genes especificos y
gue su funcidon no puede ser totalmente suplantaddas otras variantes de histonas tipo H1
presentes en el organismo. También se podria aslacialta dePpH1 a un estado de estrés
constante que provoca que los genes de respuestéa abidtico posean un nivel de expresion
relativa mayor en la linea 23 en condiciones estiadd cultivo. Es importante destacar el hecho de
gue es probable que no sélo estos genes se emueasregulados en comparacion con la linea
silvestre, por lo que se deberia realizar un estuldi expresion global de genes ya sea por
microarreglos o secuenciacién masiva que permittematificar todos aquellos genes se encuentran
desregulados y evaluar asi, el rol general de Ririb inhibidor o activador de la expresion génica.

Para evaluar la presencia y ubicacion de variatgdsstonas tipo H1 en regiones promotoras de
los genesPpABR170PpLysy PpHSP16.4se podria realizar un estudio de digestion con M&NA
seguido de hibridizacion con una sonda que rec@ndiha region reguladora. Variaciones en los
tamanos revelados entre la linea wt y mutante deantan una diferencia en el posicionamiento
nucleosomal a nivel de los promotores de estossgengue permitiria asociar dichos cambios a una
mayor accesibilidad por parte de la maquinariastapcional. Cabe mencionar que primeramente se
deberia poner a punto la digestién con MNAsa dielaeegetal.

Como alternativa a dicho experimento, se podrilzezauna inmunoprecipitacion cromatinica
(ChIP) con anticuerpos anti PpH1 y anti Pp1s33 d4skPp, seguida de PCR en tiempo real
cuantitativo (Mukhopadhyayet al 2008) empleando primers especificos para lasomegi
promotoras de los genes de reespuesta a estréso [grar poner a punto este experimento se
podria realizar una amplificacion coandom primersdel ADN obtenido por ChIP, seguido de un
Southern blot empleando una sonda que reconozda garla region promotora. Un resultado
positivo para la amplificacion luego de la pre@pibn empleando anticuerpos anti Pp1s33 o Pp1s72
en la linea mutante y un resultado negativo erinkzal silvestre, frente a condiciones estandar de
cultivo o a estrés abiodtico, implicara la preserdgala variante de histona tipo H1 estudiada en la
region del promotor dado. De esta forma se podgidicar la alteracion en el nivel de expresion de
estos genes en la linea mutante y de esta forntaidr a PpH1 un rol en la regulacion de los
mismos.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Conclusiones

El nivel de expresion relativa del gBpH1 no presenta diferencias entre los estadios
de desarrollo protonema y gametoforo para la léilgastre, lo que podria indicar que

este gen no esta involucrado en la diferenciacgestios tejidos.

Se demostré la no esencialidad del gen PpH1 engahismoP. patensya que fue

posible generar una lingaockoutpara este gen.

La linea mutante no exhibe diferencias fenotipitade velocidad de crecimiento en
condiciones estandar de cultivo respecto a la I&ilgastre, lo que indica quepH1

no posee un rol en estos procesos.

No se registraron diferencias en relacion a mogialocontenido de clorofila y muerte
celular entre eknockouty la linea silvestre durtante estrés salino-tgxasmaotico o

térmico.

Las proteinas codificadas por las secuendtgds33y Ppls72 presentan una
localizacion nuclear y muestran todas las caratiests bioquimicas de una histona
tipo H1. De esta forma se demuestra que hasta slemo P. patensposee tres

histonas tipo H1.

El estudio de la expresion relativa mediante PCResmpo real de genes codificantes
para histonas tipo HPpl1s33y Ppls72demostraron que los mismos presentan
diferencias en el nivel de expresion si se compmiinea mutante con la silvestre

frente a condiciones estandar de cultivo e incfumote a condiciones de estrés. Esto
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sugeriria que las variantes de histona tipo P{1s33y Ppls72.estarian asociadas a

un posible efecto de compensacién en la linea nautamente depHL

La desregulacion de la expresion de los g&@SBR170, PpLyg PpHSP16.4en la

linea mutante demuestra que PpH1 podria estaragsoaiun rol especifico a nivel de
la regulacion de la transcripcion de genes espesifiAdemas su funcion no podria
ser suplantada por las otras variantes de histijpadd1l presentes en el organismo.
Por otro lado, no se puede descartar que la falesth histona provoque un efecto de
estrés constante en la linea mutante asociadomardaa en los niveles de expresion

de dichos genes.

El estudio de repeticidn nucleosomal podria repetintentando una optimizaciéon en
el procedimiento de extraccion de nucleos comaretea a trabajar directamente

con el tejido vegetal.

El estudio de Western blot deberia realizarse eanglie un anticuerpo especifico
contra histonas tipo H1 d& patensu anticuerpo anti-H1 diferente al empleado aqui.
De esta forma, se espera que las bandas corresptasda histonas tipo H1 se revelen

de forma mas clara.

El analisis de las posibles modificaciones en etinile metilacion CpG de diversas
secuencias gendémicas en la linegeckouten comparacion con la silvestre podra

vincular la falta de la histona PpH1 con el gradartetilacion CpG.

Evaluar el comportamiento dihockoutfrente a distintas hormonas y otros tipos de
estrés abiotico y no abidtico como falta de lumpgeraturas bajas o incubacion con
Pectobacterium carotovorursubsp.carotovorum Esto permitiria determinar si la

histona PpH1 juega un rol importante en estos aagssinducida por patdogenos.
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v' El estudio de la compactacion de la cromatina alrde las regiones promotoras de
los genes de respuesta a estrés abidtico pernatiebzar el hecho de que la falta de
esta histona provoque mayor accesibilidad a la maga transcripcional. Este hecho
permitiria explicar el porque se observa un maywelnde transcripcion de estos

genes en la linea mutante bajo condiciones estéedaultivo.

v El analisis de expresion de transposones en la limgante permitiria evaluar si la
falta dePpH1 podria relacionarse con un aumento en su expresiino lo revelan
estudios actuales (Vujatovic et al, 2012). Se @oddpecular que la falta de PpH1
podria alterar la estructura cromatinica de regiatet genoma que normalmente se
encuentran silenciadas y ocasionar un aumento expeesion de estos elementos

transponibles.
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8. ANEXO

Svecies/Abbry

1. Physcomitrella.Ppls3 400V6-Phypa 64749

2. Physcomitrella PplaZ7 179W6-Phypa 70268
3. DPhyscomitrella Ppls33 295Ve-Phypa Z06£410
4. Physcomitrella Pplss3 134Ve-BLB27028

5. Physcomitrella. Ppls72 277V6-Phyps 232250
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Figura Anexo 1: Alineamiento de secuencias aminoacidicas de las posibles histonas tipo H1 en Physcomitrella
patens.
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