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Resumen

Las plantas se ven sometidas a un sinnimero de condiciones ambientales desfavorables con
las cuales deben lidiar dada su condicién de organismos sésiles. Estas condiciones
desfavorables constituyen factores de estrés frente a los cuales las plantas son capaces de
responder a nivel fisioldgico y morfolégico asi como bioquimica y molecularmente. El estrés
puede ser bidtico, si es causado por otros organismos o compuestos derivados de ellos o
abidtico si los factores que lo promueven son ambientales.

Un trabajo anterior realizado en nuestro laboratorio permitié identificar dos genes de
Physcomitrella patens (PpABR100 y PpABR170) que son fuertemente inducidos por el
tratamiento con la hormona acido abscisico y por condiciones de estrés abidtico que incluyen
el estrés salino y osmético.

En este trabajo se utilizaron dos modelos vegetales distantes evolutivamente entre si y se
estudié la relevancia funcional de PpABR100 y PpABR170 en la respuesta adaptativa al estrés
abidtico. Los dos modelos de estudio fueron, por un lado, el musgo Physcomitrella patens,
perteneciente a la familia de las briofitas, y por otro lado la soja (Glycine max), una
angiosperma dicotiledénea.

Physcomitrella patens, es una planta avascular que se ha convertido en un modelo vegetal
debido a su facilidad para realizar estudios de genética reversa. Esta planta se destaca por su
resistencia al estrés abidtico y es considerada una fuente de genes para el mejoramiento de
especies cultivadas. Por su parte, la soja es un cultivo de gran interés agronémico, por lo que
se han desarrollado multiples herramientas moleculares para su estudio. Ademas se posee
acceso a germoplasma de cultivares con distinto grado de tolerancia al estrés abiético.

Con el objetivo de evaluar la funcién de estos genes en la tolerancia al estrés en Physcomitrella
patens se generaron mutantes KO y plantas que sobreexpresan el gen PPABR100. No se logré
obtener mutantes KO para el gen PpABR170. Los analisis fenotipicos de plantas con expresion
alterada del gen PpABR100 permiten sugerir una vinculacién de este gen principalmente con la
respuesta a metales pesados.

La busqueda de genes ortdlogos de PpABR100 en genomas de plantas superiores permitid
constatar la ausencia de genes con similitud de secuencia con el mismo en los genomas
analizados de plantas con semillas. Sin embargo, la proteina deducida de PpABR100 tiene
similitud significativa con una proteina del helecho Osmunda japonica que se localiza en los
cloroplastos de las esporas verdes de esta planta.

El gen PpABR170 codifica para una proteina del tipo lipasa GDSL que tiene un dominio
fasciclina C-terminal. No se encontraron genes que codifiquen lipasas GDSL y que a su vez
contengan el dominio fasciclina en genomas de plantas superiores. Sin embargo, todos los
genomas analizados (Arabidopsis thaliana, Oriza sativa, Glycine max) presentan numerosos
genes codificantes de lipasas GDSL, asi como genes de fasciclinas.

Se analizaron en profundidad los genes de soja con dominios lipasa GDSL y fasciclina
identificandose varios genes candidatos que podrian estar participando en la respuesta de esta
leguminosa tanto al estrés bidtico como el abidtico. Se estudié la expresion de tres de ellos



GLIP4, GLIP16 y FAS28 y en particular se encontraron evidencias de una potencial actividad de
la lipasa GDSL GLIP4 alterando el crecimiento bacteriano.




Abreviaturas

ABA
Cds
Chl
EST
G2004
GLIP
Int
KO
LEA
HR
HSP
NHE)
PQ
PSI
PSII
ROS
SA
SE
SSH
TGR
Wt
Xis

Acido abscisico

Secuencia codificante

Clorofila

Marcador de secuencia expresada
Grandsen 2004

GDSL lipasa

Integrasa

Mutante nulo

Abundantes durante la embriogénesis
Recombinacidn homdloga
Proteinas de shock térmico

Unién de extremos no homologos
Paraquat

Fotosistema |

Fotosistema Il

Especies reactivas del oxigeno
Acido salicilico

Sobreexpresante

Sustraccién por Supresion e Hibridacién
Reemplazo dirigido de secuencias
Tipo salvaje

Exisionasa




Introduccion

Las plantas son organismos sésiles y por lo tanto deben convivir con una gran variedad de
condiciones ambientales adversas. Esto determina que los mecanismos de respuesta a
situaciones desfavorables hayan proliferado y se hayan diversificado en funcién de los
distintos factores de estrés a las que las mismas se ven expuestas.

Un factor de estrés se define como cualquier estimulo que determine que una planta no se
desarrolle en su maximo potencial. Los factores de estrés pueden ser divididos en dos grandes
grupos, el bidtico y el abidtico. El estrés bidtico es aquel impuesto por otros organismos o
compuestos derivados o generados de la interaccion con ellos, en tanto que el estrés abidtico
es generado por factores ambientales como ser la temperatura, la salinidad o la composicion
de nutrientes del suelo, exceso y la falta de agua o la exposicidn a sustancias téxicas.

Las plantas responden al estrés a nivel morfolégico, fisioldgico, bioquimico y molecular. Para
entender las respuestas moleculares de las plantas al estrés abidtico es necesario primero
explorar las consecuencias a nivel celular de cada tipo de estrés y como éstas se correlacionan.
Los distintos tipos de estrés generan sefiales que son integradas y determinan una respuesta a
cada situacién, en muchos casos distintas situaciones de estrés tienen los mismos efectos a
nivel celular. Asi por ejemplo, tanto el estrés hidrico, como el frio o la salinidad, determinan un
aumento en la concentracion de los solutos intracelulares derivando en estrés osmotico
(Chinnusamy et al., 2004).

Otro componente comun de varios tipos de estrés es el estrés oxidativo. El exceso de luz, la
presencia de sustancias toxicas como metales pesados o sales y cualquier otro fenédmeno que
derive en la afectacion de la maquinaria fotosintética o la maquinaria mitocondrial, incluyendo
la respuesta a patdgenos, tendran como efecto la formacidn especies reactivas del oxigeno
(ROS) y por lo tanto de estrés oxidativo.

Ademas de este efecto comun se identifican consecuencias particulares de cada estimulo, por
ejemplo el frio ademas del estrés osmoético genera una disminucién en el metabolismo celular
y un descenso en la solubilidad de las membranas. El estrés salino, por su parte, suma al efecto
osmatico la toxicidad del sodio.

Estrés por frio

Cada planta tiene requerimientos especificos de temperatura. Un conjunto de condiciones de
temperatura que son las éptimas para una planta pueden ser un factor de estrés para otra.
Muchas plantas, especialmente aquellas que son nativas de ambientes templados, exhiben
sintomas de dano cuando son expuestas a bajas temperaturas aunque las mismas no lleguen a
ser temperaturas de congelamiento (Lynch, 1990). Algunos de los efectos que puede tener la
exposicion prolongada de las plantas a temperaturas bajas son la reduccion de la expansién de
las hojas, la clorosis e incluso necrosis. El frio ademas afecta severamente el desarrollo
reproductivo de muchas plantas (Jiang et al., 2002).

Por otro lado, las temperaturas de congelamiento pueden inducir dafos severos en las
membranas (Steponkus, 1984). Este dafio es debido principalmente a la deshidratacion aguda

10



asociada con la congelacion. La membrana lipidica estd principalmente compuesta por dos
tipos de acidos grasos, los insaturados y los acidos grasos saturados. Los acidos grasos
insaturados tienen uno o mas dobles enlaces entre dos atomos de carbono mientras que en
los acidos grasos saturados los atomos de carbono se encuentran totalmente saturados por
atomos de hidrégeno.

Los lipidos que contienen acidos grasos saturados solidifican a temperaturas mas altas que
aquellos que contienen acidos grasos insaturados. Por lo tanto, la proporcién relativa de acidos
grasos insaturados en la membrada influye poderosamente en la fluidez de la misma
(Steponkus, 1984). La temperatura a la cual la membrana pasa de un estado semifluido a un
estado semicristalino es conocida como temperatura de transicién. Las plantas sensibles al frio
usualmente tiene proporciones mas altas de acidos grasos saturados y por lo tanto una
temperatura de transicién mayor.

El frio en plantas sensibles suele causar dafios estructurales y disfunciones metabdlicas
(Kacperska, 1989). En conjunto, el efecto final del enfriamiento es la pérdida de integridad de
la membrana, con la consecuente pérdida de electrolitos. A su vez, la integridad de los
organelos intracelulares también se puede ver afectada, perdiéndose asi la
compartimentarizacién, reduciéndose la tasa fotosintética y afectando el ensamblado de
proteinas y procesos metabdlicos en general.

En el caso del congelamiento, |la causa real del dafio mas alla de las bajas temperaturas es la
formacion de hielo extracelular. Los tejidos deshidratados como las semillas y las esporas de
los hongos, pueden sobrevivir a temperaturas muy bajas sin ningun sintoma de dafo puesto
qgue el bajo contenido de agua no promueve la formacion de cristales de hielo. Incluso la
criopreservacion, un método comun para guardar semillas y otros materiales bioldgicos, esta
basada en lograr la solidificacion del agua sin la formacién de cristales.

Las respuestas adaptativas a condiciones de estrés generalmente involucran la activacién de la
expresidn génica. El grupo mas importante de genes inducidos por el frio codifica polipéptidos
pertenecientes a la familia de las proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant). Muchas de
estas proteinas son sintetizadas durante la Ultima fase de la embriogénesis justo antes a la
desecacion de la semilla asi como en tejidos vegetativos en respuesta al estrés por
deshidratacion (Close, 1997; Dure, 1993; Ingram 1996). Estas proteinas del tipo LEA son
mayormente hidrofilicas y muchas tienen una composicién aminoacidica simple con motivos
de secuencias aminoacidicas repetidas.

Estrés salino

La salinidad constituye un estrés compuesto. Por un lado, causa estrés hiperidnico y por otro,
genera un estrés hiperosmotico. Los depdsitos de sal en los suelos generan un menor potencial
hidrico aumentando la dificultad de la planta para adquirir tanto agua como nutrientes. Por lo
tanto, el estrés salino esencialmente resulta en una deficiencia hidrica en la planta y a nivel
fisiolégico es tomado como un estrés hidrico. Virtualmente cada aspecto de la fisiologia de las
plantas asi como del metabolismo celular es afectado por el estrés salino y el hidrico.
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Entre los principales dafos que causa el estrés salino a la célula se encuentra la disrupcién del
equilibrio idnico. En el caso del sodio, el mismo es téxico para el metabolismo celular y tiene
un efecto deletéreo en el funcionamiento de ciertas enzimas (Niu et al.,, 1995). Altas
concentraciones de sodio pueden causar un desbalance osmético, la desorganizacién de la
membrana y una reduccion del crecimiento, de la division celular y la expansién celular. Los
altos niveles de sodio también conducen a la reduccién de la fotosintesis y a la produccion de
ROS (Flowers et al., 1977; Greenway y Munns, 1980; Yeo, 1998 y Flowers et al., 1992).

Una de las mayores consecuencias del estrés inducido por NaCl es la pérdida de agua
intracelular. Para prevenir la pérdida de agua y proteger las estructuras intracelulares, las
plantas acumulan varios metabolitos que son también conocidos como solutos compatibles.
Estos solutos no inhiben las reacciones metabdlicas normales y dado que el agua se mueve
desde los sitios de mayor potencial a los sitios de menor potencial la acumulacion de estos
osmolitos hace que el potencial de agua sea menor dentro de la célula, previniendo asi la
pérdida de agua intracelular (Ford, 1980; Breesan et al., 1998). Los metabolitos
frecuentemente observados con funcién de osmolitos compatibles son los azlcares,
principalmente la fructosa y la sacarosa, los alcoholes y azlcares complejos como los
fructanos. Ademas metabolitos cargados como la glicina betaina, la prolina y la ectoina pueden
también acumularse.

Estrés hidrico

El estrés hidrico puede resultar tanto del exceso como del déficit de agua. El exceso de agua,
deriva primariamente en la reduccion del suministro de oxigeno a las raices. La reduccién en el
oxigeno resulta en un funcionamiento deficiente de la raiz que incluye fallas en la respiracién y
una adquisicién limitada de nutrientes. El estrés hidrico mas comun es el estrés por déficit de
agua conocido como estrés por sequia. La remocidn del agua de la membrana rompe la
estructura de bicapa normal y la misma se vuelve extremadamente porosa al desecarse. El
estrés dentro de la bicapa lipidica puede también resultar en el desplazamiento de las
proteinas de membrana lo cual contribuye a la pérdida de integridad y selectividad, disrupcion
de la compartimentarizacion celular y pérdida en la actividad de las enzimas. Ademas del dafio
a la membrana, las proteinas citosdlicas y de los organelos pueden exhibir una actividad
reducida o pueden desnaturalizarse completamente al deshidratarse. La alta concentracién
celular de electrolitos debido a la deshidratacion del protoplasma puede también causar
disrupcion del metabolismo celular (Yeo, 1998)

Como consecuencia de la sequia las células vegetales responden activando la expresién de
genes del tipo LEA, asi como otras proteinas entre las cuales estdn las chaperonas moleculares,
gue ayudan a proteger a su proteina compafiera de la degradacién y las proteinasas cuya
funcidn es remover las proteinas dafiadas o desnaturalizadas. Este estrés provoca la activacién
de proteinas relacionadas con la produccion y remociéon de ROS (Cushman y Bohnert, 2000;
Zhu, 2002)

A su vez, las plantas responden rapido a la sequia para prevenir que la maquinaria fotosintética
sufra dafos irreversibles. El cierre estomatico en respuesta al déficit hidrico resulta
primariamente en un descenso en la tasa fotosintética, ademas, condiciones de sequia muy
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severas limitan la fotosintesis puesto que baja la actividad de la enzima RuBisCO (Bota et al.,
2004). La actividad de la cadena de electrones esta profundamente ligada a la disponibilidad
de CO, en la planta y el fotosistema Il (PSll) regularmente declina en paralelo bajo condiciones
de sequia (Loreto et al., 1995). Se ha mostrado que el descenso en tasa de fotosintesis se debe
primariamente a la deficiencia de CO,, puesto que la eficiencia fotosintética puede ser vuelta a
la normalidad luego de una rapida transicién de las hojas a un ambiente rico en CO, (Meyer et
al., 1998).

El descenso en los niveles de CO, intracelular determina una reduccién excesiva de los
componentes dentro del sistema de transporte de electrones y los electrones son transferidos
al fotosistema | (PS 1). Esto genera ROS incluyendo el superdxido, perdxido de hidrégeno (H,0,)
y radicales hidroxilos. Estos ROS deben ser depurados por la planta puesto que generan foto
oxidacion (Gill et al., 2010)

Los sistemas detoxificadores de plantas, que incluyen al ascorbato y al glutation como sistemas
no enzimaticos, controlan la concentracion intracelular de ROS. Los ROS, a su vez, actuan
como segundos mensajeros en la traduccion de sefiales redox y estan implicadas en los
eventos mediados por hormonas (Foyer y Noctor, 2003). El H,0, actiia como una sefial para el
cierre estomatico, la aclimatacién de las hojas a la alta radiacidn y la induccidn de proteinas de
shock térmico (Karpinska et al., 2000).

En una situacion en donde el déficit hidrico se vuelve muy intenso o prolongado, las plantas
pueden marchitarse, las células contraerse y esto puede determinar la contraccién de las
membranas celulares. La tensién en la membrana es uno de los efectos severos de la sequia
implicado en la fisiologia de la planta. Esto afecta en particular el funcionamiento de los
transportadores de iones asi como de otras enzimas asociadas a la membrana. La membrana
cloroplastica en particular es sensible a los dafios causados por la oxidacién generada por las
cantidades excesivas de ROS en las mismas. Los ROS no solo pueden causar la peroxidacién y
deesterificacion de los lipidos de membrana sino que también promover la desnaturalizacién y
la mutacidn de acidos nucleicos (Bowler et al., 1992).

El descenso del volumen celular a causa de la deshidratacion también determina que el
contenido celular se vuelva viscoso, incrementando asi la probabilidad de interacciones entre
proteinas y promoviendo su agregacién y desnaturalizacidon (Hoekstra et al., 2001). El aumento
en la cantidad de solutos puede exceder los niveles tdxicos, lo cual suele ser deletéreo para las
funciones de algunas enzimas incluyendo aquellas requeridas por la maquinaria fotosintética
(Hoekstra et al., 2001). La transcripcidon de algunos genes antioxidantes como la glutatidon
reductasa y la ascorbato peroxidasa es mayor durante la recuperacion de la sequia, y pueden
jugar un rol importante en la proteccion de la maquinaria celular contra la fotooxidacién
producida por ROS (Ratnayaka et al., 2003).

Rol de azucares y otros osmolitos en la respuesta al déficit hidrico.

Las plantas tienden a compensar la falta de agua por un proceso conocido como ajuste
osmotico. En este proceso, las plantas bajan su potencial osmdtico por la acumulacién de
solutos. Ciertos procesos metabdlicos son provocados en respuesta al estrés, lo cual aumenta



la concentracidn neta de solutos en la célula, ayudando asi al movimiento de agua hacia el
interior de la misma. Un gran nimero de compuestos son sintetizados, los cuales juegan un rol
manteniendo el equilibrio osmdtico, protegiendo las membranas asi como las
macromoléculas. Estos compuestos incluyen la prolina, el glutamato, la glicina betaina,
carnitina, manitol, sorbitol, fructanos, polialcoholes, trehalosa, sacarosa, oligosacaridos e iones
inorganicos como el K*. Estos compuestos ayudan a la célula a mantener su estado hidratado y
por lo tanto tienen como funcién la de proveer resistencia contra la deshidratacion celular
(Hoekstra et al., 2001; Ramanjulu et al., 2002). El grupo hidroxilo de los alcoholes azucarados
sustituye al grupo OH del agua y mantiene las relaciones hidrofilicas con los lipidos y proteinas
de membrana. Estas moléculas ayudan a mantener la integridad estructural de las mismas sin
intervenir en los procesos metabdlicos normales de la célula.

El acido abscisico y su relacidn con el estrés abiético en plantas

Muchas de las respuestas al estrés abidtico en plantas dependen de la hormona &acido
abscisico (ABA) (Christmann et al., 2006). El ABA es una fitohormona lipofilica que oficia de
mensajero endégeno tanto en el estrés bidtico como abidtico en plantas (Rock, 2000).

En semillas, el ABA esta relacionado con el control de la dormicién y la germinacion
(Finkelstein et al., 2002; Nambara y Marion-Poll 2003; Finkelstein et al., 2008). Evita que la
planta crezca en ambientes adversos, haciendo que las semillas sean altamente tolerantes a
varios tipos de condiciones de estrés. Otra funcién fisioldgica del ABA es inducir el cierre
estomatico, lo cual es esencial para la tolerancia al estrés hidrico (Acharya y Assmann 2009)

El rol del ABA es crucial para la respuesta celular a distintos factores de estrés como ser la
sequia, el frio, la salinidad, las heridas, la radiacién ultravioleta y el ataque de patdgenos (Rock,
2000). La sequia y la alta salinidad resultan en un fuerte aumento de los niveles de esta
hormona que es acompaifiado por cambios en la expresidn génica y por respuestas adaptativas
fisiolégicas (Raghavendra et al., 2010).

Los genes que se expresan en respuesta a este estimulo abarcan un gran nimero de funciones
como ser la formacién de osmolitos compatibles, la expresidn de proteinas chaperonas como
ser las dehidrinas o las proteinas de shock térmico (HSP) y la expresidn de enzimas que actian
como scavengers de radicales libres para la disminucién del estrés oxidativo entre otros
(Cuming et al., 2007; Bohmer y Schoroder, 2011; Wang et al., 2011; Okamoto et al., 2010)

El ABA se encuentra tanto el plantas vasculares como avasculares, también ha sido encontrada
en algas (Hirsch et al., 1989), hongos (Yamamoto et al., 2000) e incluso en tejido cerebral de
mamiferos (Le Page-Degivry, 1986). Si bien el ABA es ampliamente encontrado en plantas
inferiores como musgos y helechos, no esta claro cual es su contribucién a la evolucion de las
plantas terrestres (Nambara y Marion-Poll 2005).

A su vez, los distintos organismos han ido evolucionando en sus respuestas al ABA tanto a nivel
fisiolégico como molecular de manera independiente, por lo que existen varios grados de
tolerancia, resistencia o susceptibilidad a estos estimulos, incluso dentro de la misma especie.
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Physcomitrella patens como modelo de estudio

Un modelo vegetal que se destaca entre otras cosas por su alto grado de resistencia al estrés
abidtico es el musgo Physcomitrella patens (Frank et al., 2005, Sunkar et al., 2003; Saavedra et
al., 2006). Physcomitrella es una briofita avascular monodioica que se reproduce a partir de
esporas. Los musgos fueron de los primeros organismos vegetales en colonizar la tierra y dada
la ausencia de sistema vascular y sistemas aislantes que permitan la captacién y retencion del
agua, ha desarrollado un sinnimero de estrategias para tolerar el estrés hidrico y por
consiguiente el estrés oxidativo y estrés osmotico que éste genera (Frank et al., 2005). Esta
planta es capaz de soportar una desecacién en ciertas condiciones de hasta el 99,8% de su
peso fresco (Oldenhof et al., 2006) y una concentracién de sorbitol y manitol de 500 mM vy
900mM respectivamente (Frank et al., 2005, Saavedra et al., 2006).

