IIBCE PEDECIBA
Programa de Desarrollo de Ciencias Béasicas (PEDECIBA)

Area: Biologia

Sub-area: Biologia Celular y Molecular

Tesis de Maestria

“Evaluacion de la resistencia a patégenos en Physcomitrella patens y
Arabidopsis thaliana mediante la sobreexpresion de un posible factor

de transcripcion con dominio AP2/ERF”
Guillermo Reboledo
Orientadora: Dra. Inés Ponce de Leon
Departamento de Biologia Molecular

Instituto de Investigaciones Biol6gicas Clemente Estable

Tribunal de Tesis:
Presidente: Omar Borsani

Vocales: Sabina Vidal y Ana Ramoén

Septiembre 2015



indice:

INDICE: ....vviveeerreeeeesesteesesesesssesasssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssns 1
AGRADECIMIENTOS.....ccttiiiiiueeiiiisneiisisssseesisssssssssssssssssissssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssns 3
RESUIMEN .....cuuttiiiiinntiiiisnneiiessssesissssssssssssssssssssssssessesssssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssesssssssssssssssnsans 4
1. INTRODUCCION .....ceevrverrerenesesssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 5
1.1 INTERACCION PLANTA PATOGENO ...uuuuueeeseeeeeeeeeeeetteeetettteesssnssssssassaaesseaseseeeessseesseessssssssnnssnsssnssssesesseseeeseeeseessmsnsmnes 5
O I 1= oYU 1=y o o [ =] =T Ko USSP 6
1.1.1.1 PAMP-TFIGQEred IMMUIILY .......cceeeueeirieiieecteeiteecte et eeteeete et esteete e teesbe e teesbeesba e seesbeebaanseesssessaaassesseessaanseessaesseanseans 9
1.1.1.2 Effector-Triggered IMMUNILY ...........cocuevererirenieeeestestes sttt s r e st s e s sbesbe s st et e s e s e sbesbesaeeneennensensenne 10
1.1.1.3 Vias de sefalizacion y respuestas PTIY ET . .cciiioiiiieieeceesie ettt ereesveesteesre e s e e ssaesreesseestaesanessaessnesanessnannns 12