Al igual que otros musgos, durante su crecimiento vegetativo Physcomitrella se mantiene en
estado haploide (figura 1). Esto es directamente opuesto a lo que sucede en el ciclo de vida de
plantas vasculares, en donde el estado diploide es el dominante. Aun asi, el estado
gametofitico de los musgos presenta estructuras similares a las de plantas vasculares por
ejemplo estructuras similares a raices y hojas, denominadas rizoides y filidos respectivamente.

Figura 1. Ciclo de vida de un musgo. Una
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De las particularidades de su ciclo de vida surge una de las caracteristicas que la hacen un
modelo interesante para el trabajo en genética y biologia molecular. Al transcurrir la mayor
parte de su ciclo de vida en estado haploide la seleccion de mutantes homocigotos o los
efectos de la heterecigosis no necesitan ser tenidos en cuenta. Por otro lado tiene un genoma
relativamente pequefio en relacion al resto de los genomas vegetales (480 mpb) y el mismo se
encuentra secuenciado y disponible desde el afio 2008 (Rensing et al., 2008).

Su pequeno tamafio, ademas, hace posible crecerla en placas de petri y se pueden obtener
nuevas colonias a partir de pequenos trozos de tejido por lo cual su crecimiento in vitro es
sencillo. Sus protoplastos pueden ser transformados de manera estable mediante una técnica
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simple y organismos adultos pueden ser regenerados a partir de una unica célula sin necesidad
del agregado de hormonas (Hartmann y Jenkins, 1984)

Si bien los musgos divergieron de las plantas con semillas hace mas de 400 millones de afios,
Physcomitrella comparte varias cualidades encontradas en plantas superiores, como las
respuestas hormonales (Cove et al., 2002; Erxleben et al., 2011; Katsir et al., 2008; Paponov et
al., 2009). A su vez, muchos de los mecanismos celulares de respuesta al estrés abidtico
parecen estar conservados entre Physcomitrella y plantas vasculares, por los datos obtenidos
en este musgo pueden ser extrapolados a otros modelos o cultivos de interés agronédmico
(Wang et al., 2010; Hanada et al., 2011)

Por otro lado, Physcomitrella se ha convertido en un nuevo modelo para el estudio de la
fitohormona ABA. La misma ha sido involucrada a la adaptacidn al estrés abiético dado que el
agregado exdgeno de ABA induce la tolerancia al congelamiento (Minami et al., 2003) vy el
aumento en sus niveles enddgenos es detectado luego de un tratamiento de estrés osmético
(Minami et al., 2005). Ademas, plantas como Physcomitrella, pueden tolerar la desecacion
completa si la misma es hecha de manera lenta y la planta es pretratada con ABA y este
proceso esta asociado con un aumento en los niveles intracelulares de sacarosa (Oldenhof et
al., 2006). La tolerancia a estrés inducida por ABA estd acompainada también por un aumento
en la expresion de genes relacionados al estrés (Seki et al., 2002; Li et al., 2006).

Algunas de las proteinas inducidas por esta hormona en Physcomitrella estan relacionadas en
el metabolismo y la energia, la respuesta de defensa, el trafico y almacenamiento de proteinas
entre otros (Hoth et al.,, 2002). Las respuestas moleculares a ABA pueden ser altamente
conservadas entre las especies de plantas superiores y briofitas. Sin embargo, el rol del ABA o
de sus vias de sefalizacion en respuesta al estrés ambiental no ha sido elucidado por
completo.

Recombinaciéon homéloga en Physcomitrella patens

Durante la ultima década, Physcomitrella ha emergido como un nuevo modelo vegetal
también para estudios de biologia molecular. Una de las razones que mas contribuyen a esto
fue el descubrimiento hecho en 1996 de que Physcomitrella integra el DNA en su genoma
predominantemente por recombinacion homodloga (HR) (Kammerer y Cove, 1996).
Posteriormente se verificd que el porcentaje de HR en esta planta con respecto a la
recombinacidn por union de extremos no homélogos es de casi del 100%, una tasa similar a la
observada en levaduras y mucho mas alta de la descripta para plantas vasculares como
Arabidopsis thaliana (solo 0,001%) (Schaefer y Zryd, 1997). La recombinacién homdloga
permite la introduccién de alteraciones génicas de manera virtualmente ilimitada.
Basicamente permite la insercién o reemplazo de secuencias de manera dirigida, permitiendo
asi desde el cambio de un solo nucleétido en una secuencia génica hasta la deplecién completa
de genes, el intercambio de dominios proteicos o de secuencias promotoras o seleccionar el
sitio de insercidn de secuencias a ser sobreexpresadas, entre otros.

La recombinacion homdloga es un proceso que ocurre de manera natural y que cumple varias
funciones esenciales en los organismos, como ser la generacién de variabilidad o la reparacién
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de rupturas de doble hebra en el DNA. Este proceso se encuentra altamente regulado en los
organismos puesto que la recombinaciéon no regulada generaria una inestabilidad gendmica
deletérea para la célula (Schaefer y Zryd, 1997). Este mecanismo se activa mayormente
durante la meiosis, en donde el intercambio entre cromatidas hermanas genera variabilidad
alélica en los gametos sin poner en riesgo la estabilidad debido al estado condensado de la
cromatina, asi como en presencia de rupturas de doble hebra en el DNA. En este ultimo caso,
la recombinacién homodloga permite unir los extremos rotos basandose en la secuencia
correspondiente presente en el cromosoma homalogo.

En plantas vasculares la remocién de lesiones de doble cadena en el DNA suele realizarse
mayormente mediante el proceso de uniones de extremos no homodlogos (NHEJ, Non
Homologous end joining) (Hohe y Reski, 2003). La relacidn entre la seleccion de uno u otro
mecanismo de reparacién es lo que determina el tipo de recombinacién que realizard la célula.
Curiosamente los organismos en los cuales la HR se prefiere con respecto a NHEJ son aquellos
que transcurren todo o la mayor parte de su ciclo de vida en estado haploide. Es por esto que
una de las teorias para explicar el porqué de la preferencia de la recombinacion homdloga en
estos organismos es que la misma seria esencial en ellos para mantener la integridad gendmica
(Schaefer, 2001).

Genética reversa en Physcomitrella.

La alta frecuencia de HR en Physcomitrella, al igual que en otros organismos modelo como
Saccharomyses cerevisiae, presentan ventajas desde el punto de vista biotecnoldgico, puesto
gue permite un acercamiento a la funcién de los genes basado en la genética reversa.

La genética reversa, se define en contraposicidon a la genética cldsica o directa en la cual se
parte de un fenotipo determinado y se intenta determinar cudl o cudles son los genes que
determinan estas caracteristicas. En la genética reversa el material inicial de estudio son los
genes y el acercamiento consiste en identificar cual es la funcién que cumplen o el fenotipo del
cual los mismos son responsables.

Para esto se recurre a la alteracidn en la secuencia o nivel de expresién del gen de interés. La
HR permite realizar estos cambios de una manera simple y dirigida. Por ejemplo el reemplazo
dirigido de genes (TGR, Targeted Gene Replacement) que constituye una técnica ampliamente
utilizada para la obtencién de mutantes nulos (Kamisugui et al., 2006). La TGR consiste en la
introduccion de una secuencia flanqueada por dos segmentos que presenten homologia con la
zona del genoma en donde se desea insertar la secuencia. Estos segmentos dirigirdn dos
eventos de recombinacién homadloga, uno por cada secuencia homdloga, reemplazando asi la
secuencia gendmica original por una construccion génica que en general incluye un casette de
seleccion (figura 2). En el caso de que la secuencia gendmica reemplazada codifique para un
gen, se obtiene un mutante nulo (KO). Se pueden también recombinar secuencias casi
idénticas y obtener asi cambios puntuales como mutaciones en aminoacidos especificos,
intercambio o delecidon de dominios proteicos o generar proteinas de fusion.
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Figura 2: Reemplazo dirigido de secuencias. La introduccién de dos secuencias flanqueantes de alrededor de 800 pb dirigen dos

eventos de recombinacién homdloga que determinan el reemplazo de la secuencia flanqueada, en este caso codificante, por otra,
en este caso, un casette de seleccion.

La eficiencia de la recombinacion homadloga en Physcomitrella depende tanto del largo de la
secuencia como de la homologia entre la secuencia introducida y el genoma blanco. Se
determind que el largo éptimo es de 800 pb y que el porcentaje de recombinacion homéloga
no aumenta con el aumento del largo de las secuencias por encima de este limite. Sin embargo
este parametro si se ve afectado por la homogeneidad entre la longitud de ambos extremos.
La presencia de secuencias sin homologia por fuera de la zona de insercion es otro de los
factores que afecta la eficiencia en este proceso (Kamisugui et al., 2006).

PpABR100 y PpABR170 son genes de Physcomitrella patens posiblemente vinculados a la
respuesta al estrés abidtico

Varios genes han sido vinculados con la respuesta al estrés en Physcomitrella mediante
diferentes enfoques. Entre ellos se destacan el analisis de transcriptomas (Frank et al., 2005;
Cuming et al.,, 2007), la mutagénesis al azar y los estudios funcionales de genes mediante
genética reversa. Estudios previos realizados en el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal
de la Facultad de Ciencias utilizando la técnica de SSH (Sustraccidn por Supresidon e
Hibridacidn) permitieron la identificacion de un grupo de genes de Physcomitrella que se
inducen al exponer esta planta al ABA (Carvallo, 2006). Entre las secuencias que se
seleccionaron para su posterior caracterizacion se encuentran los clones Pp100 y Pp170,
posteriormente denominados PpABR (Physcomitrella patens ABA-Responsive) 100y 170.

Tanto PpABR100 como PpABR170 se inducen claramente en condiciones de estrés osmatico,
salino y en respuesta a ABA. El clon PpABR100 es también inducido por bajas temperaturas
(4°C) y su transcripto presenta cierta acumulacién basal, caracteristicas que no comparte con
PpABR170. Se encontré similitud entre la proteina codificada por PPABR100 y una proteina
localizada en las esporas verdes del helecho Osmunda japonica denominada “proteina
cloropldstica de 22 kDa”. Esta Ultima es rdpidamente degradada cuando comienza la
germinacion de las esporas en esta planta (Inoue et al., 2000; Inoue et al., 2002).

El gen PpABR170 codifica para una lipasa de tipo GDSL con un dominio fasciclina en el extremo
C-terminal. Las proteinas GDSL son lipasas que tienen un origen evolutivo distinto a las lipasas
clasicas y una amplia distribucién en toda la escala bioldgica (Akoh et al., 2004). Las lipasas de
este tipo tienen 5 bloques conservados que contienen la triada Ser-Asp-His (Serina-Acido
aspartico-Histidina) y residuos oxianidnicos como Ser, Gly y Asn (Serina, Glicina y Asparagina).
Entre sus caracteristicas mas relevantes se encuentran la presencia de un sitio activo flexible,
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gue permitiria reconocer a mas de una molécula diana, por lo que serian proteinas
multifuncionales (Derewenda, 1994). Las GDSL han sido vinculadas a la respuesta y tolerancia
al estrés bidtico (Hong et al., 2007; Oh et al., 2005) y abidtico (Hong et al., 2007; Naranjo et al.,
2006; Hu et al., 2008). Un ejemplo es la proteina CaGLIP, una lipasa GDSL de Capsicum annuum
gue aumenta la tolerancia al estrés hidrico y altera la respuesta a ABA al ser sobreexpresada
en Arabidopsis (Hong et al, 2007). Se han identificado también lipasas con funciéon regulatoria,
GLIP2, una lipasa GDSL de Arabidopsis thaliana juega un rol en la resistencia a patdgenos
suprimiendo la respuesta a auxinas (Lee et al, 2009).

El dominio fasciclina, presente en el extremo C-terminal de PpABR170, fue inicialmente
descripto en Drosophila melanogaster (Patel et al., 1987) aunque se pueden encontrar
fasciclinas en organismos que van desde las arqueas hasta los mamiferos (Skonier et al., 1992,
Copeland, 2007). Existen antecedentes en Arabidopsis que muestran que mutantes de
fasciclinas son mds sensibles al estrés salino (Shi et al., 2003). En este trabajo la relacion entre
fasciclinas y estrés fue atribuia a que éstas proteinas mantienen la estructura del tejido
radicular durante el estrés.

La soja como modelo de traqueofita.

A nivel molecular muchos de los genes involucrados en la respuesta al estrés abidtico no han
sido perdidos durante la evolucion de las plantas vasculares, sin embargo en éstas su expresion
se restringe a los estadios reproductivos del ciclo de vida, lo cual no sucedid en la evolucidn de
las briofitas (Cuming et al., 2007). Es decir, que si bien los mecanismos bdasicos de respuesta al
estrés estan conservados entre plantas vasculares y briofitas, existen vias de sefializaciéon y
respuestas fisioldgicas y moleculares diferentes (Kroemer et al., 2004).

En el caso de las plantas con semillas la resistencia al estrés suma factores no presentes en los
musgos como por ejemplo la presencia de sistema vascular, las cuticulas que impiden la
transpiracion y la posibilidad de obtener agua de zonas lejanas en el terreno por medio de las
raices.

En este caso se optd por estudiar la relacién entre los genes de resistencia al estrés abidtico
presentes en briofitas y aquellos presentes en plantas vasculares usando como modelo a la
leguminosa Glycine max (soja).

La eleccion de la soja responde a varios factores, en primer lugar en contraposicion a
Physcomitrella la soja es un cultivo altamente sensible al estrés abidtico, principalmente al
estrés hidrico y al estrés salino (Chang et al., 1994; Specht et al., 1999).

Por otra parte, dada su importancia a nivel agrondmico, se cuenta con varias herramientas
para su estudio a nivel fisiolégico y molecular. Por ejemplo su genoma se encuentra
secuenciado y disponible a partir del afio 2009 (Schmutz et al., 2010), se cuenta con datos de
estudios transcriptomicos en condiciones fisioldgicas normales tanto como en estrés bidtico y
abidtico (Libault et al., 2010). Su cultivo in vitro y su transformacion si bien son laboriosos han
sido puestos a punto y estandarizados (Ko et al., 2006) y existen técnicas para transformacion
transciente que permiten observar fenotipos en raices transgénicas (Cao et al., 2009).
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Por otro lado, la soja representa un modelo muy interesante para el estudio de la evoluciéon
génica puesto que presenta caracteristicas particulares en su genoma. Un hecho llamativo
sobre el genoma de este organismo es la extensién en la que han sido retenidos los bloques de
genes duplicados. El nimero de homdlogos dentro de un bloque es de alrededor de 31 genes,
pudiendo estos bloques presentar de 6 a 736 copias (Schmutz et al., 2010). Un mayor nimero
de genes para la misma funcién implica una mayor complejidad, en este sentido la soja se
presenta como un modelo ideal para estudiar la diversificacion de las funciones génicas.

Otro de los motivos por los que esta leguminosa fue seleccionada para este trabajo es que se
contaba en el laboratorio con un modelo para el estudio del estrés hidrico y de los genes
relacionados en la respuesta. Este modelo consta de dos lineas cultivadas de soja que han sido
descriptas una como tolerante al estrés hidrico (N7001) y otra como susceptible (TJ2049) al
mismo. Trabajos previos en el laboratorio se realizaron comparando a nivel transcriptémico
estas dos lineas. Se obtuvo asi una biblioteca de ESTs enriquecida en secuencias que se
sobreexpresan diferencialmente en condiciones de estrés hidrico en plantas resistentes en dos
tiempos luego de inducido el estrés. En un primer tiempo, denominado estrés temprano, no se
observan cambios fisioldgicos en la planta con excepcion del cierre estomatico. El segundo
tiempo tomado fue denominado estrés tardio y en este estadio del estrés pueden observarse
cambios fisiolégicos, como por ejemplo la acumulacién de solutos compatibles.

Estos estudios permitieron determinar alrededor de 800 genes que se sobreexpresarian en
estrés hidrico en la linea N7001. Dentro de este grupo se encuentra una lipasa GDSL, es decir
una proteina con un dominio lipasa similar al presente en el gen PpABR170 de Physcomitrella.

Objetivo general

Estudiar la funcién de proteinas previamente vinculadas a la respuesta al estrés abidtico en
Physcomitrella patens y evaluar el patrén de expresién de genes homadlogos en Glycine max.

Objetivos especificos

1. Estudio de la funcién de PpABR100 y PpABR170 en la respuesta al estrés abiético en el
musgo Physcomitrella patens mediante la produccién y andlisis de mutantes KO vy
lineas que sobreexpresan estos genes.

Busqueda y aislamiento de genes homdlogos a PpABR170 en soja.
Analisis de expresion de los genes identificados.

20



Materiales y métodos

Bioinformatica

Los alineamientos entre secuencias nucleotidicas se realizaron mediante anadlisis de parsimonia
utilizando el programa Bioedit (Hall, 1999). Los alineamientos entre mas de dos genes o
proteinas se realizaron usando el programa MEGAS aligment (Tamura et al., 2011). El andlisis
filogenético de las lipasas GDSL y las fasciclinas de soja se realizé utilizando el método de
maxima verosimilitud, el modelo de Jones-Tailor-Thornton (JTT), usando el programa MEGA5

Las busquedas de secuencias se realizaron usando la aplicacidon BLAST (nucleotide BLAST, Basic
Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990) tanto contra las secuencias presentes en la
base de datos de la NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) como contra la base de datos de secuencias gendmicas
disponible en Phytozome (http://www.phytozome.net )

La presencia de péptidos seiial fue predicha usando SignallP 4.0 (Petersen et al., 2011;
Bendtsen et al., 2004). La masa molecular de las proteinas fue predicha usando la herramienta
Peptide Mass (Bjellqvist et al., 1993; Bjellqvist et al., 1994; Gasteiger et al., 2005).

La localizacién subcelular de PpABR100 fue predicha utilizando los programas Target Pv1.1
(Emanuelson et al., 2000), Chloro Pv1.1 (Emanuelson et al., 1999) y LocTree (Nair y Rost, 2005).
La desorden intrinseco fue calculado usando los programas |Uprep (Dosztanyi et al., 2005;
Dosztanyi et al., 2005 (2)), Ucon (Schlessinger et al., 2007) y MD (Schlessinger et al., 2009) y la
flexibilidad proteica fue predicha usando PROFbval (Schlessinger y Rost, 2005; Schlessinger et
al., 2006). La hidrofobicidad de las proteinas fue calculada usando el método de Kyte y
Doolittle (Kyte y Doolittle, 1982) con una ventana mavil de 7 aminodcidos.

Extraccion de DNA gendmico de Physcomitrella patens y Glycine max

Las extracciones de DNA gendmico fueron realizados a partir de 100 mg de tejido vegetal. Las
muestras fueron maceradas con nitrégeno liquido y el DNA gendmico fue extraido con 750 pl
de buffer de extraccion (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM EDTA pH 8,0, 500 mM NaCl, 10 mM B-
mercaptoeanol) y 50 pl de 20% SDS. Los extractos fueron posteriormente incubados 15’ a 65°C
mezclando esporddicamente. Se agregaron 250 pl de 5 M KAc y se incubé 30" en hielo. Las
muestras se centrifugaron 20’ a 13000 rpm. Se recuperod el sobrenadante y se agregaron 800 pl
de alcohol isopropilico y se dejé precipitando 16 horas a —20°C. Se centrifugaron las muestras
15’ a 13000 rpm para precipitar el DNA, el pellet fue lavado con 70% EtOH, secado vy
resuspendido en 225 pl de TE (10 Mm Tris- HCI pH 8,0, 1ImM EDTA pH 8,0) y 25 pl de NaCl 3 M
y se incubd 30" a 37°C con 1 pl de RNAsa (10 mg/ml). Se extrajo una vez con un volumen de
fenol y dos veces con un volumen de cloroformo. Se precipitéd el DNA con 0,8 volumenes de
alcohol isopropilico y se centrifugd 10’ a 13000 rpm; se lavé el pellet dos veces con 70% EtOH y
se resuspendié en 30 pl de H,0 ultradestilada estéril. Para visualizar la calidad del DNA
extraido se realizé una corrida electroforética en un gel de agarosa al 0,8%.
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Extraccion de DNA plasmidico

Las extracciones de DNA plasmidico se realizaron a partir de 5 ml de cultivo liquido en medio
LB (Luria Bertani). Las muestras fueron centrifugadas durante 30" a 13000 rpm vy el pellet
bacteriano fue resuspendido en 300 pl de buffer P1 (50 mM tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA; 100
ug RNAsa (Amresco)). Se agregaron 300 pl de buffer de lisis P2 (200 mM NaOH; 1%SDS) y se
incubd a temperatura ambiente durante 5’. Se agregaron 300 pl de buffer P3 (3,0 M KAc pH
5,5; acido acético glacial 5 M) y se incubaron las muestras en hielo durante 5’ Posteriormente
se centrifugd 10’ a 13000 rpm y se recuperd el sobrenadante. EI DNA plasmidico fue
precipitado con 0,7 volimenes de alcohol isopropilico, centrifugado a 13000 rpm durante 20’,
lavado 70% con EtOH y resuspendido en 40 pl de H,0.

Extraccion de RNA

Se extrajo RNA tanto de Physcomitrella como de soja por utilizando la misma técnica. Entre 0,5
y 2 gramos de tejidos fueron macerados en un mortero utilizando nitrégeno liquido.
Inmediatamente se le agregd una mezcla de 6 ml de NTES (0,1 M Nacl, 0,01 M Tris-HCI pH 7,5,
1 mM EDTA, 1% SDS) y 3 ml de fenol pH 4,3 (Sigma, St. Louis, USA). Luego de vortexear 3’ se
agregaron 3 ml de cloroformo y se mezclé vorteaxeando por 20’‘. Las muestras se
centrifugaron en tubos de polipropileno de 50 ml a 5000 rpm por 20’

Se recuperd el sobrenadante y se precipitdé con 2,5 volimenes de EtOH 95% y 0,1 voliumenes
de NaAc 3 M pH 5,2, tratado previamente con DEPC (dietilpirocarbonato), durante 3 horas a -
20°C. Se recuperd el pellet de acidos nucleicos mediante una centrifugacién de 15’ a 4°C y
8000 rpm en tubos de vidrio corex libres de nucleasas. Los &acidos nucleicos fueron
resuspendidos en 0,8 ml de H,O tratada con DEPC. Se agregaron 0,8 ml de LiCl 4 M tratado con
DEPC y se dejé precipitando durante 16 horas a 0°C. Se precipité a 12000 rpm y 4°C en tubos
eppendorf de 1,5 ml durante 20’. Se resuspendié en 200 ul de H,0 libre de nucleasas y se
adicionaron 20ul de NaAc 3M pH 5,2 y 500 ul de 95% EtOH. Se precipitd por dos horas a -20°C
y se recuperaron los acidos nucleicos luego de una centrifugacién de 20’ a 4°Cy 12000 rpm. El
pellet fue lavado con EtOH 70% durante 5 a 4°C, secado al aire y resuspendido en H,0
ultradestilada libre de nucleasas y almacenado a -80°C hasta su uso.

Se midid la absorbancia de la solucién de RNA a 260 nm y se calculd la concentracion del
mismo utilizando la siguiente férmula.

[RNA] =40 pg/ml x Azgp x factor de dilucion.

La integridad del RNA fue evaluada mediante una corrida electroforética en gel de agarosa
desnaturalizante.

Gel desnaturalizante para RNA

Se disolvieron 0,7 gramos de agarosa en 50,4 ml de H,0, se agregaron 7 ml de MOPS 10X, se
dejo enfriar y se agregaron 12,6 ml de formaldehido.

2,7 ul de cada muestra fueron desnaturalizados agregando 1,75 ul de formaldehido, 1 pl de
MOPS 10X, 5 ul de formamida y calentando a 65°C por 10°.
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Preparacion del MOPS: Se disolvieron 41,85 g de acido 4-morpholinopropanesulfonico (MOPS)
y 6,80 g de acetato de sodio trihidratado (NaAc — 3H,0) en 800 ml de H,0 tratada con DEPC. Se
agregaron 20 ml de una solucién de 0,5 M de EDTA pH 7,0 y se ajustd el volumen a 1 litro con
H,O0.

Tratamiento con DNAsa

El RNA fue tratado con DNAsa libre de RNAsas de la marca Fermentas (USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se chequed el tratamiento con DNAsas mediante un PCR sobre el
RNA.

Vectores

Los vectores T utilizados fueron el vector pGEM-T Easy (Promega, WI, USA) y el vector pCRII
(Invitrogen, Carlsbad, Ca)

Ambos vectores contienen genes que confieren resistencia a la ampicilina en procariotas.
Ademas se usd el vector pUbiGate (Anterola et al., 2009), este vector confiere resistencia a la
ampicilina en bacterias y confiere resistencia a higromicina en plantas.

Se usaron ademas las construcciones génicas pUBW100KO y pUBW170KO para la obtencién de
mutantes KO. Estas construcciones confieren resistencia a la ampicilina en bacterias y contiene
el gen nptll que confiere resistencia a la geneticina (G418) en plantas bajo la regulacion de
promotor pCaMV35S (proveniente del virus del mosaico del tabaco)

Construcciones

Las construcciones génicas realizadas utilizando endonucleasas de restriccidn se realizaron con
enzimas de la marca Fermentas (USA) siguiendo las instrucciones del fabricante, en el caso de
las digestiones dobles se siguieron las recomendaciones de la pagina web del fabricante
(www.enzimas.com/doubledigest). Los vectores fueron desfosforilados utilizando la enzima

fastAP (Fast Alcaline fosfatase) (Fermentas, USA). Las ligaciones se realizaron con T4 DNA
ligasa (Fermentas, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Retrotranscripcion

Las retrotranscripciones se realizaron partiendo de 1 pg de RNA total, con oligodT como
cebador y con el kit SuperScript® Il First-strand Synthesis System (Initrogen, Carlsbad, Ca)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se chequearon mediante PCR utilizando 1 pl diluido 1/10 del cDNA obtenido, con los
cebadores para la amplificacién de ELF1B (Eukariotic elongation factor I-beta) ELF1B-Fw y
ELF1B-Rv que amplifican una regién de 118 pares de bases en el cDNA y de 237 pares de bases
en el gendmico dado que contienen un intrén. El PCR se realizé en 25 pl totales, usando 1 ul 10
mM de cada oligonucledtido, 0,1 mM de cada desoxirribonucledtidos (dntp), 1 unidad de
enzima Tag polimerasa (Fermentas, USA) y buffer de la marcay 1 mM de MgCl,.

PCR en tiempo real
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Para los estudios de PCR en tiempo real de soja se utilizé kit comercial SYBR® Green PCR
Master Mix (Invitrogen, Carlsbad, Ca). La reacciones se hicieron en un volumen de 10 pl
utilizando 0,45 mM de cada oligonucledtido, y 3 pl de cDNA diluido 1/30. Luego de 10’ a 95°C
se hicieron 45 ciclos de 95°Cx15”, 60°Cx40"’. Como normalizador se seleccioné el gen ELF1B y
los oligonucledtidos fueron seleccionados de entre los propuestos por Jian y colaboradores
(Jian et al., 2008). Para la cuantificacion de la expresion de GLIP4 se usaron los cebadores
GLIP4-Rv-INT 5’ TCG AAC AAC ACG CCT TCT CTA CAA CCT C 3’ y GLIP4-Fw-RT 5 GGG ACC TTC
CAC AAT TGA AAG CTT TGT C 3'. Para la cuantificacién de la expresidon de GLIP16 los cebadores
GLIP13-Fw 5" CCA AGA GCT CCC TGG ACT CAA ATT GGT G 3’ y GLIP13-Rv-RT 5’ CGC CAC TGA
GGT CGA TTC AAA CCC ATA A 3’ fueron usados.

Luego de haber comprobado que las eficiencias de los oligonucledtidos eran comparables se
calculd la expresion relativa de GLIP4 y GLIP16 usando el método de 22" (
2001).

Livak y Schmittgen,

Clonado de la secuencia codificante de GLIP4, GLIP16 y FAS28

Los PCR para el clonado de las secuencias codificantes se hicieron a partir de cDNA de la linea
de soja N7001, usando parte aérea para el caso de las GLIPs y raices para el caso de FAS28. Se
us6 para las GLIPs 1 unidad de Long PCR Enzyme Mix (Fermentas, USA) y para FAS28 1 unidad
de Hight Fidelity Enzyme Mix.

Los cebadores y ciclados usados fueron los siguientes:

Amplificacién de GLIP4: GLIP4-Fw-Kpnl 5 ACG GTA CCA TGA GTC CCG CAT GG 3’, GLIP4-Rv-
Xhol 5" AAC TCG AGG ATA ATC ATC ATC TAA AG 3, 94°C 5, 40 x (94°C 50", 45°C 50”, 68°C
1,5’), 68°C 10'.

Amplificaciéon de GLIP16: GLIP16-Fw-BamHI 5° CCG GAT CCA ATA ATG GAA CAA GGG C 3,
GLIP16-Rv-Xhol 5" AGT AGC TCG AGG TTT ATT GTA AGA AT 3’ 94°C5’, 35 x (94°C 25", 46°C 30",
68°C 1'10”), 68°C 10".

Amplificacion de FAS28: FAS28-Fw-Kpnl 5" TTA TTG TGG TAC CAT CAT GGC T 3’ FAS28-Rv-
EcoRV 5" AAA AGA TAT CAA AAT TAC ATA AAG GTA G 94°C 7’, 40 x (94°C 30", 45°C 30”7, 72°C
2'10"),72°C10".

Las secuencias fueron clonadas en vectores t, secuenciadas y posteriormente transferidas al
vector pENTR 1A usando los sitios de restriccion presentes los cebadores.

Otras reacciones de PCR.

Chequeo de insercion de la construccion pUBW100KO en el genoma: para el extremo 5’ se
utilizaron los cebadores 5’100KO check-Fw 5’ CAT ATG AGA CCC CTC CAG GTG GC 3’ y AS camV
5" CTT TCT CTG TGT TCT TGA TGC AGT TAG 3’, esperandose un amplicdn de 1121 pb. El ciclado
utilizado fue: 94°C 5’, 40x (94°C 20", 60°C 20", 70°C 1,5’), 70°C 10’. En el caso del extremo 3’ se
utilizaron los oligonucledtidos Sensenptll 5° CTA CCC GTG ATA TTG CTG AAG AGC 3’ y
1003’check-Rv 5" GCA GAG ACA CCA GGT CGC TCA A 3’. Esperandose un producto de PCR 1293
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pb. Estas reacciones se realizaron un 1 unidad de enzima Taq polimerasa de la marca
Fermentas (USA).

Chequeo de insercion de la construccion pUbil00 en el genoma: cebadores 328 5’ GTT GTC
GAT GGCCTCCTG G 3’y 329 5’ TCC GAG AGC TGC ATC AGG 3’ ciclado: 94°C 30’, 40x (94°C 40",
56°C 20", 70°C 3'10”), 70°C 10’ El amplicén esperado es de 2673 pb. 380 5' ACT GCA CTT CAA
ACA AGT GTG AC 3/, 381 5" GAC AGC TCT GTT TGA GGT CG 3’ ciclado: 94°C 3’, 40x (94°C 40",
58°C 20", 70°C 3’), 70°C10’ Amplifican 2259 pb. Se usé 1 unidad de Taq Polimerasa (Fermentas,
USA) y 80 ng de DNA gendmico en cada reaccion

Amplificacidn de la construccion pUbil00 del genoma: La construccién pUbil00 se amplificd
del genoma utilizando los oligonucleétidos 380 5" GAC AGC TCT GTT TGA GGT CG 3’y 381 5’
CTT GTC GAT GGC CTC CTG G 3’ complementarios a las zonas adyacentes a la insercién de la
misma. El producto de PCR esperado para el caso de una insercion Unica es de 9703 pb. Para
esto se uso el siguiente ciclado: 94°C 3’, 10x (94°C 20, 56°C 30", 68°C 9’), 20x (94°C 20", 56°C
30", 68°C 9’ (+ 5" en cada ciclo)), 68°C 10’. En la mezcla de reaccidn inicial se utilizé 1 unidad
de la mezcla enzimdtica Long PCR Enzyme mix (Fermentas, USA), a las 5 horas de reaccion se
agregd una unidad extra.

Chequeo de presencia de la construccion pUBW170 en el genoma: para observar la presencia
del extremo 5’ se utilizaron los cebadores F170GFP-Kpnl 5" GAG GGT ACC ACG ATG GCG AAC 3’
y ASCamV 5’ CTT TCT CTG TGT TCT TGA TGC AGT TAG 3’ que amplifican 972 pb. En el caso del
extremo 3’ se utilizaron los cebadores Sense nptll 5 CTA CCC GTG ATA TTG CTG AAG AGC 3’ y
R-KO.Xba 170 5’ CAT CTA GAT AGG GAG TAC GCA CAA GTT 3’ esperandose un producto de PCR
de 1146 pb. En ambos casos se uso el siguiente programa: 94 °C 7', 40 x (94°C 40", 55°C 40",
70°C 1°20), 70°C 10’. Se usd 1 unidad de Taq Polimerasa (Fermentas, USA) y 80 ng de DNA
gendmico en cada reaccion

Chequeo de insercion de la construccion pUBW170KO en el genoma: para el extremo 5’ se
utilizaron los cebadores 1705’check-Fw 5 CGC AAG TAG TTC TGG TGG GAG GC 3’ y AS camV 5’
CTT TCT CTG TGT TCT TGA TGC AGT TAG 3’, esperandose un amplicon de 1026 pb. El ciclado
utilizado fue: 94 °C5’, 40 x (94°C 30", 59°C 20", 70°C 1°20”"), 70°C 10’. En el caso del extremo 3’
se utilizaron los oligonucledtidos Sensenptll 5° CTA CCC GTG ATA TTG CTG AAG AGC 3’ y
1703’check-Rv 5" CTT TAC CCC AAC CCA GAC ACT TCG 3’ y el mismo ciclado, esperandose un
producto de PCR de 1282 pb. Estas reacciones se realizaron un 1 unidad de enzima Taq
polimerasa de la marca Fermentas (USA).

Northern blot

Se corrieron 15 pg de RNA total por muestra en un gel desnaturalizante para RNA. Se transfirié
con 20X SSC a una membrana Hidrobond N+ (Amersham, NJ, USA) por capilaridad.

Se marcaron 50 ng de sonda (cDNA) con 1,2 pl de P*? 3000 Ci/pl utilizando el kit de marcado
Ready Prime Il (GE) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se prehibridé la membrana por 2 horas a 68°C con 20 ml buffer de prehibridacién (5x SSPE (0,9
M NaCl, 50 mM NaPQ,, 5 mM EDTA, pH 7,5), 0,2% SDS, 500 pg/ml ssDNA, 5x Denhardt (1
mg/ml Ficoll 400, 1 mg/ml polyvinyl pyrrolidione, 1 mg/ml BSA). Se agregd la sonda
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desnaturalizada. Se hibridé durante 16 horas y se hicieron dos lavados de 20’ cada uno con una
solucidn de 5x SSCy 0,5% SDS seguido de dos lavados de 20’ con 1X SSCy 0,5% SDS.

La membrana fue expuesta en el Fuji Imager FLA-3000 durante 3 dias.

Material vegetal

La linea de tipo salvaje utilizada fue Physcomitrella patens vc. patens Grandsen 2004 (Bryan
1957, Reski 1994) (G2004). Esta misma linea fue utilizada para las transformaciones de
protoplastos. Las plantas fueron crecidas in vitro a 22°C, 16 horas de luz (40umol fotones m™
seg’) y 8 horas de oscuridad sobre placas de medio BCD (Ashton and Cove, 1977)
suplementadas con 1,6 g/l de Hoagland’s (Sigma, St. Louis, USA) . Las concentraciones de
antibidtico utilizadas en los casos correspondientes fueron de 40 mg/ml de G148 (Duchefa,
Paises Bajos) y 25 mg/ml de Higromicina (Duchefa, Paises Bajos).

Los tratamientos con CdSO, y de ZnCl se realizaron rociando las plantas con una soluciéon 100
mM de las sales. El resto de los compuestos (glucosa 75 mM y 150 mM, el D-manitol 200, 400 y
900 mM, el NaCl 150 mM y 500 mM, el metil violdgeno 100 uM, acido salicilico 1 mM) fueron
agregados en el medio de crecimiento.

Para los tratamientos de exceso de luz las plantas fueron crecidas bajo una intensidad luminica
de 100 pmol fotones m™ seg™ con un fotoperiodo de 16 horas luz/8 oscuridad

Las plantas se cultivaron en cdmara de crecimiento con las siguientes condiciones: 800 umol
fotones m-2 seg-1 de intensidad luminica (lamparas de halogenuro metalico y lamparas de
vapor de sodio a alta presion), fotoperiodo 16/8 (luz/oscuridad), 30°C/20°C (dia/noche) y
humedad relativa 60-40%. Como dispositivos de crecimiento se usaron cafios de PVC de 11 cm
de didmetro por 30 cm de altura, cerrados en su extremo inferior con una malla metalica. El
sustrato utilizado fue suelo mezclado con % de arena, cubierto con perlita para disminuir
evaporacién. Como solucién de riego se utilizé medio RP (Rigaud Puppo, 1975). Las muestras
se tomaron en dos niveles de estrés, el inicial o temprano, que comienza cuando el sustrato
presenta una capacidad de campo del 50% vy el estrés final o tardio, donde el sustrato llega a
una capacidad de campo del 25%. Las plantas se regaron diariamente hasta capacidad de
campo, una vez alcanzado el estado vegetativo V5 incipiente, se dejaron de regar los
tratamientos correspondientes a estrés, continuando el riego diario de los tratamientos
control. Una vez alcanzado el nivel de estrés inicial y final, se recolectaron
hojas y raices y se almacenaron a -802C.

Transformacion de protoplastos de Physcomitrella patens

Para cada transformacion se usaron dos placas de protonema con al menos tres pasajes
realizados con el homogeneizador Ultraturrax t8 basic (IKA, Alemania) en potencia 4 y 7 dias
de antigliedad. El tejido vegetal fue digerido durante 16 horas en la oscuridad con una solucién
de 0,2% driselasa en 8% D-manitol.

Posteriormente los protoplastos pasados por un filtro de x mm y se disueltos en 8% D-manitol
hasta un volumen total de 10 ml. Se centrifugaron a 80 g durante 5’ y el pellet de protoplastos
fue resuspendido en 10 ml de CaPW (8% manitol, 10 mM de CaCl,.2H,0. Se volvieron
centrifugar a 80 g y se resuspendieron hasta un volumen total de 10 ml de CaPW.
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Se tomd una alicuota de la solucidn de protoplastos y los mismos fueron contados en la
camara de Neubauer en el microscopio dptico.

El resto de los protoplastos fue centrifugado y fueron resuspendidos a una concentracién de
1,6 x 10° protoplastos/ml en medio 3M (0,439 M D-manitol, 15 mM MgCl,, 0,1% MES pH 5,6).
Se mezclaron posteriormente 300 ul de protoplastos con 20 pug de DNA lineal y se agregaron
300ul de solucién PEG (40% Polietilenglicol 8000, 0,439 M D-manitol, 100 mM Ca(NOs),, 10
mM TrisHCI pH 8,0).

Estas mezclas fueron colocadas a 45°C durante 5’ y posteriormente incubadas a temperatura
ambiente por 10’. Se agregaron cantidades crecientes de CaPW (600 pl, 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml)
a los protoplastos hasta llegar a un volumen final de 10 ml en aproximadamente 30’. Se
centrifugaron 5 a 80 g y se resuspendieron en 0,3 ml de PRML (BDC + Hoagland’s, 8% D-
manitol, CaCl, 10 mM), se agregaron 2,5 ml de PRMT (medio BDC Hoagland’s, 8% D-manitol,
CaCl, 10 mM, 0,5% agar) a 45°C y se plaquearon 3 ml de la suspensién en placas de PRMB (BDC
+ Hoagland’s, 8% D-manitol, CaCl, 10 mM, 1% agar) con celofan.

Actividad bacteriostatica

Se transformd la construccidn pCRGLIP4 y el vector pCRIl cerrado (Invitrogen, Carlsbad, Ca,
USA) en células BL21.

Se inocularon 50 ml de medio LB/ampicilina 100 mg/ml con o sin IPTG 1 mM con 1 ml de
cultivo saturado crecido ON. Se incubdé 37°C con 220 rpm de agitacion y se midid la
absorbancia a 600 nm cada una hora hasta llegar a |la fase logaritmica de crecimiento.

Medidas de clorofila

Para la evaluacidn del contenido de clorofila se maceraron entre 50 y 100 mg de tejido vegetal
en 10 ml de acetona al 80%. La solucion resultante fue filtrada utilizando papel de filtro tipo
whatman de 80 gr/cm®. Se midi6 la absorbancia de la solucién a 645y 663 nm.