1.1.2 Factores de transcripcion con dominio APETALA 2/ proteina de unién a elementos de respuesta al
CLHIENIO (AP2/ERF)...oeee ettt e e et e ettt e e ettt e e e et e e e e et aeeesasseseeeattseaeeanssaasasassseseeassssasanans 15
1.2 PHYSCOMITRELLA PATENS COMO SISTEMA IMODELOD ...eettittittiieuntnunnnuuueeaaaaeeaaeeeeaaeeeereeteeeseessssnnsannnnnaaaaasaeaaesaaaaaaaees 19
2. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS ......ceveuerereererasseeesssssessssssssssessssssssessssssssssesssssssesssssssssessssssssssensnsssssenes 26
3. MATERIALES Y IMIETODOS ......coveuerenemresaesenesssssesessssssssessesssssessssssssssessassssessssssssssessasssssesesssssssesssssssssensassssenes 27
3.1 MATERIAL VEGETALY CONDICIONES DE CULTIVO .. tttvrtutrruunnuununnnaaaeseeeeeeeeeeeeseeeeeesssssssnnnnnnasssssaaaeseseeeeseeeeeeeeeeesssssnnnnn 27
3.1, PhYSCOMIEIEllQ PALENS ........eeeeeeeeeeeeee ettt ettt e e ettt e e ettt e e s st eeesinneees 27
3.1.2 ArabidOpPsiS tRGIIGNG ...........oueeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e ettt aaaa e e e e e e et aaaaaaaeaaaanas 27
3.2 CEPAS Y CULTIVO DE MICROORGANISIMOS ....ceetreittrnrenunrnnnnuuuusesssaaeeeaeeeeeseeseseeesessssssssnnnnnnasssaaaeeeeeeeeeeeeeseeemmesssnnnnnnn 27
IV Y Yol (114 (ol o] (o I ol | USSR 27
CI R 0= oTo Kl (3 al=Tor0) Yo Lot (=1 41V | ¢ £ 1) < U 29
3.2.3 Botrytis cinerea y Colletotrichum glo@SPOriOItes ............cc....uuuvvveeeiieeeeeeeeeeeccceeee e eeeecccccrraaaaaaa s 30
3.2.4 Agrobacterium tUMESACIENS ...........ccc..ueeiiiiiiiie ettt ettt e ettt e e e e st eeesianeees 30
3.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) ...vtieiiiiiiiiieieiiieee s eittee ettt ee e sttt e s sttt e e s ssabtaeesssaseeeessantaeessnnnneeas 31
3.3.1 OliGONUCIEOLITOS .....covveeeeeeeeeeee ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e sttt e e aaaeeeesssssssssrsaaaaaaens 31
3.3.2 Amplificacion de la secuencia CDS de PPAPZ...........ooooeeeeeeeiieeeeeee ettt 31
L4 VECTORES .. eetttttieeeetttui e e eetttu e eetetata s eeteeaaa s eeatatan e aeatssa e eeaeanna e eeesasanaseeeeassasaeesannsaseeestsnnnsseesensnnnseeennnnnns 32
3.4.1 pGE/VI@-T Easy (Promega, MaAiSON, USA) ...ttt a e e e e e ettt ataaaaa e e e e e e essnsaneees 32
BuB.2 PENTR™ 2B oottt ettt e ettt e et et e e et et ae et et s e et et e r et eneraes 32
3.4.3 PTHUDI=-GALEWAY ...ttt e e e e e e e ettt ettt e e e e e e e es st teaaaaaaeessasssssssssaeesaaaasnssssssnnnes 33
Bei PUB-DESL ..ttt ettt et e st s e e sttt e ettt e et e et e e e e et e e e e n b tta e e e e tbaeeeenatreees 34
3.5 PREPARACION Y ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS .....vvveeesurretesaurreeessiutteeesasinreeessannaeeesssnrseeesssnnsneessssseeessanseeesssnnnenes 35
3.5.1 0Obtencion de ADN PIASINITICO .........cc..ueeeeenuieiieeeee ettt ettt et a e e 35
3.5.2 Obtencion de ARN a partir de tejidoSs VEGELAIES................uuveeeiiiieeeeeeeeeiiiieeeeea e ceetaaaaaaaaeeeean 36
3.5.3 Electroforesis de ADN en geles de QQOIOSQ............eueeeeeeeeeeeeiiieiiieeeeeeeeeeecetcaaet e e e e e e e e eeecteiasraaaaaaaens 37
3.5.4 Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes...............ooeuueeeemnoueiieeniiieeeinieeeeesiee e 37
3.5.5 Obtencion de ADN a partir de gel de QQQroSQ..............uuuveeeeeiiiseeeeeeeeecciieeeeaa e e e e e eeseccsaearaaaaaaeeeeaaens 37
3.5.6 ANGIISiS POF NOITREIT BDIOT .........eevveeeeeeee ettt e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e sesassssaraaaaaens 37
3.6 MODIFICACIONES EN EL ADN ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e et e ettt ettt aaa s e e e s e e e e e eaeeeeeeeeeeeeeeaenssnnnnnan 38
3.6.1 ENZIMAS A8 FESLIICCION ......eveeeiiieeeiee ettt ettt ettt e et e e sttt e ettt e e s st e e e esataaeeessaseeaeenas 38
3.6.2 DefOSfOrilQCION @ VECTOIES .........ovvveeeeeeeeeeeeeceeeeeeee e e ettt e e e e e e e e e e ettt aa e e e e e e e e sessassssaaaaaaaans 38
R e I N o (o ol [ I= PP PPPPPPPPP 38
3.7 CONSTRUCCIONES PARA LA SOBREEXPRESION DE PPAP2 EN PHYSCOMITRELLA PATENS Y ARABIDOPSIS THALIANA .......cccuneeee.. 39
3.7.1 Construccion para la sobreexpresion en Physcomitrella patens............ccccccvvvveeiiieeeeseseccciiivvvenaaaannn, 39
3.7.2 Construccion para la sobreexpresion en Arabidopsis thaliaNa ...............ccccveeeeevvivieesiiiiieeeesiieseeesinenn, 40