La concentracion de clorofila se calculé utilizando la siguiente férmula:

((12,7%A663)—(2,6¥A645)*10)

Chla(mg/g) = mg de tejido

Chl b (mg/g) = ((22,9xA645)—(4,68+A663)*10)

mg de tejido

Pérdida de electrolitos (Electrolite leakeage)

Se tomaron 3 colonias y se colocaron en 8 ml de H,O ultradestilada con cuidado de no
dafiarlas. Se las sometio a agitacion lenta durante 15’ y luego se retiraron las plantas y se midid
la conductividad de la solucién resultante con un microconductimetro. Se devolvieron las
plantas a los tubos y se hirvieron durante 15’, se vortexearon, se quitaron las plantas y se
volvié a medir la conductividad de agua que las contenia. Este ultimo valor se tomdé como el
100% de los iones contenidos en la muestra y en funcidn de este valor se calculd el porcentaje
de iones de perdidos en la muestra inicial.
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Resultados y discusion

Andlisis funcional del gen PpABR100 de Physcomitrella patens

El gen PPABR100 (Pp1s517_11V6, Phypa_110695) fue identificado a partir de una biblioteca de
respuesta a ABA en Physcomitrella (Carvallo, 2006). La secuencia codificante de este gen es de
837 pb y codifica para una proteina de 278 aa y un peso molecular aproximado de 27 kDa y un
punto isoeléctrico de 8,98. PpABR100 no codifica para ningun dominio conservado conocido.

Estudios previos del patron de expresidn de este gen muestran una induccién con las
hormonas ABA y SA y en respuesta al estrés osmético y salino (Carvallo, 2006).

Andlisis in silico de PpABR100

Se analizé la posible localizaciéon subcelular de PpABR100 utilizando varios algoritmos
predictivos. En todos los casos el resultado de estas predicciones muestra que ésta seria una
proteina de ubicaciéon cloroplastica (tabla 1). Predicciones con targetP, le otorgan un 86% de
probabilidad a esta localizacion con respecto a otras, usando ChloroP se pudo determinar que
esta proteina contaria con un péptido de transito al cloroplasto de 60 aminoacidos. LOCtree
también le asigna localizacidn cloroplastica con un indice de seguridad de siete en una escala
del 1 al 10. Estas observaciones concuerdan con reportes para el homélogo mads cercano
descripto de PpABR100, que corresponde a una proteina cloroplastica del helecho Osmunda
japonica que se localizaria en la membrana de los tilacoides (Inoue et al., 1995)

Tabla 1: Predicciéon de la localizacién subcelular de PpABR100. En la primera linea se observa la prediccion de la

localizacion segun el programa targetP v1.1. Los valores corresponden a las probabilidades de cTP: presencia de
péptido de transito al cloroplasto, mTP: presencia de péptido de transito mitocondrial, SP: presencia de péptido
sefial, RC: clase de fiabilidad, valor de 1 a 5 donde 1 representa la prediccion mas fuerte. En la segunda se observa el
resultado de una busqueda especifica de péptidos de transito al cloroplasto realizado por el programa ChloroP, cTP-
length: largo del péptido de transito al cloroplasto, CS-score: is el valor de la matriz MEME para supuesto sitio de
clivaje. La prediccion de LOCtree concuerda con los otros resultados: Asigna una localizacién cloroplastica a la
proteina con un indice de seguridad de 7 en un rango del 1 al 10.

cTP mTP SP Otra Localizacion RC Ref.
(s E
TargetPvll 086 0017 0,134 0,010 Cloropléstica 2 manuelsson et
al. 2000
Puntaje cTP CS-score cTP-length Ref.
ChloroPv1.1 0,584 Si 11,034 60 Emanuelsson et al., 1999
Localizacion indice de seguridad Ref.
LOCtree Cloroplastica 7 Nair y Rost, 2005

Si bien todos los algoritmos predictivos apuntan a que PpABR100 es una proteina cloroplastica
esto debera ser confirmado experimentalmente.

El homdlogo mas cercano de PpABR100 que ha sido descripto corresponde a una proteina que
se expresa en esporas maduras del helecho Osmunda japonica (Inoue et al., 2000), esta
proteina, denominada proteina de 22kDa, se localiza en la membrana interna de los tilacoides
y se ha propuesto que su funcién seria la de la proteccién del fotosistema Il durante el estrés
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oxidativo (Inoue et al.2005). En este mismo trabajo se muestra la posible vinculacién de esta
proteina al grupo lll de las proteinas LEA. Las proteinas LEA (Late Embriogenesis Abundant) son
un grupo de proteinas altamente hidrofilicas que fueron identificadas inicialmente en las
etapas tardias de la embriogénesis del algodén (Dure y Chlan 1981). Si bien no se ha podido
probar fehacientemente, las evidencias apuntan a que las LEA cumplirian funciones
estabilizadoras de proteinas. Homélogos de las proteinas LEA han sido descriptos no solo en
plantas sino que en arqueas, eubacterias y otros eucariotas (Battaglia et al., 2008). Dada su
presencia en organismos no vegetales la denominacién de LEA no refleja el papel que se
atribuye actualmente a las mismas (Hand et al., 2011). El rol de las mismas ya no solo esta
relacionado con las etapas tardias de la embriogénesis, sino con la respuesta al estrés abidtico
en plantas y otros organismos (Furuki et al., 2011, Liu et al., 2011). PpABR100 presenta
homologia con una proteina putativa de la bacteria gran positiva Gemella haemolysans que
tiene similitud con el grupo Il de las proteinas LEA (figura 3).

PpABR100 129 DGLONAGSTAKQAGSAAASNVEDVADAAVKNARDNLNKAKANFGDLMGKGNSK---VK-- 183
D +++A A+ AAA EDV DA D + AK D+ + K VK
ATCC10379 26 DKVEDAKEVAEDVKDAAADKAEDVKDA----VEDKVEDAKEVAEDVKDEAADKAEDVKDA 81

PpABR100 184 --GKISDASSTANQ----- AFQLGDASDVINEAKSNTTNVVDDAKSALSGLGDKLTGS-- 234
K+ DA A A ++ DA +V + K + V+DAK A+ G G

ATCC1037 82 AEDKVEDAKEVAEDVKDAAADKVEDAKEVAEDVKDEAADKVEDAKEAVEEEG--FAGKLF 139

PpABR100 235 NNPGNVAANVKSKADDAVSD 254
+ VA +V K A+DA+ D
ATCC10379 140 SKVKEVAEDVKEAAEDAIED 159

Figura 3. Alineamiento entre PpABR100 v la proteina del tipo LEA de G. haemolysans. Entre ambas secuencias, en
rojo, se representan con “+” los aminodcidos similares y con el simbolo del aa los idénticos.

Basdndose en esta observacion se evaluaron algunos de los pardmetros vinculados a la funcién
de las LEA en PpABR100. Una de las caracteristicas principales de estas proteinas es que no
presentan una estructura terciaria definida, al contrario se destacan por ser proteinas
intrinsecamente desordenadas. Se estudiaron utilizando distintas herramientas informaticas
las propiedades de esta proteina relacionadas a la estructura y en todos los casos se evidencié
que PpABR100 es una proteina intrinsecamente desordenada a partir del aminodcido nimero
100 (figura 4A), siendo que el péptido de transito al cloroplasto abarca los primeros 60
aminodcidos de esta proteina. El desorden intrinseco confiere varias caracteristicas como ser la
flexibilidad, la rapidez de interacciéon y la especificidad sin necesidad de interacciones
moleculares muy fuertes. Estas caracteristicas suelen favorecer las propiedades chaperonas de
las proteinas LEA (Kovacs et al., 2008).

Se comparé el grado de desorden intrinseco presentado por PpABR100 con el de dos proteinas
LEAIIl de una longitud similar, una de Zea mays (NP_001105298.1) y otra Orysa sativa (ID:
A2Y720.1). Para este andlisis se eliminaron los primeros 60 aa de PpABR100 correspondientes
al péptido de transito al cloroplasto. El nivel de desorden observado para estas proteinas fue
similar indicando que PpABR100 se encontraria desestructurada en medio acuoso a un nivel
similar que proteinas LEA del grupo lll (figura 4B).

La mayoria de las LEA son proteinas hidrofilicas por lo que tienen una gran superficie en
contacto con el medio acuoso. Se evaludé esta caracteristica en PpABR100, en base a la
hidrofobicidad de sus aminoacidos, utilizando el método de Kyte y Doolittle (Kyte y Doolittle,
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1982). Al igual que lo observado para el caso del desorden salvo los primeros 100 aminodcidos,
el resto de la proteina muestra una hidrofobicidad menor a cero (figura 4C). Utilizando el
algoritmo PROFphd que utiliza una serie de programas para predecir distintas caracteristicas
basandose en la estructura primaria de una proteina se predijo la accesibilidad de sus
compuestos y se determind que el 66% de sus aminoacidos tiene mas del 16% de su superficie
accesible.

Segun algunos autores la funcidn chaperona de las proteinas LEA estaria basada en la
adquisicidn de una estructura mds compacta en situaciones de estrés hidrico, siendo asi capaz
de interactuar con sus targets especificos (Battaglia et al., 2008).
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_________ MD
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B
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Figura 4: Prediccidn de las caracteristicas fisicoquimicas de

PpABR100. A partir del aminoacido 100 se observa un
aumento en el desorden intrinseco, la accesibilidad de los
aa y el grado de hidrofobicidad de la proteina A:
prediccion del desorden intrinseco y del grado de
accesibilidad de los aminodcidos usando distintos
programas: |Uprep, Ucon, MD, PROFval Proteinas con
valores superiores a 0,5 se consideran desordenadas
(Linding, 2002) B: comparacion del grado de desorden
intrinseco de PpAB100 con el de otras proteinas descriptas
como LEAIll. Todas las proteinas presentan niveles
similares. C: prediccion de la hidrofobicidad de la
secuencia aminoacidica de la proteina, grafico utilizando
una ventana de 7 aa.

PpABR100 carece del grupo de 11 residuos aminoacidicos caracteristico del grupo Il de las
proteinas LEA, conformado por los siguientes aminoacidos: OOE/QXDOKE/QKDXE/D/Q en
donde @ representa un residuo hidrofébico. PpABR100 tampoco presenta caracteristicas que
lo asignen a ninguno de los otros grupos de proteinas LEA. Sin embargo, existen varios
estudios que asignan a las hidrofilinas no LEA funciones chaperonas similares (Lin vy
Thomashow, 1992, Goyal et al., 2005, Reyes et al., 2005). Las hidrofilinas, nombre con el que
se conocen a las proteinas con un contenido de glicina mayor al 6% y una hidrofobicidad
menor a 1, comprenden la mayor parte de las proteinas LEA y representan alrededor del 0,2%
de los genomas (Battaglia et al. 2008). Se especula que las hidrofilinas cumplen funciones
protectoras durante la deshidratacidon, mediante la prevencidon de la inactivacién de otras
proteinas en estas condiciones. Durante la agregacion proteica producida durante la
deshidratacion, estas proteinas crearian un microambiente hidrofilico en las macromoléculas,
ejerciendo de esta forma su actividad de chaperonas (Battaglia et al., 2008).

Esta serie de observaciones permite especular acerca de una posible funcién de PpABR100
como chaperona de proteinas cloroplasticas, que actuaria en condiciones de estrés
manteniendo la integridad y la funcién de la maquinaria cloroplastica. El patrén de expresion
de este gen, muy similar al reportado para las proteinas LEA durante el estrés (Dure et al.,
1989; Chandler y Robertson, 1994; Ingram vy Bartels, 1996; Campbell y Close, 1997;
Thomashow, 1998; Bies-Etheve et al., 2008) es coincidente con la funcién que podria ejercer
PpABR100 en condiciones de deshidratacion celular, inducidas por estrés hidrico, frio, o estrés
osmotico.

Obtencion de mutantes para el estudio de la funcion de PpABR100

Con el objetivo de analizar la funcion de PpABR100 en la respuesta al estrés se obtuvieron
mutantes nulos y lineas transgénicas con expresion constitutiva del mismo gen en
Physcomitrella patens.

PpABR100 es un gen de copia Unica, una busqueda de homdlogos en el genoma por TBLASTN
lo alinea con dos péptidos presentes en el grupo de ligamiento 251 de 159 y 89 aa. Las
secuencias correspondientes a los mismos son Ppls251 61V6 y Ppls251 62V6
respectivamente. Por blisqueda en la base de datos de ESTs disponible en NCBI y de COSMOSS
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(Lang et al., 2005) no se encontrd evidencia de la expresidon de ninguno de los transcriptos de
estos péptidos.

Esta observacion es importante puesto que los efectos compensatorios de proteinas con
funciones similares podrian enmascarar el fenotipo de un mutante KO.

Para generar mutantes nulos (KO) se utilizd la construccion pUBW100KO, generada
previamente en mi trabajo de grado. La misma contiene un segmento de 785 pb
correspondientes al extremo 5’ de la secuencia gendmica correspondiente a PPABR100 y uno
de 466 pb del extremo 3’ del cDNA del mismo flanqueando a un casette de seleccién con el
gen nptll que codifica para la transferasa de neomicina Il y confiere resistencia a la geneticina
(G418). Esta es una construccion de reemplazo alélico y por lo tanto dirige dos eventos de
recombinacion homdloga, uno por cada segmento de homologia. La integracion de esta
secuencia en el locus blanco resulta en la interrupcion del gen por insercién de la secuencia del
casette de seleccion, y por lo tanto en la produccidon de un mutante KO.

Para la produccion de plantas de expresidn constitutiva del gen codificante para PpABR100 se
generd una construccidn génica mediante la insercién de la secuencia codificante del gen bajo
la regulacion del promotor de ubiquitina del maiz. Para ello se utilizé la construccién pCE100
gue contiene la secuencia codificante del PpABR100 clonada en el vector pENTR2B
(Invitrogen). Se realizé una recombinacion sitio especifica entre el vector pCE100 con el vector
pTUbiGate (Anterola et al., 2009) utilizando el sistema de clonado Gateway. El vector
pTUbiGate contiene un gen letal flanqueado por sitios AttR que recombinan especificamente
con los sitios AttL del vector pENTR2B en presencia una mezcla enzimatica (Gateway) que
contiene Int (Integrase), IHF (Integration Host Factor) y Xis (Excisionase), enzimas que catalizan
la recombinacién in vitro de entre sitios attL y sitios attR. Esta es una reaccidn reversible que
intercambia las secuencias presentes entre estos sitios. Utilizando este sistema se obtuvo la
construcciéon pUbil00, que dirige la integraciéon del gen quimérico, bajo la direccion del
promotor de ubiquitina de maiz, al locus 108 del genoma de Physcomitrella. Este locus es
ampliamente usado para la insercién dirigida de secuencias puesto que no presenta genes
predichos y se ha demostrado que la recombinacién homéloga en este sector tiene una alta
probabilidad de ocurrencia (Schaefer y Zrid, 1997), probablemente por la estructura
cromatinica del mismo. La construccidn contiene ademas un casette de seleccion positiva para
el antibidtico higromicina.

Utilizando la técnica de transformacién de protoplastos mediada por PEG (Cove et al., 2009) se
obtuvieron siete lineas transformantes con la construccion pUBW100KO que fueron
denominadas 100KOx (x del 1 al 7) y tres con la construccion pUbi100 (100SE1, 2 y 3).

Caracterizacion molecular de los transformantes

Se extrajo DNA gendmico de las colonias resistentes a G418 o higromicina segun la
construccion utilizada y se amplificaron regiones que incluyen el sitio de unién entre la
construcciéon y el genoma para confirmar que las secuencias hayan sido integradas por
recombinacion homoéloga.

En el caso de los mutantes KO en dos de las 7 lineas resistentes al antibiético se confirmé la
insercion en el extremo 3’ mediante la amplificacién de una secuencia de 1293 pares de bases
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gue incluye el casette del seleccién y parte de la secuencia rio arriba en genoma en las lineas
100KO1 y 100KO7. Solo se confirma la correcta insercidn en el extremo 5’ para la linea 100K0O7
mediante la amplificacion de una regidon de 1121 pb que comprende parte del casette de
seleccion y la secuencia rio abajo al sitio de insercidn (figuras 5).
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Figura 5: Caracterizacion molecular de mutantes nulos de PpABR100. A: Modelo de insercion de la construccién

pUBW100KO en el genoma. Se observa la localizacidn de los oligonucledtidos utilizados para confirmar la insercion y
de fragmentos los amplificados esperados. Los pares a/b, y c/d amplifican el segmento resultante de la insercién
por HR de los extremos 5 y 3’ respectivamente. B y C: Fragmentos amplificados de los extremos 5’ y 3’
respectivamente para confirmar la insercion por recombinacion homdloga de la construccién KO, el clon 100KO7
contiene ambos extremos recombinados de forma homdéloga.

En el caso de los sobreexpresantes, las tres lineas insertaron la construccion por
recombinacion homologa, lo que se pudo corroborar mediante la realizaciéon de dos PCR que
reconoce secuencias del gen 108 fuera de la construccién y partes del promotor de ubiquitina
para el extremo 5’ y del casette de seleccion de higromicina para el extremo 3’. En todos los
casos se obtuvieron amplicones del tamafio esperado, 2259 pb para el extremo 5’ y 2760 pb
para el extremo 3’ (figuras 6A, By C).

Mediante la amplificacién de los segmentos recombinantes 5’ y 3’ se puede asegurar que la
insercion al genoma fue mediante recombinacidn homdloga. De manera previa a la insercion
por recombinacion homodloga los extremos de la construccién pueden ligarse entre si
determinando una insercién de secuencias en tdndem (Kamisugui et al., 2006). Para evaluar si
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las recombinaciones habian ocurrido con una copia Unica del constructo se amplificé toda la
construccién usando oligonucledtidos que reconocen secuencias por fuera en el locus 108, en
las regiones gendmicas adyacentes (oligonucledtidos j y K), en las lineas sobreexpresantes.
Solo fue posible obtener un amplicén del tamafio esperado para 100SE3, indicando que en el
caso de 100SE1 y 100SE2 probablemente haya ocurrido la integracion de mas de una copia en
tandem (figura 6D).

Para estudiar mdas precisamente el numero y forma de integracién de estas inserciones
estudios de southern blot deberan ser realizados.
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Figura 6: Caracterizacion molecular de sobreexpresantes de PpABR100.A: Modelo de insercion de la construccion

pUbi100 en el genoma. Se observa la localizacion de los oligonucledtidos utilizados para confirmar la insercién y de
fragmentos los amplificados esperados. Los oligonucledtidos marcados con las letras j y k amplifican toda la
construccion de sobreexpresion desde fuera de la misma. La insercidn correcta del extremo 5’ se chequeé con los
oligonucledtidos cuya localizacion estd marcada con f y g en tanto que en el extremo 3’ se usaron los
oligonucledtidos marcados con h y i. B y C: Electroforesis en gel de agarosa para confirmar la inserciéon por
recombinacién homologa de la construccion pUbil00 en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. Se obtuvieron en las
tres lineas amplicones de los tamafios esperados. D: Amplificacién de la construccion de sobreexpresion completa.
Solo fue posible amplificarla en el clon 100SE3, lo que sugiere que 100SE1 y 100SE2 tendrian mas de una copia del
constructo. El amplicén de la linea salvaje presenta el tamafio esperado de alrededor de 3000 pb.

Posteriormente se realizd un estudio de northern blot para determinar la expresion del gen en
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las lineas mutantes. Para esto se sometio a las plantas a un tratamiento previo con ABA para
inducir la expresion del gen. Se analizé la expresidon del gen en la las lineas 100KO7, 100SE1 y
100SE2 asi como en la linea salvaje (G2004). En el caso del KO no se detectd expresion tanto
en condiciones normales como de induccion del gen por tratamiento con ABA. La linea 100SE1
presenté alrededor de 10 veces mas expresion en condiciones control y 4 veces mas en
condiciones inducidas que la linea wt, la linea 100SE2 presenté una expresién aun mayor
(aproximadamente 20 veces mas en control y 5 veces mas con ABA), determinando asi la
posible presencia de un mayor nimero de copias de la construccion en el genoma, lo que
coincide con la observaciones realizadas por PCR (figura 7).

wt
control

wt !00SE1 100SE1 100SE2

100SE2

ABA control  ABA control  ABA

100KO7 100KO7
control  ABA

Figura 7: Expresion en mutantes de

PpABR100H: A: Expresiéon del gen
PpABR100, northern blot en condiciones
de crecimiento normal y luego de una
induccion del mismo durante 2 horas con
ABA 10 puM. B: Cuantificacidon aproximada

Fenotipado de lineas mutantes del gen PpABR100

Una vez obtenidos los mutantes y habiendo caracterizado los mismos molecularmente se
procedio a su caracterizacion fenotipica.

Basandose en la hipdtesis de que PpPABR100 podria participar en la respuesta de tolerancia al
estrés y dadas las observaciones acerca de su patrén de expresion, se procedio al estudio de la
respuesta de los mutantes ante condiciones de estrés abidtico.

PpABR100 v su relacidn con el estrés oxidativo

Dada la posible localizacién cloropldstica de esta proteina en principio se explord la relacién de
esta proteina con el estrés oxidativo, induciendo estrés por la aplicacion de perdxido de
hidrégeno (H,0,) y metil violdgeno (paraquat), un compuesto que inhibe la fotosintesis y
genera superoéxido intracelular mediante la captura de electrones del fotosistema | y su
transferencia al oxigeno molecular (Summers, 1980).

Tratamientos con H,0, 1 mM durante 15 dias y con paraquat 100 uM durante 12 dias no
produjeron ninguna diferencia observable en el patrén de crecimiento de plantas mutantes y

PpABR100 de la expresidon. 100SE2= 100%. No se
detectd expresion en 100KO7 tanto en
120 condiciones normales como de induccion
del gen por tratamiento con ABA. La linea
100 i 100SE1 presentd 10 veces mas expresion
80 en condiciones control y 4 veces mas en
60 condiciones inducidas que la linea wt, la
40 [ linea 100SE2 presentd una expresidn alun
20 mayor (20 veces mas en control y 5 veces
0 — EI ' ' mds con ABA)
wt wWwtABA SE1 SE1 SE2 SE2 KO7 KO7
control control ABA control ABA control ABA
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salvajes. Tampoco se observaron cambios en el contenido total de clorofila ni en las
proporciones entre la clorofila Ay la B (figuras 8A, C, Dy F).

En el caso de los tratamientos con paraquat se cuantificé también la pérdida de electrolitos en
las plantas control y en aquellas sometidas a estrés. Esta medida es indicativa del grado de
integridad de las membranas de la célula mediante la medida del porcentaje de iones de la
planta que se encuentran solubles en una condicidon determinada, utilizando para esto la
medida de la conductividad de los iones que se desprenden de las mismas. En este caso
tampoco fue posible observar diferencias significativas, generando el tratamiento una pérdida
de electrolitos de alrededor del 25% (figura 8G).

Para analizar desde otro punto de vista la integridad de la maquinaria fotosintética en
condiciones de estrés oxidativo se estudié el crecimiento y el contenido de clorofila de plantas
sometidas a una alta intensidad luminica. En este caso tampoco se observé ninguna diferencia
entre el fenotipo de las plantas salvajes y de las plantas mutantes. Sin embargo, la intensidad
luminica a las que las mismas se vieron expuestas, aproximadamente 4 veces superiores a las
condiciones dptimas de crecimiento in vitro, no parece haber generado un grado de estrés
significativo, puesto que tanto el contenido de clorofila como la relacién entre las mismas y el
patrén de crecimiento, fueron similares a los observados en condiciones control (figuras 8 By
E).

Para explorar la relacion entre el gen PpABR100 y la respuesta a la luz de esta planta se
deberian ensayar condiciones de luz mas intensas.
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Relacién entre clorofilas Clorofila total
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m Control 24 hs
W PQ100um 24 hs
M PQ100uM 72hs

100SE2 wt

PpABR100 al estrés oxidativo. A, B y C: Cuantificacion de
clorofila total y relacién clorofila A/B en plantas sometidas al
estrés inducido por paraquat (100uM 12 dias), exceso de luz
(30 dias) y H,0, respectivamente (1mM 15 dias), en ninguno
de los casos las diferencias entre las lineas son significativas.
D, E y F: Colonias de las lineas mutantes sometidas al estrés y
comparacion con sus distintos controles, no se observaron
diferencias macroscopicas significativas. G: Pérdida de
electrolitos de lineas sobrexpresantes luego de dos tiempo de
la aplicacién de paraquat. Las diferencias entre las lineas
tampoco son significativas.
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Contribucién de PpABR100 a la respuesta al estrés osmotico en Physcomitrella patens

El estrés osmotico genera en la mayoria de las células vegetales una reduccién del volumen de
las mismas lo cual conlleva una alteracién en la densidad de macromoléculas presentes en la
misma. Este cambio en la densidad suele ser contrarrestado por la acumulacién de solutos
compatibles que aumentan el volumen celular y corrigen parte de los desvios en la
concentracién de moléculas sin interferir en el metabolismo celular. También varias proteinas
tienen funcion protectora de estas macromoléculas durante el estrés, siendo este rol uno de
los que se les asigna a las hidrofilinas. Basandose en estas observaciones se estudidé la
respuesta de los mutantes de PpABR100 al estrés osmodtico generado por la adicidon al medio
de cultivo de manitol.

Se realizaron tratamientos de manitol a tres concentraciones diferentes (200, 400 y 900 mM)
durante 15 dias y se estudid la respuesta durante el estrés como también la recuperacion del
estrés severo de las plantas. Ninguna de las concentraciones de manitol provocé una reaccion
diferencial en las plantas observable a nivel macroscdpico o a través del contenido de clorofila
de las plantas tratadas (tabla 2).

Tabla 2. Significancia de las diferencias entre el contenido de clorofila de plantas mutantes y wt en estrés osmético.
En esta tabla se muestran los p-valores de las comparaciones entre los contenidos de clorofila entre la linea 100SE1

y 100KO7 en relacidn a la linea salvaje. En ninguno de los casos el p-valor resulta significativo (<0,05).

p-valor 200mM 400mM
wt vs 100SE2 0,1614 0,7387 0,7756
wt vs 100KO7 0,0558 0,7944 0,678

Efecto de PpABR100 en el patrén de crecimiento durante el estrés salino.

Dada las observaciones obtenidas para 100SE2 con manitol se decidié estudiar también la
respuesta de las plantas mutantes al estrés salino inducido por cloruro de sodio (NaCl). El
estrés salino esta conformado por estrés idnico sumado al estrés osmatico. Particularmente el
estrés salino inducido por NaCl, suma el efecto toxico de las altas concentraciones de sodio.

Se aplicaron dos concentraciones distintas de NaCl (150 y 500 mM) durante 15 dias y se
estudio la recuperacidn de las plantas al estrés severo (500mM).

A nivel macroscépico se observé un fenotipo diferencial en las plantas KO con respecto al resto
de las lineas. Las mismas se veian mas translicidas, y con un crecimiento mds expandido
(figura 9A y 9B). Estas diferencias no se vieron reflejadas en las medidas de clorofila total,
tampoco se observé una proporcidn distinta de clorofila A y clorofila B. El fenotipo observado
en las colonias sometidas a estrés salino leve no se ve reflejado en la concentracion de
clorofila. Probablemente el mismo responda a un crecimiento menos denso.
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Las plantas expuestas a estrés de 500mM no mostraron ninguna diferencia tanto fenotipica
como en el nivel de clorofilas, tampoco se observaron diferencias durante la recuperacién de
las mismas (figura 9B).

wt 100KO7 100SE1 100SE2

A B

control

Respuesta al NaCl 150 mM

o
e

NaCl 150 mM

NaCl 500 mM

Recuperacion

Figura 9: Respuesta de las lineas mutantes 100SE1, 100SE2 y 100KO7 al estrés inducido por cloruro de sodio. A:

Colonias de Physcomitrella sometidas a 150mM de estrés salino. Se observa un crecimiento menos denso en la linea
100KO7. B: comparacion macroscépica de los mutantes en la respuesta a estrés leve y severo (150 y 500 mM 15
dias) y en la recuperacién del mismo.

Para explicar el fenotipo observado y obtener un mejor acercamiento a la relevancia de
PpABR100 en la respuesta al estrés salino leve se deberian medir otros pigmentos, ademas de
hacer medidas de peso fresco y peso seco a distintos tiempos luego de aplicado el estrés y
estudiar la naturaleza de las diferencias a nivel microscdpico.

Glucosa

Por otro lado se cuantifico el efecto de la aplicacion de glucosa en el medio de cultivo. La
glucosa es el principal producto de la fijacidon de carbono a nivel del cloroplasto. Este proceso,
esencial tanto para la vida de la célula como del individuo y de modo mas general para la vida
en la tierra, depende de manera directa de la maquinaria fotosintética, pues utiliza el ATP
producido por la fotosintesis para la fijacidon de carbono. El nivel de energia disponible, medido
en los niveles de glucosa, tiene un efecto regulatorio de los procesos fotosintéticos por lo que
ambos procesos estan profundamente vinculados.

En este caso se midieron los niveles de clorofila de las pantas wt y las mutantes, para evaluar si
esta regulacion se ve afectada y por otro lado, si PPABR100 tiene alguna influencia en la
vinculacion de estos procesos.

Luego de la aplicacion de 75 y 150 mM de glucosa durante 15 dias no fue posible observar
diferencias macroscopicas significativas y tampoco se observaron diferencias en la cantidad de
clorofila total ni en la proporcién entre clorofila A y B por lo que se supone que este gen no
estaria cumpliendo ningun rol esencial en esta relacion (figura 10).
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Figura 10. Relacién entre PpABR100 y
el metabolismo de azucares. A:

contenido de clorofila total y relacién
entre clorofila Ay B de plantas
crecidas en medio suplementado con
75y 150 mM de glucosa durante 15
dias. No se observan diferencias
significativas entre las lineas. B:
Fenotipo de las plantas

Se realizaron también tratamientos con hormonas, para analizar la relacién de PpABR100

tanto con la sefializacion como con la respuesta a estos agentes. Para esto se seleccionaron

dos hormonas, el acido salicilico, basandose principalmente en los patrones de expresién de

este gen en condiciones de estrés bidtico, en cuya respuesta esta hormona estd vinculada y el

acido abscisico, hormona que induce la expresién del gen PpABR100 de forma muy clara y

ademads esta vinculada en la respuesta a la mayoria de los tipos de estrés abidtico.

Las plantas se trataron con 1mM de 4cidos salicilico durante 12 dias y con 10 uM de ABA

durante 15 dias. En ambos casos los niveles de clorofila A y B asi como la apariencia de las

plantas fueron similares entre las plantas mutantes y las salvajes (figura 11).
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Figura 11. Respuesta al tratamiento con hormonas. A y B: Respuesta al tratamiento de acido salicilico (1mM, 12
dias). C, D y E: Respuesta al tratamiento con acido abscisico (10 uM, 15 dias). En ninguno de los caso se observan
diferencia significativas. En el tratamiento con ABA fue realizado de manera independiente para las lineas
sobreexpresantes y KO por lo cual las imagenes se muestran con controles wt diferentes.

Respuesta al estrés por frio

Dado que PpABR100 presenta una leve induccién por temperaturas bajas se crecieron las
plantas a 4°C para determinar si este gen cumple una funcién trascendente en el crecimiento
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en estas condiciones. El contenido de clorofila de las plantas fue medido en distintos
momentos hasta los dos meses de crecimiento en estas condiciones no siendo posible
determinar un patrdn claro en los contenidos de clorofila, que variaron su tendencia en los
distintos experimentos. Posiblemente otros parametros que no fue posible controlar, como la
humedad, sean los responsables de estas variaciones. En ninguno de los casos se observaron
diferencias fenotipicas entre las lineas (figura 12). Se midié también la pérdida de electrolitos,
qgue permite inferir el grado de integridad de la membrana pldsmatica, responsable de la
mayoria de los desordenes provocados por el frio. Para este parametro tampoco fue posible
observar diferencias significativas.

wt 100KO7 100SE1 100SE2

Figura 12. Respuesta de los
mutantes de PpABR100 al estrés
por bajas temperaturas:

control

Fenotipo de las plantas crecidas
a 4°C durante 30 dias. No se
observan diferencias entre lineas
wt y transformantes

4°C

La sobreexpresiéon del gen PpABR100 favoreceria la resistencia al estrés inducido por Cadmio

Teniendo en cuenta que cierta diferencia en el crecimiento fue observada en el mutante KO al
ser expuesto a NaCl y que esta diferencia no parece estar relacionada con repuesta al estrés
oxidativo ni al estrés osmotico, se evalud la respuesta de las lineas mutantes de PpABR100 a
otros compuestos téxicos. La unién de proteinas del tipo hidrofilina a metales puede estar
relacionada con una funcion de detoxificacion necesaria en situaciones de estrés, en donde la
toxicidad de los metales estd asociada a la produccién de especies reactivas de oxigeno,
comunmente generadas en plantas expuestas a limitaciones hidricas (Hara et al., 2004). Por
esto, estas proteinas pueden actuar como scavengers de radicales bajo estrés oxidativo.

Se evalud en este caso la respuesta a dos sales de metales pesados, el cloruro de zinc (ZnCl) y
el sulfato de cadmio (CdSQ,)

Relacion entre clorofilas Clorofila total

3 4 *
25 7

L
15 WZn100mM -E'p 2 WZn 100mM
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m control 1,5 mcontrol
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Figura 13: Respuesta de mutantes del gen PpABR100 al estrés inducido por metales pesados. A y B: Plantas tratadas
con zinc. Los valores de concentracion de clorofila y relacion entre las mismas no presentan diferencias significativas

entre las lineas. C: Contenido de clorofila de las plantas expuestas a estrés por cadmio. No se observan diferencias
significativas en las proporciones de clorofila, si en el procentaje de clorofila contenido en estrés. Las lineas 100SE1
y 100SE2 tienen un mayor contenido de clorofila total cuando son comparadas con el control. *= diferencias
significativas (p-valor < 0,05), **= diferencias muy significativas (p-valor < 0,01). D: Fenotipo de las plantas
expuestas al estrés por cadmio.

En el caso de los tratamientos con 100mM de ZnCl, durante 7 dias no se observaron
diferencias significativas en la respuesta de las diferentes lineas al comparalas con el fenotipo
wt (figura 13 A y B). En general en todas las lineas evaluadas se observa una tendencia
creciente de la cantidad de clorofila en relacién al grado de expresion del gen PpABR10O, sin
embargo dada el alto grado de variabilidad del experimento esta diferencia solo es
estadisticamente significativa al comparar las lineas 100KO7 y 100SE2 (p-v: 0,0184). En este
caso lalinea 100SE2 presenta 1,3 veces mas clorofila que el mutante nulo.

También se observo una respuesta diferencial en los tratamiento con Cadmio (100mM, 3 dias)
en la cuales el contenido de clorofila fue mayor en ambas plantas sobreexpresantes que en la
linea salvaje y la KO (figura 13Cy 13 D). La relacion entre clorofila A y B de las plantas tratadas
se mantuvo constante en todas las lineas, levemente superior a la relacién que presentan las
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plantas no tratadas (figura 13C). Para la evaluacion de estos datos se calculd el porcentaje de
clorofila que presentan las lineas tratadas con respecto al presentado en sus respectivos
controles. Las plantas salvajes presentaron un 26+/-3%, los KO un 32+/-8% en tanto que los
sobreexpresantes presentaron un un 48+/-8% y un 37+/- 2. Las diferencias entre el 100KO7 y la
linea salvaje no son significativas (p-v=0,3371), en cambio en la comparacidon entre
sobreepresantes y la linea salvaje las diferencias muestran significancia estadistica (p-v=
0,0122 para 100SE1 y p-v= 0,0094 para 100SE2).

La respuesta a cadmio en las plantas es muy compleja dada la variedad de procesos en los que
interfiere este compuesto. El cadmio puede ser acumulado en todos los tejidos vegetales e
interfiere en una larga lista de procesos bioldgicos de la planta, enlentece el crecimiento, causa
clorosis, epistania de hojas, altera la ultraestructura de los cloroplastos, inactiva enzimas de
fijacién de CO,, induce peroxidacién lipidica y ademas perturba el metabolismo del nitrégeno y
del azufre y la maquinaria antioxidante. El cadmio puede inhibir también varios grupos de
enzimas como las del ciclo de Calvin, el metabolismo de los carbohidratos y del fosforo. El
efecto del cadmio en la asimiliacion de nitrato ha sido estudiado en varias plantas
mostrandose una inhibicién de la toma de nitrato y de la actividad de la enzimas involucradas
en el la asimilacién del mismo. Induce la generacién de especies reactivas del oxigeno
incluyendo el perdxido de hidrégeno, el radical superdxido y el radical hidroxilo.

Dada la diversidad de procesos involucrados, individualizar aquél o aquellos en los cuales el
gen PpABR100 podria estar interviniendo se presenta como un desafio considerable. Sin
embargo varios de los elementos involucrados en esta respuesta han sido estudiados de
manera individual en este trabajo. Claramente no todos los procesos fueron abarcados, y los
compuestos utilizados para inducir cada tipo de estrés presentan caracteristicas distintas a las
del cadmio. Sin embargo, puede descartarse que la mayor resistencia de los sobreexpresantes
se deba a una mayor resistencia al estrés oxidativo o una respuesta diferencial del
metabolismo de carbohidratos.

En cuanto a la respuesta diferencial a distintos compuestos téxicos, la misma se puede atribuir
a la modulacién de los cambios en la conformacién de las hidrofilinas. Estos cambios
conformacionales pueden llevar al reconocimiento de un grupo particular de dianas, por lo
cual es predecible la presencia de fenotipos diferenciales en respuesta a distintos compuestos
toxicos incluso entre diferentes metales pesados.

Se podria afirmar que el rol en la resistencia al estrés de PpABR100 no se encuentra
enmarcado en una respuesta global de la célula o de los tejidos puesto que el estrés oxidativo
u otros procesos observados a nivel celular no parecen verse afectados por la presencia o
ausencia de esta proteina. Tampoco parece verse afectada la recuperacién del estrés severo.
PpABR100 parece ejercer su efecto de una manera muy especifica, en procesos relacionados
con compuestos fitotoxicos (sodio, zinc y cadmio). Puesto que se plantea la posible localizacion
cloroplastica de esta proteina su efecto probablemente se vea circunscripto a procesos a nivel
del aparato fotosintético y no de toda la planta, como la proteccién especifica de maquinaria
fotosintética.

Tampoco puede descartarse que PpABR100 tenga actividad como quelante de metales y que la
unién de PpABR100 a metales pueda aumentar la tolerancia al estrés por medio de una accidn
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detoxificadora directa. Para otras proteinas del grupo de las proteinas LEA se ha demostrado la
capacidad de unirse a iones. Varias dehidrinas de Arabidopsis pueden ser purificadas mediante
cromatografia de afinidad idnica, en particular con iones de cobre y niquel (Svensson et al.,
2000). Se ha demostrado ademas la capacidad de proteina LEA del grupo de las dehidrinas de
citrus de unir iones de cobre, hierro, cobalto, niquel y zinc (Hara et al., 2005).

El paso posterior para la caracterizacion de esta respuesta deberad ser probar diferentes
concentraciones de este compuesto y anadir otras sales de cadmio y distintos metales pesados
para profundizar en la caracterizacién funcional de esta proteina.

Asimismo, la localizacién subcelular de PpABR100 debera ser analizada experimentanmente.
Para esto se plantea estudiar la localizacion de la proteina PpABR100 fusionada a GFP (Green
Flourescent Protein). El gen que codifica la proteina de fusién, ha sido clonando en el vector
PENTR 2B, usando el sistema de recombinacion Gateway el mismo podra ser transferido a un
vector binario que permitira la expresion transitoria del mismo en protoplastos u hojas de
tabaco, una metodologia que ha sido puesto a punto en el laboratorio.
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Analisis funcional de PpABR170 en Physcomitrella patens.

La secuencia codificante del gen PpABR170 (Pp1s51_28V6, Phypa_124664) de Physcomitrella
patens es de 1557 pares de bases (pb) y codifica para una proteina deducida de 518 aa, con un
peso molecular de 56 kDa y un punto isoeléctrico 4,94. Esta proteina tiene dos dominios
conservados, un dominio GDSL y un dominio fasciclina en el extremo C-terminal, ademas
posee un péptido sefal que dirigiria esta proteina a la via exocitética. Las proteinas GDSL son
lipasas/esterasas que han sido vinculadas a varios procesos vegetales entre ellos la respuesta
al estrés bidtico y abiodtico (Naranjo et al., 2006; Oh et al., 2005; Hong et al., 2007). Las
fasciclinas son proteinas de adhesidon celular que han sido relacionadas con el mantenimiento
de la estructura de los tejidos durante el estrés salino entre otras funciones (Shi et al., 2003).
Resultados previos indican que PpABR170 se induce frente al tratamiento con ABA, estrés
salino y osmoético (Carvallo, 2006).

El genoma de Physcomitrella contiene una secuencia con alta homologia al gen PpABR170
denominada Ppls126_111v6. Este gen comparte con PpABR170 un 67,8% de identidad y 84%
de similitud a nivel de secuencia aminoacidica (figura 14).

PpABR170 23 SVDAQRTTLLFAFGDSYADVGNKPKSGPNVGKGWVYPYGITWPQPNPAGRFSDGKTSTDW 82
+V+ Q T+LLFAFGDSYADVGN K + W YPYGITWP + PAGRFSDGK STDW

Pplsl26_111Vé AVNVQATSLLFAFGDSYADVGNTLKG---ISPAWRYPYGITWPLHDPAGRFSDGKISTDW 201

PpABR170 83 IAD1vglpvypppylySAGADTSSGVNFAVGGSCVTYGNGDVTLGSQVDNFELFLRTDPY 142

IADL+GLP+YPPPYLY+AG + S GVNFAVGGS V + V+L QVDNFELFLRTDPY
Pplsl26_111Vé 202 IADLLGLPLYPPPYLYTAGENISYGVNFAVGGSGVFKVLSNVSLDVQVDNFELFLRTDPY 381

PpABR170 143 SKDALANSLTFVSVVGNDYLNFKGTTSV—-————— ELFVFIERVVAGIQANLQRLYDLGLR 196
SK AL NS+T+VSV GNDYL F+GTT E ++IERV+ GIQANLQRLYDLGLR
Pplsl26_111V6é 382 SKAALENSVTYVSVGGNDYLAFRGTTEAVSLKPNERLLYIERVIRGIQANLQRLYDLGLR 561

PpABR170 197 NVMVANMFESDCLPIFTKKNGYTACTGETAPFVQIHNAFLLGAVRSINALNPGARFVVLD 256
+VMVAN+ + DCLP+FT+KN +T CTGET P + IHN+FLL AV +INA NPGARF++LD
Pplsl26_111V6 562 HVMVANIPQPDCLPLFTEKNNWTNCTGETGPLINIHNSFLLVAVENINARNPGARFIILD 741

PpABR170 257 QFSAFNQLIATADEHGFTDGLKPCCTGTTNSTYCGDVDASGNWLYTVCKKRGRAIFWDDL 316
+SAF++L++ ADE GFTDGLKPCCTGTTN+T CGDVDASG WLYTVCK RGRA+FWD
Pplsl26_111V6 742 HYSAFSRLLSEADEQGFTDGLKPCCTGTTNTTKCGDVDASGKWLYTVCKHRGRALFWDSE 921

PpABR170 317 HPTMWAWHYLIELFASQPNYVLLADAPTLRQWLOINDASQEPIAAPMPQP 366
HPTMWAWHY+I+L+ QPNY+LLA PTLR WLQ N+A+ EP AA M QP
Pplsl26_111V6 922 HPTMWAWHYIIDLYTKQPNYILLAGVPTLRDWLONNNAAPEPTAALMSQP 1071

Figura 14: Alineamiento entre la proteina codificada por PpABR170 y su homdlogo mas cercano en el genoma

Pp1s126 111v6. Las mismas presentan 69% de identidad (aminodcidos en rojo entre la secuencia)y el 80% de
aminodcidos similares (indicados con signo +)

Con el objetivo de determinar la funcién de PpABR170, principalmente en la respuesta al
estrés abidtico se utilizd una construccion génica para generar lineas con expresion nula del
gen.

Para esto se utilizé la construccién pUBW170KO, obtenida como parte de mi tesis de grado, en
la cual se clonaron 709 pb y 814 pb correspondientes a los extremos 5’ y 3’ de la secuencia
gendmica respectivamente flanqueando a un casette de seleccion que codifica resistencia para
G418. Esta construccidn promueve la recombinacidn de los extremos de homologia lograndose
como consecuencia el reemplazo de las secuencias presentes entre los sitios de recombinacion
por el casette de seleccidn (figura 15).
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Figura 15: Modelo de insercidn en el genoma de la construccién para el KO de PpABR170. Parte del exén 2, los

intrones 2 y 3, el exén 3 y parte del exdn 4 son reemplazados por el casette de seleccidn. En rojo se observa la
localizacion de los cebadores sentido (s) y antisentido (as) que fueron utilizados para clonar los fragmentos de
homologia en el vector de reemplazo pUBW170KO.

En el caso de las plantas transformadas con la construccién pUBW170KO se obtuvieron 5
transformantes resistentes a G418 en la segunda seleccion. Se extrajo DNA gendmico de los
mismos y fue analizado mediante PCR, inicialmente utilizando oligonucleétidos que reconocen
una zona dentro de la construccién para evidenciar la presencia del casette de seleccién. Se
usaron dos pares de cebadores para este propdsito, un par que reconoce el extremo 5’ del gen
clonado en el vector PPABR170 y otro par que reconoce el extremo 3’ de manera similar, se
esperaban amplicones 972 pb para el extremo 5’ y 1146 pb para el extremo 3’. Se confirmd la
presencia del segmento 3’ en cuatro de las lineas evaluadas y en dos la presencia del extremo
5’ (figura 16B).

Cuando estas lineas fueron analizadas utilizando oligonucleétidos con homologia con el
genoma adyacente a la zona de la construccion y otro con homologia en el casette de manera
de corroborar la correcta insercién de la construccién no se obtuvieron resultados positivos.
Los amplicones de los tamafios esperados, 1026 y 1282 pb para el 5’ y 3’ respectivamente, no
pudieron ser amplificados utilizando distintos protocolos de PCR (figuras 16A y 16B).
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Figura 16: Andlisis molecular de posibles KO del gen PpABR170. A: Modelo de insercién de la construccion

pUBW170KO en el genoma de Physcomitrella patens. Se encuentra marcada la ubicacién de los oligonucledtidos
disefiados para confirmar el analisis de la correcta insercion en el genoma del extremo 5’ (a y b) y del extremo 3’ (cy
d). B: PCR para evidenciar la presencia de la construccion en el genoma, para el extremo 5 de la misma son
positivos el clon 2 y el clon 3 y para el extremo 3’ los clones 1, 2, 3y 4. Cy D: PCRs para evidenciar la correcta
insercion de la construccion pUBW170KO en el genoma. En ninguno de los casos se observé un producto del
tamafio esperado (1026 pb para el extremo 3’ y 1282 pb para el extremo 5').

Los eventos de transformacién en la mayoria de los casos no resultan en una integracion del
DNA al genoma, en funcién de este fendmeno se realizan como minimo dos rondas de
seleccién, alternadas con una semana de crecimiento en medio no selectivo. De esta manera
aquellos clones que no hayan integrado el DNA de manera estable en su genoma, lo perderian
durante el crecimiento. En el caso de las lineas resistentes obtenidas a partir del vector
pUBW170KO, luego de este proceso se siguié observando el mismo fendmeno. Al colocarse los
clones que habian pasado por este proceso por tercera vez en antibidtico presentaron un
mosaico en la resistencia, mostrando partes de cada colonia resistentes y partes susceptibles.
Las zonas resistentes fueron seleccionadas y el proceso se repiti6 numerosas ocasiones
observandose el mismo comportamiento hasta perderse por completo las zonas de
resistencia.

Elementos que podrian explicar la dificultad para obtener mutantes KO de PpABR170

Los protocolos de transformacién de protoplastos de Physcomitrella sugieren el empleo de dos
rondas de seleccidn en antibidtico para descartar las plantas que mantengan el DNA de la
construccion de forma extra cromosémica. En este trabajo, las plantas transformadas con la
construccion para la disrupcion del gen PpABR170, sobrevivieron 3 rondas de seleccién y luego
perdieron paulatinamente la capacidad de crecimiento en presencia del antibiético de
seleccion. Esto sugiere que los transformantes obtenidos no incorporaron el transgen en el
genoma de forma estable.

Esto pudo haberse debido a problemas técnicos en este caso particular, o a que los mutantes
obtenidos hayan sido seleccionados negativamente debido a la esencialidad del gen en los
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procesos celulares que siguen a la transformacién. La regeneracion de protoplastos de
Physcomitrella es un proceso fisiolégicamente complejo, esto queda en evidencia por la
sensibilidad del mismo a distintos factores ambientales como la cantidad y tipo de nutrientes y
la concentracion de protoplastos entre otros (Schween et al., 2003). Es légico proponer que la
ausencia de PpABR170 podria afectar la regeneracion de tejidos a partir de protoplastos,
principalmente dada la presencia del dominio fasciclina, vinculado mayormente a la adhesion
celular, el pasaje a estado multicelular o incluso la regeneracion de la pared celular puede ser
dependiente de esta fasciclina que interactuaria con pectinas de la lamina media. Por otro lado
varias lipasas GDSL de plantas vasculares han sido vinculadas al desarrollo vegetal (Yeats et al.,
2010, Takahashi et al., 2010) visto esto, la regeneracidon de plantas a partir de protoplastos
podria depender del dominio GDSL de esta proteina.

Estudios de expresion génica en células desdiferenciadas de arabidopsis demostraron que las
mismas presentan caracteristicas tipicas de células experimentando estrés (Yadav et al., 2009).
PpABR170 se induce fuertemente en condiciones de estrés, sugiriendo funcionalidad en los
procesos de respuesta al mismo. Los protoplastos son células sometidas a estrés y por lo tanto
es légico proponer que mutantes del gen PpABR170 podrian estar afectando la sobrevida de
los mismos.
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Busqueda y descripcion de posibles homélogos de PpABR170 en Glycine max

Estudios evolutivos indican que las briofitas podrian formar un clado hermano de las
traqueofitas por lo cual el andlisis de organismos de estos clados ancestrales pueden resultar
en contribuciones significativas al entendimiento del desarrollo (Cove et al., 1997), la fisiologia
(Reski et al., 1998), la filogenia (Mishler et al., 1994) y las respuestas celulares al estrés entre
las plantas (Oliver et al., 1997)

En comparacién con muchas otras plantas, Physcomitrella exhibe un alto grado de tolerancia al
estrés abiodtico (Frank et al., 2005, Saavedra et al., 2006), haciendo de esta una valiosa fuente
para la identificacion de genes relacionados con la adaptacién al estrés.

Teniendo en cuenta estas observaciones se abordd la caracterizacién de genes con homologia
funcional a PpABR100 y PpABR170 en la leguminosa Glycine max (soja).

La eleccidn de la soja como planta modelo responde a varios motivos. Por un lado la soja es la
principal oleaginosa cultivada a nivel regional, es una gran fuente de aceite y proteinas y
ademas se ha reportado que su consumo reduce el colesterol, previene el cancer, la diabetes y
la obesidad ademdas de proteger contra la enfermedad de bowel y enfermedades de los
rifiones (Friedman y Brandon 2001 ).

Por otro lado se disponia de un sistema modelo consistente en una linea tolerante y una linea
susceptible al estrés hidrico, uno de los tipos de estrés abidtico por los cuales el cultivo de soja
frecuentemente se ve muy afectado. Esto sumado a la presencia del genoma secuenciado de
este organismo (Schmutz et al., 2010) hacen de la soja un modelo de estudio muy interesante
de las respuestas a estrés abidtico a nivel molecular.

Los musgos representan el clado mds ancestral de plantas terrestres, separado por
aproximadamente 450 millones de afios de evolucién de las plantas cultivadas, en
consecuencia los musgos contienen metabolitos y genes que no son conocidos en las plantas
con semilla. Este es el caso de PpABR100 cuyo gen codificante no presenta homodlogos en
plantas con semilla. Tampoco se han descripto en plantas vasculares genes que codifiquen
dominios GDSL vy fasciclina en la misma proteina, como es el caso de PpABR170. Existen si
proteinas con estos dominios de manera independiente.

Estudio de lipasas GDSL de soja

Con el objetivo de caracterizar posibles homdlogos del gen PpABR170 en soja se realizé una
busqueda de los genes predichos en el genoma que contuvieran motivos tanto GDSL como
fasciclina y se utilizaron estas secuencias para realizar estudios in silico de las mismas.

Inicialmente se confirmé que ninguno de los genes codificantes para GDSLs contiene dominios
fasciclina. Se identificaron 194 genes en el genoma de soja que codifican proteinas con un
dominio lipasa del tipo GDSL. Se asignd a cada lipasa el nombre de GLIPn (GDSL Lipase n; n
entre 1y 194). Se evalud ademas la posible expresion de estas lipasas por medio de un BLAST
de cada cds contra la base de EST de soja disponible en el NCBI (est_others/soybean)
encontrandose evidencia de la expresion de 125 de ellos. Para cada uno de estos genes se
selecciond el EST con una mejor calificacién en el alineamiento y para confirmar que fuera
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especifico de cada gen, se realizd una busqueda del mismo en genoma de soja con el algoritmo
blastn, esperando recuperar el mismo gen. El cdédigo de estas secuencias fue registrado, asi
como las condiciones en las que fue aislada en los casos en que las mismas estuvieran
descriptas (Anexo1l).

Dentro de los genes con evidencia se expresion se encontraron 94 secuencias en las que no
estaban descriptas las condiciones en las que fue obtenido el EST. Seis presentes en
condiciones de estrés abidtico, 6 en condiciones de estrés bidtico, 6 con la hormona acido
salicilico y 11 en otras condiciones o tejidos especificos (tabla 3).

Tabla 3. Resumen de las lipasas GDSL encontradas en soja y de su patrén de expresion.

Resumen

Genes predichos 194
Expresion 125
SA 11
Estrés bidtico 6
Estrés abiotico 6

Utilizando este procedimiento se pudieron individualizar ciertos genes con aparente expresion
diferencial en condiciones de estrés dada su sobrerrepresentacion en estos contextos (tabla 4).
Este es el caso de GLIP4 y, GLIP16 los cuales fueron tomados posteriormente para su estudio
(tabla 4).

Tabla 4. Ejemplos de GLIPs de soja que presentan una clara induccién bajo condiciones de estrés.

GLIP4  Phytophthora soyae, Fusarium solaniwere, SDS disease.
GLIP5  Acido salicilico, nematodos, Phakopsora pachyrhizi
GLIP16 Estrés hidrico, Hojas senescentes, acido salicilico.
GLIP17 Estrés hidrico

Todas las GLIPs de plantas cuya localizacidon subcelular fue descripta hasta el momento son
secretadas al exterior celular (Updegraff et al., 2009; Kram et al., 2008; Kim et al., 2008;
Takahashi et al., 2010; Yamamoto y Momonoki, 2008; Yeats et al., 2010), y es esperable que
todas las proteinas de este tipo tengan una localizacidn similar. Para explorar esta propiedad
se realizé una prediccion de la presencia de péptido sefial para todas las GLIPs predichas en
soja. El péptido sefial es una secuencia aminoacidica presente en el extremo N-terminal de la
proteina que dirige a la misma hacia la via exocitdtica (reticulo endoplasmico) siendo
posteriormente clivado. El 68% de los genes codificantes de estas lipasas en soja contienen
péptido sefial predicho con una probabilidad mayor al 50% y aquellas que no lo contienen no
poseen sefial de localizacién para ningun otro organelo por lo que de expresarse podrian ser
citoplasmaticas.

Se observd una alta concomitancia entre las proteinas que carecen de péptido sefial y aquellas
en las que no existe evidencia de expresién. Esta observacidn sugiere que estas secuencias
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podrian representar pseudogenes, y que todas o la mayoria de las GDSL funcionales se
localizarian en el espacio extracelular.

Posteriormente se realizd un andlisis filogenético de estas lipasas. Se estima que mas del 80 %
de las angiospermas pudieron haber tenido un origen poliploide (Masterson 1994; Lockton and
Gaut 2005; Adams and Wendel 2005). El genoma de soja ha pasado al menos dos rondas de
duplicacién en gran escala (Shoemaker et al. 1996), una hace 13 millones de afios (myr) y otra
hace 59 myr. Un andlisis filogenético primario de las GDSLs identificadas en soja permitié
individualizar ciertos grupos en los que las cuatro copias de los genes se habrian mantenido
luego de las duplicaciones (figura 17A). Este es el caso de las lipasas de la familia que se
encuentra en los cromosomas 14, 17, 6 y 4.

El primer analisis detallado acerca de regiones gendmicas pardlogas en soja involucraba
regiones que contenian duplicaciones génicas de genes de HCBT (Schlueter et al., 2003). Nueve
de los 10 genes presentes en esta region fueron retenidos luego de la duplicacién. Todos los
genes retenidos eran colineales tanto en orden como en orientacion encontrandose
diferencias en el nimero de duplicados en tandem que implican una expansién de una regién
por encima de la otra. Este tipo de fendmenos es observado también entre las GLIP de soja en
donde se encontraron genes duplicados en tandemes de hasta 5 (por ejemplo
Glymal5g09520, Glymal5g09530, Glymal5g09540, Glymal5g09550 y Glymal5g09560), cuyos
homdlogos se encuentran localizados en otros cromosomas (figura 17A).

Al andlisis filogenético de las GLIPs de soja se incluyeron lipasas GDSL de otros organismos
cuya funcion ya ha sido descripta. El estudio sugiere un origen evolutivo comun de las lipasas,
lo cual era esperable dado que estas proteinas no son exclusivas de las plantas. No se encontré
ningun tipo de agrupacién filogenética evidente entre genes con funciones similares lo que
sugiere que estas funciones (por ejemplo sefializacién o proteccidon durante el estrés) no estan
definidas en la secuencia primaria de las proteinas (figura 17A).

Los genes de soja con mayor homologia a PpABR170 son GLIP32 (Glyma05g24330.1), GLIP94
(Glyma03g35150.1), GLIP95 (Glymal10g08210.1) y GLIP96 (Glymal3g21970.1) (49, 40, 38 y 40
% de identidad nucleotidica y 13, 11, 11 y 11 % de similitud proteica respectivamente). Se
observo la presencia dentro de este grupo de dos genes involucrados en la respuesta a estrés,
GLIP95, expresado en respuesta a la infeccion de Phytophtora soyae y GLIP96 expresada en las
raices de soja a las 48 horas de la exposicion al estrés hidrico (Anexo 1, figura 17B). Estos genes
podrian representar un interesante blanco para proximos estudios.
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Figura 17: Analisis filogenético de las lipasas GDSL de
soja. A: Relacion filogenética entre las lipasas GDSL de
soja y otras lipasas vegetales cuya funcion ya ha sido
descripta. La comparacion se realizé a nivel proteico y
como grupo externo se utilizé una lipasa GDSL de la
bacteria Rhodopirellula baltica. Se sugiere un origen
comun de las GLIPs de plantas. Se observan eventos de
duplicacién en tdandem aunque no se pudo observar una
agrupacion evidente entre genes con funciones similares.
B: Ampliacion de la zona de mayor homologia con la
lipasa pPABR170, entre las secuencias mas similares se
encuentran GLIP95 expresado en respuesta a la infeccion
de Phystophtora soyae y GLIP96 expresado en las raices
de soja a las 48 horas de la exposicidn al estrés hidrico.



Estudio de |la expresién de GLIP4 y GLIP16

Se seleccionaron genes cuya expresion estaria que tuvieran una mayor cantidad de registros
de expresidén en condiciones de estrés que en condiciones control para realizar estudios de
expresion génica. Los mismos son GLIP4, cuyos transcriptos se encontraron mayormente en
condiciones de estrés bidtico en soja como ser enfermedad de SDS (Sudden death syndrome)
(Shoemaker et al., 1999), infeccidn con Phytophtora soyae y con Fusarium solaniwere. GLIPS,
se encontrd expresado casi exclusivamente en respuesta al acido salicilico, GLIP16 que ademas
de estar presente en la biblioteca de SSH de respuesta al estrés hidrico realizada en el
laboratorio tiene reportes previos de expresiéon en sequia. GLIP17, expresado casi
exclusivamente en estrés hidrico y GLIP31 expresado durante la simbiosis de soja con
Bradirhizobium japonicum.

En principio se clond un segmento de estos genes y se secuencié para confirmar su identidad.
Para eso se utilizd una mezcla de RNAs extraidos en condiciones normales y condiciones de
estrés hidrico en dos niveles de estrés, el inicial o temprano, que comienza cuando el sustrato
donde crecen las plantas presenté una capacidad de campo del 50% y el estrés final o tardio,
donde el sustrato llegd a una capacidad de campo del 25%. Durante el estrés temprano la
planta percibe el estrés lo que se evidencia por el cierre estomatico pero alin no presenta
cambios fisiolégicos. Durante el estrés tardio se observan varias respuestas fisioldgicas
significativas como la acumulacién de osmolitos compatibles. Se usaron muestras de dos
cultivares disponibles, N7001 caracterizado como tolerante al estrés hidrico y TJ2049
caracterizado como susceptible. Se clonaron fragmentos de transcriptos GLIP4, GLIP5, GLIP16y
GLIP31 en vectores T y se secuenciaron.

Debido al hallazgo de la lipasa GLIP16 en una biblioteca de SSH enriquecida en secuencias que
se sobreexpresan durante el estrés hidrico realizada en el laboratorio se decidié explorar la
relacion entre algunas GDSLs y el estrés hidrico en soja.

En este sentido se realizaron estudios de RT-PCR en tiempo real para analizar la expresion de
los genes GLIP4, GLIP16 en estrés hidrico temprano, estrés hidrico tardio en los dos cultivares y
tanto en la parte aérea como en la raiz. Se realizaron cuatro réplicas en cada caso y se realizd
una cuantificacion relativa al gen codificante para el factor de elongacion eucariota I-beta
(ELF1B).

La expresién de GLIP16 no fue detectable en raices en ninguna de las condiciones. En cuanto a
su expresion en parte aérea, la misma sufre grandes variaciones y presenta un patron
complejo (figura 18B). Tanto en plantas resistentes como tolerantes se observé un descenso
significativo de la expresion en condiciones de estrés inicial (2,8 veces para N7001 p-v: 0,0078
y 1,7 veces para TJ2049 p-v: 0,0019). En cuanto al estrés tardio, se observa un aumento en la
expresion en plantas tolerantes (2,5 veces p-v: 0,0125) y un descenso en plantas susceptibles
(5,8 veces p-v: 0,0015). A su vez, el patron de expresién de las plantas en condiciones control
varia significativamente con el tiempo (entre estrés inicial y estrés final). Si bien es imposible a
partir de estos datos de expresion inferir el tipo de relacién de GLIP16 y la respuesta al estrés
es evidente que esta relacién existe dadas las variaciones observadas entre las condiciones
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control y las condiciones de estrés. La variacién temporal de la expresién de este gen es
indicativa de que ademas el mismo esta regulado o regula funciones durante el desarrollo.

En el caso de la expresidon de GLIP4, no se observan cambios significativos con respecto al
estrés en condiciones iniciales en la parte aérea, si se observa un descenso abrupto tanto en
plantas susceptibles como en plantas tolerantes en condiciones de estrés tardio (4,8 veces
para N7001 p-v: 0,0203 y 69 veces para TJ2049 p-v: 0,0131), pasando la expresion a ser casi
nula (figura 18A). En raices, los niveles de expresion de este gen fueron mucho menores que
en la parte aérea y se observa aumento de la expresion en condiciones de estrés en ambos
cultivares, aunque el aumento en plantas tolerantes se produce en estrés inicial en tanto que
en cultivares susceptibles se produce en estrés tardio, sin embargo estas diferencias no son
estadisticamente significativas (figura 18C). Los resultados indican que existe una induccidn
diferencial de este gen entre las plantas tolerantes y susceptibles, lo que sugiere una
participacion de este gen en la respuesta de resistencia a la sequia.
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Figura 18: Expresidn de GLIP4 y GLIP16. La expresidon de estos genes fue medida tanto en raices como en parte

aérea. La expresion de GLIP16 no fue detectable en las raices. A: Expresion de GLIP4 en la parte aérea, se observa
una importante disminucidn de la expresidén durante el estrés tardio en ambos cultivares. B. GLIP16: Expresion de
GLIP!6 en parte aérea, durante el estrés temprano la expresion de estos genes disminuye, y durante el estrés tardio
aumenta para el cultivar tolerante (N7001) y disminuye para el susceptible (TJ2049). C: Expresién de GLIP4 en
raices, si bien pareciera observarse un aumento en la expresion en respuesta al estrés, las diferencias no son
estadisticamente significativas.

GLIP 4 podria estar involucrada en la resistencia a patégenos.

Con el objetivo de obtener herramientas para la posterior caracterizacién de los genes GLIP4 y
GLIP16 se clonaron las secuencias codificantes de GLIP4 y GLIP16 en el vector pCRIl. Este
vector permite el clonado simple de DNA amplificado con polimerasas Taq y que contiene los
promotores T7 y Sp6 flanqueando el sitio de clonado, lo que permite la expresién en ciertas
cepas bacterianas o in vitro. Las construcciones generadas se denominaron pCRGLIP4 (figura
19 A) y pCRGLIP16, también se generd un vector pCRIl cerrado, para usar como control
negativo en posteriores experimentos.

Con el objetivo de analizar la actividad lipasa de GLIP4 el vector pCRGLIP4 fue transformado en
células de E. coli BL21 (DE3), las cuales codifican la polimerasa T7 en un sistema inducible por
IPTG. Se observd que la induccidn con IPTG de esta lipasa tenia un efecto bacteriostatico en las
células que la contenian (figura 19 C). Siendo estas incapaces de crecer en forma de colonias
aisladas en medios conteniendo IPTG, en condiciones de expresién de GLIP4. JNP1 una lipasa
GDSL encontrada en el néctar del Jacaranda mimosifolia, mostrd previamente un
comportamiento similar (Kram et al., 2008). En el trabajo en que es descripta, no fue posible
obtener colonias luego de la transformacién con los vectores que las expresaban, aunque si se
obtuvieron colonias en ausencia de IPTG (es decir sin inducir la expresidn) y con el vector vacio
e IPTG. El néctar de esta planta y la expresion ectdpica de JPN1 mostraron por su parte tener
actividad antimicrobiana. Alentados por la posibilidad de encontrar una accién directamente
antimicrobiana de la proteina GLIP4 se estudiaron las curvas de crecimiento de la cepa de BL21
transformadas por el vector pCRIl vacio, con el vector pCRGLIP4, en presencia o ausencia de
IPTG. Si bien ambos cultivos llegan a una concentracion bacteriana similar en fase estacionaria
se noté un enlentecimiento en la velocidad de crecimiento de las células conteniendo GLIP4 y
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mas aun en aquellas inducidas por IPTG (figura 19 B). También ha sido reportada una proteina
GDSL humana capaz de inhibir la formacidn de biofilms (Xiong et al., 2009), coincidente con la
incapacidad que muestran las células que expresan GLIP4 de crecer en colonias aisladas en
placa. Por otro lado se han reportado algunas GDSLs de plantas que actian directamente
sobre los patdgenos, por ejemplo promoviendo la degradacion de esporas (Oh et al., 2005).

Estas observaciones se ajustan con los datos de expresion basados en los ESTs encontrados de
este gen, que muestran una expresion diferencial en condiciones de estrés biotico (tabla 4). En
el caso particular de este ensayo, se desvincula la actividad de GLIP4 de los procesos de
sefializacion de la planta y se lo vincula mds a un papel activo en la inhibicién del crecimiento
de estas bacteria. Basandose en estas observaciones y en la localizacidén extracelular predicha
para esta proteina puede proponerse que la misma podria tener actividad antimicrobiana
inhibiendo directamente el crecimiento de posibles patégenos.

Se requiere una descripcion y analisis mas exhaustivo de este fendmeno para confirmar la
accion de GLIP4 en el crecimiento bacteriano y para explicar el mecanismo mediante el cual
inhibe el crecimiento de colonias aisladas en medios sélidos y enlentece el crecimiento en
medio liquido.

El primer paso es el estudio de expresion de GLIP4 en condiciones de estrés bidtico, la
obtencidn de distintas fracciones de lisados bacterianos que expresen la proteina y estudios de
sus efectos en organismos patdgenos propios de la soja. De obtenerse resultados positivos se
plantea la obtencién de esta proteina de manera aislada para el estudio de su mecanismo de
accion.
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Figura 19: Accién de GLIP4 en el crecimiento bacteriano. A: vector de expresién pCRGLIP4, este vector permite la
expresion de GLIP4 bajo la direccidn del promotor T7 inducible por IPTG. B: Curvas de crecimiento en cultivo liquido

E. coli expresando o no GLIP4. Si bien los cultivos alcanzan la misma concentracion en estado estacionario, en la fase
exponencial se observa un enlentecimiento en el crecimiento de las bacterias que expresan GLIP4. C: Crecimiento
en medio sélido de E. coli transformado con pCRGLIP4, se observa que al inducirse la expresién de GLIP4 con IPTG
las células independientes pierden la capacidad de generar colonias.

Las secuencias codificantes de GLIP4 y GLIP16 también fueron clonadas en el vector pENTR1A
(Invitrogen), que posibilitard la construccion de vectores mediante recombinacién sitio
especifica por el sistema Gateway para la posterior caracterizacién de la funciéon de estos
genes. Estos vectores se denominaron pEG4 y pEG16 (figura 20) y posibilitaran tanto la
expresion como el silenciamiento antisentido de estos genes en modelos vegetales y no
vegetales dependiendo del vector de destino en el que se recombinen.
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Figura 20: Vectores Gateway para las GLIP de soja estudiadas. Estos vectores permiten obtener una gran variedad

de construcciones mediante la recombinacién de los mismos con un vector de destino. A: pEG4, construccidon que
contiene la secuencia codificante de GLIP4 inserta en el vector pETR1A. B: pEG16, construccidn que contiene la
secuencia codificante de GLIP4 inserta en el vector pETR1A.

Descripcidon de las proteinas con dominio fasciclina de soja.

Las fasciclinas son proteinas arabinogalactanicas, es decir, son plausibles de ser modificadas
por arabinogalactanos, caracteristicos del exterior celular. Los arabinogalactanos son peptinas
neutras contenidas en la ldmina media, espacio presente entre las células en los tejidos. De ahi
gue se haya atribuido la funcion de éstas proteinas a la adhesién celular.

Para la descripcion de las fasciclinas de soja se siguié la misma linea utilizada en el caso de las
GDSL. En primer lugar se buscaron todos los genes predichos que codificaran para fasciclinas y
se confirmd que no tuvieran un dominio GDSL asociado. Se encontraron 60 genes que
codificarian proteinas con dominio fasciclina y se les asigné el nombre de FASn (con n entre 1y
60).

Luego se confirmo la expresion de 38 de ellos por la presencia en la base de datos del NCBI de
los EST correspondientes (Anexo2). Dentro de este grupo se encontraron 7 genes presentes en
una biblioteca de ESTs con expresidn diferencial en raices sometidas a estrés hidrico, ademas
otros 6 genes que también son expresados en raices, algunos exclusivamente (Anexo 2).

En Arabidopsis thaliana ha sido descripta una proteina con dominio fasciclina que ayuda a
mantener la estructura tisular de las raices durante el estrés hidrico (Shi et al., 2003).

Al igual que lo observado para el caso de las GDSL, los genes de fasciclinas de soja se
encuentran distribuidos en todo el genoma. Mediante un andlisis filogenético primario se
puede observar la presencia de familias ordenadas en tdndem, por ejemplo la localizada en el
cromosoma 12 (Glymal2g07400, Glymal2g07410, Glymal2g07420, Glymal2g07430,
Glymal2g07440, Glymal2g07450 y Glymal2g07460). También se observan evidencias, aunque
menos claras que para el caso de las GLIP de las duplicaciones recientes del genoma (Anexo2,
figura 1).
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Figura 21: Arbol filogenético de los genes con dominio fasciclina presentes en el genoma de soja. Los genes de

fasciclinas de soja se encuentran distribuidos en todo el genoma con familias ordenadas en tandem.

En base al patron de expresion deducido a partir de la presencia de EST en condiciones de
estrés, se selecciond uno de los genes, FAS28 (Glymal8g45420), para un estudio mas
exhaustivo. El mismo se expresa diferencialmente a las 5 horas de aplicado el estrés hidrico, en
el segmento mas distal de las raices (Valliyodan et al., 2005), que actia como sensor de varios
estimulos (Tsay et al., 2011), ademas se expresa en respuesta a la aplicacién de acido salicilico.
La secuencia del mismo fue clonada en el vector pCRIl y secuenciada (figura 22 A). También se
clond esta secuencia en el vector pENTR1A, para facilitar posteriores estudios (figura 22 B)
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Figura 22. Construcciones generadas para el estudio de FAS28. A: pCRFAS28: construccidn que contiene la secuencia

codificante del gen FAS28 inserta en el vector T pCRIl, este vector permite la expresién de este gen en bacterias. B:
pEF28, construccidon que contiene la secuencia codificante del gen FAS28 en el vector pENTR 1A. El mismo tiene
sitos AttL que recombinan en vectores de destino del tipo Gateway y permiten generar una gran variedad de
vectores relacionados.

Se realizd un estudio de la expresion de FAS28 en estrés hidrico usando northern blot,
observdndose un mayor expresién en las raices y en tejidos aéreos jovenes no sometidos a
estrés. En raices, durante el estrés inicial, parece haber un aumento de la expresién de este
gen en la linea N7001, descripta como tolerante a la sequia. Si bien las condiciones basales de
expresion parecen ser menores en N7001, la expresidn en estrés supera a la observada en
TJ2049 que no presenta ninguna induccidn (figura 23).

Esto apoya la suposicion de que FAS28 cumple una funcidn en las raices durante el estrés y
podria estar involucrada en las diferencias en la respuesta entre estos cultivares.
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Figura 23: Expresidon de FAS28 durante el estrés hidrico. En el northern blot se observa que la expresidn de este gen
es mayor en raices. En parte aérea su expresion disminuye tanto a consecuencia del tiempo (control inicial vs.

control final) como a consecuencia del estrés. FAS28 se induce en el estrés inicial en raices de la linea N7001.

Para estudiar mds en detalle la funcién de esta proteina y su implicacién en la respuesta al
estrés hidrico en raices, se plantea la sobreexpresion de la misma en raices de soja, usando
Agrobacterium rhizogenes. Esta bacteria, es un patégeno vegetal que promueve la generacion
de raices adventicias. Es posible promover la insercidon de secuencias de interés por parte de la
bacteria obteniéndose raices transgénicas con la construccidn de interés (Cheon et al, 1993).
Este sistema permite la obtencion de plantas hibridas en las cuales la parte aérea pertenece al
genotipo salvaje y las raices contienen la mutacién en cuestién.
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Por otro lado son necesarios estudios de localizacién de esta proteina tanto a nivel de tejidos y
drganos como a nivel subcelular.
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Conclusiones y perspectivas

Este trabajo se centrd en la caracterizacion funcional de dos genes de Physcomitrella patens
(PPABR100 y PpABR170) y la busqueda y analisis preliminar de genes homélogos a estos en el
genoma de soja, como modelo de traqueofita.

En Physcomitrella patens no se obtuvieron lineas con expresién alterada del gen PpABR170,
pero se obtuvieorn lineas con expresion nula y constitutiva del gen PpABR100. La
caracterizacién fenotipica de las mismas sugiere una funcién de esta proteina relacionada al
estrés por metales pesados.

Durante el estudio de genes ortdlogos a PpABR170 en soja se identificaron genes de dominio
lipasa GDSL que parecen estar involucrados tanto en el desarrollo como en la respuesta al
estrés hidrico en esta planta. Ademas se constaté la expresién en raices de la fasciclina FAS28 y
una induccién de la misma en raices de plantas tolerantes durante el estrés temprano. Por
otro lado se obtuvieron datos preliminares que indican que la proteina GLIP4 interfiere con
crecimiento bacteriano.

Para la continuacion de estos estudios se plantea el andlisis de la localizacion subcelular tanto
de PpABR100 como de PpABR170, la obtencién de un mutante inducible de PpABR170 para
caracterizar su funcidon y la obtencién de modelos de lineas de Arabidposis thaliana
sobreexpresantes para el estudio de los genes GLIP4 y GLIP16.

Asimismo se propone estudiar la expresion GLIP4 en condiciones de estrés bidtico y el analisis
de la actividad antibacteriana de esta proteina en fitopatégenos.

También se preve analizar la localizacidn subcelular y a nivel de tejidos y érganos de FAS28 y
estudiar la funcién de esta fasciclina mediante el uso de mutantes hibridos de soja inducidos
por Agrobacterium rhizogenes.
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Anexos

Anexo 1. GLIPS presentes en el genoma de soja. Se observan el cédigo de identificacién (ID)

asociado a cada proteina, se determina con la palabra si o no la presencia de péptido sefal

(SP), estd anotada la referencia del EST con el que el transcripto presentd mas similitud y las

condiciones en las cuales el mismo fue aislado (ND: no descripto)

Nombre

ID del
transcripto

Presencia
de SP

EST con mayor
similitud

Condicién de expresion

GLIP1 Glyma04g02480.1 Si -

GLIP2 Glyma04g02490.1 Si DT084031.1 ND

GLIP3 Glyma06g02520.1 Si gb|FK002773.1] ND

GLIP4 Glymal4g05560.1 Si gb|BQ628672.1] SDS (Sudden Death Syndrome)
GLIP5 Glyma17g37900.1 Si gb|BM121473.1| Infeccién por nematodos
GLIP6 Glyma06g02530.1 No gb|DT084031.1|  Estrés salino

GLIP7 Glymal4g40200.1 Si gb|FG990226.1] ND

GLIP8 Glymal4g40210.1 Si dbj|DB965862.1] ND

GLIP9 Glyma14g40220.1 Si gb|BI893130.1]  ND

GLIP10 Glymal4g40230.1 Si gb|BE329924.1] ND

GLIP11 Glymal7g37910.1 Si gb|FK006851.1] ND

GLIP12 Glyma17g37920.1 Si dbj|DB965862.1] ND

GLIP13 Glyma17g37930.1 Si gb|FG990920.1] ND

GLIP14 Glyma13g03300.1 Si -

GLIP15 Glymal13g03320.1 No -

GLIP16 Glymal4g05550.1 Si gb|CA785380.1] Tejido desdiferenciado
GLIP17 Glyma04g43480.1 Si gb|EV263930.1] ND

GLIP18 Glymal4g23780.1 Si gb|GR852683.1| Callos crecidos en oscuridad
GLIP19 Glymal4g23820.1 Si gb|CA801505.1] ND

GLIP20 Glyma01g30390.1 No gb|BG045431.1] ND

GLIP21 Glyma03g07880.1 No gb|BG239285.1] ND

GLIP22 Glyma07g18170.1 No -

GLIP23 Glyma07g18200.1 No gb|GR842075.1] Callos crecidos en oscuridad
GLIP24 Glyma07g18210.1 Si gb|EV263995.1] ND

GLIP25 Glyma07g18230.1 No -

GLIP26 Glymal6g19240.1 No -

GLIP27 Glymal8g43040.1 No gb|FK018041.1] ND

GLIP28 Glyma18g43070.1 Si gbjBU762900.1] ND

GLIP29 Glyma18g43080.1 No -

GLIP30 Glymal0g34860.1 No -

GLIP31 Glyma09g36850.1 Si gb|EV263135.1]  Raices con nédulos
GLIP32 Glyma05g24330.1 Si -

GLIP33 Glymal3g07770.1 Si gb|EV266277.1] ND
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http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma07g18170.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma07g18200.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254330810&dopt=GenBank&RID=MPPM2BPX01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma07g18210.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151394124&dopt=GenBank&RID=MPPV6WBH01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma07g18230.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g19240.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma18g43040.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192325819&dopt=GenBank&RID=MPS5V7BS01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma18g43070.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=23729603&dopt=GenBank&RID=MPT6C97301N&log$=nuclalign&blast_rank=5
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma18g43080.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma10g34860.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma09g36850.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151393260&dopt=GenBank&RID=RKXE8AVS01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma05g24330.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g07770.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151396400&dopt=GenBank&RID=MPUHR93G01S&log$=nuclalign&blast_rank=1

GLIP34 Glymal3g07840.1 Si gb|EV266277.1] ND
GLIP35 Glyma19g06890.1 Si gb|FG989075.1] ND
GLIP36 Glymal9g07000.1 Si gb|FG989075.1] ND
GLIP37 Glyma08g13990.1 Si gb|EV271900.1] ND
GLIP38 Glyma07g04930.1 Si -

GLIP39 Glyma20g37510.1 Si -

GLIP40 Glyma19g07030.1 Si -

GLIP41 Glyma19g07070.1 No gb|AW100486.1] ND
GLIP42 Glymal9g07080.1 Si gb|FG986239.1] ND
GLIP43 Glyma04g35090.1 Si -

GLIP44 Glyma04g37660.1 Si gb|FG991353.1] ND
GLIP45 Glymal0g08880.1 Si -

GLIP46 Glyma10g08930.1 Si -

GLIP47 Glyma19g07330.1 No -

GLIP48 Glyma07g36790.1 No -

GLIP49 Glyma09g03950.1 No -

GLIP50 Glymal5g14900.1 No gb|BI425790.1] ND
GLIP51 Glymal5g14930.1 Si gb|EV282817.1] ND
GLIP52 Glymal7g03750.1 Si -

GLIP53 Glyma02g05150.1 Si -

GLIP54 Glyma06g44950.1 No -

GLIP55 Glyma06g44970.1 No gb|BE661611.1] ND
GLIP56 Glymal1g08420.1 Si gb|EV268802.1] ND
GLIP57 Glymal6g23290.1 No -

GLIP58 Glyma05g29610.1 No -

GLIP59 Glyma06g44100.1 Si -

GLIP60 Glymal3g29500.1 Si gbh|C0983356.1] ND
GLIP61 Glymal5g09520.1 No gh|CO980874.1] ND
GLIP62 Glymal15g09530.1 No -

GLIP63 Glyma15g09540.1 Si gb|CF922628.1]  Pelos radiculares
GLIP64 Glymal5g09550.1 No -

GLIP65 Glymal3g30460.1 Si dbj|DB962445.1] ND
GLIP66 Glymal3g30470.1 No -

GLIP67 Glymal13g30500.1 Si gb|BI969457.1] ND
GLIP68 Glymal5g08720.1 Si gb|FG991813.1]
GLIP69 Glymal5g08730.1 Si gb|CA800068.1] ND
GLIP70 Glyma03g41310.1 Si gb|FG989129.1] ND
GLIP71 Glyma03g41320.1 Si dbj|DB960233.1] ND
GLIP72 Glyma03g41330.1 Si gb|EV265335.1] ND
GLIP73 Glyma19g43920.1 Si gb|EV265335.1] ND
GLIP74 Glymal9g43930.1 Si dbj|BW679995.1] ND
GLIP75 Glyma08g43080.1 Si gb|EV267082.1] ND
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http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g07840.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151396400&dopt=GenBank&RID=MPUVT4PJ01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g06890.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192296327&dopt=GenBank&RID=RB6YYEUM014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g07000.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192296327&dopt=GenBank&RID=RB74DJ6K014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma08g13990.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151402087&dopt=GenBank&RID=RK1579WD012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma07g04930.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g07030.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g07070.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=6071099&dopt=GenBank&RID=RB7KG672012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g07080.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192294150&dopt=GenBank&RID=RB7WRKC001S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma04g35090.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma04g37660.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192298073&dopt=GenBank&RID=RB8CS60N01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma10g08880.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma10g08930.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g07330.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma07g36790.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma09g03950.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g14900.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=15203022&dopt=GenBank&RID=RB9DBGJN016&log$=nuclalign&blast_rank=3
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g14930.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151413009&dopt=GenBank&RID=RB9M215S01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma17g03750.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g05150.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma06g44950.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma06g44970.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma11g08420.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151398931&dopt=GenBank&RID=RS393GMS01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g23290.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma05g29610.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma06g44100.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g29500.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51342092&dopt=GenBank&RID=RS3PR742012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g09520.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51337008&dopt=GenBank&RID=RS3PUM22012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g09530.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g09540.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38193422&dopt=GenBank&RID=RS3R0HS901S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g09550.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g30460.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=213595589&dopt=GenBank&RID=RS62U9GR01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g30470.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g30500.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=16343862&dopt=GenBank&RID=RS630UP0014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g08720.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192299967&dopt=GenBank&RID=RS633MPD012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g08730.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=26057154&dopt=GenBank&RID=RS6371P5016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g41310.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192296557&dopt=GenBank&RID=RUYX9C07012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g41320.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=213596304&dopt=GenBank&RID=RUZ1JXG6016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g41330.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=120534381&dopt=GenBank&RID=RUZPE6ZH016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g43920.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151395458&dopt=GenBank&RID=RUZPE6ZH016&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g43930.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209721784&dopt=GenBank&RID=RV078A7U016&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma08g43080.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151397209&dopt=GenBank&RID=RV0FMH93016&log$=nuclalign&blast_rank=1

GLIP76 Glymal4g02570.1 Si gb|EV281155.1] ND

GLIP77 Glymal8g10820.1 Si -

GLIP78 Glyma13g24020.1 No gb|FK016573.1] ND

GLIP79 Glymal3g30540.1 No gb|EV263979.1] ND

GLIP80 Glymal5g08700.1 No gbJAW597817.1] ND

GLIP81 Glyma02g43440.1 Si -

GLIP82 Glymal3g13300.1 Si dbj|BW655544.1] ND

GLIP83 Glyma02g05210.1 No -

GLIP84 Glymal6g23260.1 No -

GLIP85 Glymal0g31160.1 Si gb|FG990463.1] ND

GLIP86 Glyma07g32450.1 Si -

GLIP87 Glyma13g24130.1 Si gb|BE611611.1] ND

GLIP88 Glymal3g30690.1 Si -

GLIP89 Glymal15g08590.1 Si gb|FK001996.1] ND

GLIP90 Glyma05g08540.1 Si dbj|DB956477.1] ND

GLIP91 Glyma19g01090.1 Si gb|EV266166.1] ND

GLIP92 Glyma02g04910.1 Si gb|BE661564.1] Tegumento
GLIP93 Glymal6g22860.1 No -

GLIP94 Glyma03g35150.1 Si gb|C0981609.1] ND

GLIP95 Glyma10g08210.1 Si gb|CF806561.1| Infeccién con Phystophtora soyae
GLIP96 Glyma13g21970.1 Si gb|CX711459.1|  48HS2
GLIP97 Glymal5g14950.1 No -

GLIP98 Glyma07g04940.1 Si gb|CF845433.1] Infeccidn con Phystophtora soyae
GLIP99 Glymal6g01480.1 No -

GLIP100 Glymal6g01490.1 Si gb|FK026350.1] ND

GLIP101 Glymal3g30450.1 Si gb|BE611277.1] ND

GLIP102 Glymal5g08770.1 Si gbh|C0982957.1] ND

GLIP103  Glyma02g43430.1 Si gb|FK006785.1]  ND

GLIP104 Glyma05g02950.1 Si dbj|BW657495.1] ND

GLIP105 Glymal7g13600.1 Si gb|EV266626.1] ND

GLIP106  Glyma03g41580.1 Si gb|BES22073.1] ND

GLIP107 Glymal7g18170.1 Si gb|FG988193.1] ND

GLIP108 Glyma04g43490.1 No gb|C0O980441.1] ND

GLIP109 Glyma06g48240.1 No -

GLIP110 Glyma03g00860.1 No gb|FK454248.1]  Semillas con nédulo
GLIP111 Glymal19g29810.1 Si gb|FK007858.1] ND

GLIP112  Glyma03g40020.1 No gb|FK019278.1] ND

GLIP113 Glyma19g42560.1 Si gh|CD409722.1| Acido salicilico
GLIP114 Glyma01g43590.1 No -

GLIP115 Glymal1g01880.1 No -

GLIP116 Glymal3g42960.1 No gb|EH223396.1| Infeccién con Phakopsora pachyrhizi
GLIP117 Glymal5g02430.1 Si -
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http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma14g02570.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151411344&dopt=GenBank&RID=RV0FSCN8014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma18g10820.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g24020.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192325896&dopt=GenBank&RID=RV0VAXC9014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g30540.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151394108&dopt=GenBank&RID=RV12XKUZ014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g08700.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=7285330&dopt=GenBank&RID=RV1CB8TJ014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g43440.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g13300.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209697303&dopt=GenBank&RID=RXCP1AZ6014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g05210.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g23260.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192295609&dopt=GenBank&RID=RK19FZ5B01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma07g32450.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g24130.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9902580&dopt=GenBank&RID=RXEJ41UV01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g30690.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g08590.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192307436&dopt=GenBank&RID=RXFRTSET016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma05g08540.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=213601155&dopt=GenBank&RID=RXGYZ1Z5014&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g01090.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151396289&dopt=GenBank&RID=RXGZ5SN001S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g04910.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9987456&dopt=GenBank&RID=RXH84UD8012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g22860.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g35150.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51337743&dopt=GenBank&RID=RXHUGAZ401N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma10g08210.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=37994972&dopt=GenBank&RID=RXJ08UH0012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g21970.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=58024718&dopt=GenBank&RID=RXJ5R0VN01S&log$=nuclalign&blast_rank=3
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g14950.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma07g04940.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=38061087&dopt=GenBank&RID=RXJF044T012&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g01480.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g01490.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192332084&dopt=GenBank&RID=RXJNGJ3M014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g30450.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9902309&dopt=GenBank&RID=RXKDKE9R012&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g08770.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51341640&dopt=GenBank&RID=RXJY774X016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g43430.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192316522&dopt=GenBank&RID=RXMC63KS016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma05g02950.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209716400&dopt=GenBank&RID=RXMS9FA5014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma17g13600.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151396753&dopt=GenBank&RID=RXMUEB2H014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g41580.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=10254307&dopt=GenBank&RID=RXNE33E2014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma17g18170.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192297097&dopt=GenBank&RID=RXNE6VN6014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma04g43490.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51336575&dopt=GenBank&RID=RXP5DA4J01S&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma06g48240.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g00860.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=193491614&dopt=GenBank&RID=S8105Y48014&log$=nuclalign&blast_rank=21
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g29810.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192317105&dopt=GenBank&RID=S810BHXT012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g40020.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192327061&dopt=GenBank&RID=S81GYF5G012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g42560.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=31467694&dopt=GenBank&RID=S81H1GTP012&log$=nuclalign&blast_rank=5
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma01g43590.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma11g01880.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g42960.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=120495229&dopt=GenBank&RID=S81ZNNS9016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g02430.1

GLIP118 Glyma03g38890.1 Si gh|C0979597.1] ND

GLIP119 Glymal9g41470.1 Si dbj|BW675280.1] ND

GLIP120 Glyma03g42460.1 Si -

GLIP121 Glymal9g45230.1 Si gb|GR828144.1] Callos crecidos en oscuridad
GLIP122 Glyma09g08640.1 No -

GLIP123 Glymal5g20230.1 No -

GLIP124 Glymal5g20240.1 No -

GLIP125 Glymal2g30480.1 Si gb|BM309166.1| Embriones somaticos
GLIP126 Glyma17g05450.1 Si gb|BU927013.1] Embriones somaticos
GLIP127 Glyma02g39800.1 No gh|BF067644.1] ND

GLIP128 Glyma02g39820.1 Si gb|FK452514.1|  Semillas con nédulos
GLIP129  Glyma07g06640.1 Si gb|EV266890.1] ND

GLIP130 Glymal6g03210.1 Si gb|BU761256.1] ND

GLIP131 Glyma02g41210.1 Si gbJAW348454.1] ND

GLIP132 Glymal4g39490.1 Si gb|FK018562.1] ND

GLIP133 Glyma06g48250.1 Si gh|C0979109.1] ND

GLIP134 Glyma05g29630.1 Si gb|EV265681.1] ND

GLIP135 Glyma08g12750.1 Si gb|DT082994.1] ND

GLIP136 Glymal10g29820.1 Si gb|EV264943.1] ND

GLIP137 Glyma20g37510.1 Si -

GLIP138  Glymal5g41840.1 Si gb|FK009910.1] ND

GLIP139 Glymal5g41850.1 Si gb|EV275069.1| Raices

GLIP140 Glyma03g41340.1 Si gh|CD394483.1| Acido salicilico
GLIP141 Glyma19g43950.1 Si gb|FK000506.1] ND

GLIP142 Glyma07g01680.1 Si gb|EV266499.1] ND

GLIP143 Glyma08g21340.1 Si dbj|BW655416.1| ND

GLIP144 Glymal0g31170.1 Si -

GLIP145 Glyma20g36350.1 Si gbJAI416771.1] ND

GLIP146 Glyma01g09190.1 Si gh|BF219577.1] ND

GLIP147 Glyma02g13720.1 Si gb|FK418533.1] ND

GLIP148  Glymal4g40190.1 No gb|AI496578.1]  Raices

GLIP149 Glymal7g37940.1 No gb|GD701207.1| Semillas en estado globular
GLIP150 Glymal1g35240.1 Si gb|EV266551.1] ND

GLIP151 Glymal18g03160.1 Si gb|FK012508.1] ND

GLIP152 Glymal6g07430.1 Si gb|C0O980975.1] ND

GLIP153 Glymal6g07440.1 No -

GLIP154 Glymal0g04830.1 Si -

GLIP155 Glymal13g19220.1 Si gb|FK002165.1] ND

GLIP156 Glyma01g38850.1 Si -

GLIP157  Glymal1g06360.1 Si gb[EV271970.1] ND

GLIP158 Glyma06g16970.1 Si gb|EV264051.1] ND

GLIP159 Glyma02g43180.1 No -
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http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g38890.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51335731&dopt=GenBank&RID=S830FJ7Z01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g41470.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209726106&dopt=GenBank&RID=S830K93Y014&log$=nuclalign&blast_rank=3
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g42460.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g45230.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=254316607&dopt=GenBank&RID=S83G5PK0014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma09g08640.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g20230.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g20240.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma12g30480.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=18040872&dopt=GenBank&RID=S842EBS0016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma17g05450.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=24136503&dopt=GenBank&RID=S842HJSF01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g39800.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=10844335&dopt=GenBank&RID=S84D0UGJ016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g39820.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=193485403&dopt=GenBank&RID=S84D4M7U01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma07g06640.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151397017&dopt=GenBank&RID=S84KXNXH014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g03210.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=23726523&dopt=GenBank&RID=S84M1PM8012&log$=nuclalign&blast_rank=7
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g41210.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=6846164&dopt=GenBank&RID=S856B11N016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma14g39490.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192326810&dopt=GenBank&RID=S856ET9T014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma06g48250.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51335243&dopt=GenBank&RID=S85R9ZUD012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma05g29630.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151395804&dopt=GenBank&RID=S862WWHA01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma08g12750.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90027302&dopt=GenBank&RID=S862WWHA01N&log$=nuclalign&blast_rank=45
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma10g29820.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151395072&dopt=GenBank&RID=S86GM6XW01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma20g37510.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g41840.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192319368&dopt=GenBank&RID=S86P10TD014&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g41850.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151405255&dopt=GenBank&RID=S86P5FM1012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g41340.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=31309280&dopt=GenBank&RID=S87349AE01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g43950.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192309298&dopt=GenBank&RID=S8738A7E01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma07g01680.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151396622&dopt=GenBank&RID=SDHKK26U016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma08g21340.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=209728723&dopt=GenBank&RID=SDHP5VF6016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma10g31170.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma20g36350.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=4260275&dopt=GenBank&RID=RY1G3H4J012&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma01g09190.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=11117908&dopt=GenBank&RID=RY12A48K01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g13720.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=193452267&dopt=GenBank&RID=RY12H5VP01N&log$=nuclalign&blast_rank=12
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma14g40190.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=4397581&dopt=GenBank&RID=RY0SYVTU014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma17g37940.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=207720206&dopt=GenBank&RID=RY0TAEM601S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma11g35240.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151396678&dopt=GenBank&RID=RY0C1KWZ01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma18g03160.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192321956&dopt=GenBank&RID=RY0C5SVJ01N&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g07430.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51337109&dopt=GenBank&RID=RY02UD92014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g07440.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma10g04830.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g19220.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192308941&dopt=GenBank&RID=RXZ8TKMS012&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma01g38850.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma11g06360.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151402157&dopt=GenBank&RID=RXYYKP6J01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma06g16970.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151394180&dopt=GenBank&RID=RXYP97RK016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g43180.1

GLIP160 Glymal6g07230.1 No -

GLIP161 Glymal9g23450.1 No gb|CX703901.1] S1H5
GLIP162 Glymallgl19600.1 Si gb|C0O979894.1] ND
GLIP163 Glymal2g08910.1 No -

GLIP164 Glyma02g44140.1 No -

GLIP165 Glyma05g02290.1 No -

GLIP166 Glymal7g09650.1 No gh|CD487696.1| Acido salicilico
GLIP167 Glyma06g02540.1 Si -

GLIP168 Glyma04g33430.1 Si -

GLIP169 Glyma06g20900.1 Si -

GLIP170 Glyma01g26580.1 Si -

GLIP171 Glyma03g16140.1 Si gb|CD417700.1|  Acido salicilico
GLIP172 Glyma08g42010.1 Si gb|EV265102.1] ND
GLIP173 Glymal8g13540.1 Si -

GLIP174 Glyma04g34920.1 No -

GLIP175 Glyma06g19650.1 No -

GLIP176 Glyma02g06960.1 Si -

GLIP177 Glymal6g26020.1 Si gb|EV278627.1] ND
GLIP178 Glyma09g37640.1 No -

GLIP179 Glymal18g48980.1 Si gh|CD398539.1| Acido salicilico
GLIP180 Glymal3g30680.1 No gb|FG997396.1] ND
GLIP181 Glymal15g08600.1 Si dbj|BW658052.1|

GLIP182 Glyma05g00990.1 Si gb|FG991904.1] ND
GLIP183 Glymal7g10900.1 Si gb|FK017346.1] ND
GLIP184 Glyma08g34760.1 No -

GLIP185 Glymal6g07450.1 Si gb|FG987031.1] ND
GLIP186 Glymal19g43940.1 Si gb|EH262514.1|  Estrés bidtico
GLIP187 Glymal5g09560.1 Si gb|FK012794.1] ND
GLIP188 Glymal19g01870.1 No -

GLIP189 Glyma04g02500.1 No gb|CD413839.1|  Acido salicilico
GLIP190 Glyma03g22000.1 Si -

GLIP191 Glyma03g32690.1 No -

GLIP192 Glymal3g29490.1 Si gb|EV274004.1] ND
GLIP193 Glymal4g33360.1 No -

GLIP194 Glyma19g04890.1 Si -
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http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g07230.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g23450.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=58017159&dopt=GenBank&RID=RXY1KTJN01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma11g19600.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=51336028&dopt=GenBank&RID=RXXJFTKW01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma12g08910.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g44140.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma05g02290.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma17g09650.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=31561858&dopt=GenBank&RID=RKXMXAA701S&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma06g02540.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma04g33430.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma06g20900.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma01g26580.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g16140.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=31475672&dopt=GenBank&RID=RKX0V16K01S&log$=nuclalign&blast_rank=4
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma08g42010.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151395231&dopt=GenBank&RID=RKWTAD3R01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma18g13540.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma04g34920.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma06g19650.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma02g06960.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g26020.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151408819&dopt=GenBank&RID=RKWB51N901N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma09g37640.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma18g48980.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=31456511&dopt=GenBank&RID=RKVYXNMF01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g30680.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192303296&dopt=GenBank&RID=RKVJ4EB3014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g08600.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma05g00990.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192296863&dopt=GenBank&RID=RKU94M4E01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma17g10900.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192326749&dopt=GenBank&RID=RKUFZ7BK01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma08g34760.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma16g07450.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192295417&dopt=GenBank&RID=RK2WUV17014&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=120534381&dopt=GenBank&RID=RK2SAG8T012&log$=nuclalign&blast_rank=2
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma15g09560.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=192320712&dopt=GenBank&RID=RK2K6C27016&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g01870.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma04g02500.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=31471811&dopt=GenBank&RID=RK26K33V01S&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g22000.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma03g32690.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma13g29490.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=151404194&dopt=GenBank&RID=RK1VFRPK01N&log$=nuclalign&blast_rank=1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma14g33360.1
http://www.phytozome.net/cgi-bin/gbrowse_details/soybean?class=mRNA;name=Glyma19g04890.1

Anexo 2. Fasciclinas presentes en el genoma de soja. Se observan el cédigo de identificacién

(ID) asociado a cada proteina, se determina con la palabra si o no la presencia de péptido sefial

y la presencia o no de datos ESTs asociados. Se encuentran anotadas las condiciones en que los

EST fueron aislados en los casos en las que las mismas hayan sido descriptas.

Nombre ID del EST Datos Péptido
transcripto expresion sefial

FAS1 Glyma02g47790.1 si 5H.S1 Si
FAS2 Glyma02g47880.1 si 5H.S1y S2 Si
FAS3 Glyma03g33720.1 si 5H.S2 Si
FAS4 Glyma03g33730.1 si Si
FAS5 Glyma03g36260.1 si SH.Slysemillas  Si
FAS6 Glyma04g15200.1 no Si
FAS7 Glyma05g29430.1 si Raices Si
FASS8 Glyma05g29440.1 si Si
FAS9 Glyma06g46530.1 si Si
FAS10 Glyma08g12580.1 si Si
FAS11 Glyma08g12590.1 si Si
FAS12 Glyma08g12600.1 no Si
FAS13 Glyma08g44210.1 si 48H.S2 Si
FAS14 Glyma09g05310.1 no Si
FAS15 Glyma09g40420.1 si Si
FAS16 Glymal0g39110.1 no No
FAS17 Glymal0g41200.1 no Si
FAS18 Glymallgl5960.1 no Si
FAS19 Glymal1g15990.1 si Si
FAS20 Glymallgl16000.1 no Si
FAS21 Glymallg20720.1 si Si
FAS22 Glymallg20760.1 no Si
FAS23 Glymal1g20770.1 no No
FAS24 Glymallg20780.1 no No
FAS25 Glymallg20790.1 no No
FAS26 Glymallg20800.1 no No
FAS27 Glymallg20810.1 no Si
FAS28 Glymal8g45420.1 si 5H.S1y SA Si
FAS29 Glymal1g20820.1 si Si
FAS30 Glymal2g07370.1 si Si
FAS31 Glymal2g07400.1 si SA, raices Si
FAS32 Glymal2g07410.1 no Si
FAS33 Glymal2g07420.1 si exclusivo raiz Si
FAS34 Glymal2g07430.1 si Si
FAS35 Glymal2g07440.1 si exclusivo raiz Si
FAS36 Glymal2g07450.1 si Si
FAS37 Glymal2g07460.1 si Si
FAS38 Glymal2g07490.1 si Si
FAS39 Glymal2g10240.1 no Pelo radicular Si
FAS40 Glymal2g29670.1 si Si
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FAS41 Glymal2g31690.1 si SA Si
FAS42 Glymal2g33530.1 si Infeccion con Si
P. soyae
FAS43 Glymal3g29790.1 no No
FAS44 Glymal3g29800.1 no No
FAS45 Glymal3g36930.1 si Si
FAS46 Glymal3g38730.1 si Si
FAS47 Glymal3g40210.1 si Si
FAS48 Glymal3g40220.1 si No
FAS49 Glymal4g00720.1 si 5H.S1 Si
FAS50 Glymal4g00830.1 si Si
FAS51 Glymal4g06700.1 no Pelo Radicular No
FAS52 Glymal5g09240.1 si Si
FAS53 Glymal5g09250.1 no No
FAS54 Glymal5g16650.1 si Si
FAS55 Glymal5g22010.1 no No
FAS56 Glymal7g15980.1 no Si
FAS57 Glymal8g08530.1 si Si
FAS58 Glymal9g36470.1 si Si
FAS59 Glymal9g38910.1 si Si
FAS60 Glyma20g26070.1 no Si
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