3.8 TRANSFORMACION DE PLANTAS. 1. .vveesuereesureessnseesssessseeesssesesssessnssessnsesesssneesssesessseesssseesssesssssesssnsesssssesssseessnsessnns
3.8.1 Transformacion de PhySCOMItrella PALENS.............eeeeeeeeeeeeecciiiieeiieee e eeeeeeece e e e e e e et aaraaaaae s
3.8.2 Transformacion de Arabidopsis tRALIANG ................oeeeeeeeeeiieeieeiee ettt ee et aaaaaaaa s

3.9 ANALISIS MOLECULARES DE LAS LINEAS QUE SOBREEXPRESAN PPAP2 ...........c.uu.ee...

3.9.1 Andlisis de las lineas de Physcomitrella patens generadas

3.9.2 Andlisis de la ploidia relativa por citometria de flujo en transformantes de Physcomitrella patens.....42
3.10 TRATAMIENTOS CON MICROORGANISMOS FITOPATOGENOS ....eeuvveeenrreesureresureeensseeenseeessseeessseesssseessssesssssesssseessnsessnns
3.11 EVALUACION DE LAS LINEAS DE PHYSCOMITRELLA PATENS ...ceeeuvrteeessurreeesesureeeessiuseeeesssnseeeesssmsseessssssseessssssseesssnsees

3.11.1 Ensayo de dafio celular en Physcomitrella PAtENS................oouueeeeeeeeeecciiieeeeeeeeeeeeeeecciieeeeaaaaaaaeeeeans

3.11.2 Tinciones para visualizar 10s fitopatogenos ............cccceveeveeecvveeeennunen.

3.11.3 Visualizacion de cambios a nivel de la pared celular
4. RESULTADOS .....ccoeceerireeeresseesesnesssssesssssesssssasessesssssssssssesssssessssssssssssssssesssssesssssessssesssssessssnesssseessssessessesssssesssnnes 45

4.1 COMPARACION DE PPAP2 CON OTRAS PROTEINAS HOMOLOGAS EN P. PATENS Y PLANTAS VASCULARES ...vvvveeeereereerssnnnnnnens 45
4.1.1 5eCUenciQ ProteiCQA A PPAP2 ........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e et ettt e e e e e e e e e e s e sttt e aaaaeeeessssssssssnnnaaaaeens 45
4.1.2 Comparacion con otras proteinas con dominio AP2 de P. PAENS...........c.c...eueeevvveeiieeeeeeeeeciiiiivvreraaaannn 45
4.1.3 Comparacion interespecifica entre la proteina PpAP2 y otras proteinas de plantas vasculares............ 46

4.2 EXPRESION DE PPAP2 EN RESPUESTA A FITOPATOGENOS. ... .vveeeeeurrreessureeeesssusrseesssuseeesssssseesssssseeesssassseessssseeeessanes

4.3 SOBREEXPRESION DEL GEN PPAP2 ....oiiiiiiieie ittt et e e e e ettt et e e e e e s e ettt e e eeeeeeesaaasbbbbbaeeeeaeeesessssannnsnens
4.3.1 Construccion de los vectores de sobreexpresion de PpAP2 para P. patens y A. thaliana.......................

8311 PPAP2-DGEM ..o ess s es e es s es e sa s en s es s s en e
8.3.1.2 PPAPZ-PENTR cerveeeeeeeeeeeeseeeeeeseeseeeesessseseseesssassasssesese s saseaseseesanesesesessesaesansseeseseseeseeseneseseseseesesesseseesantesesesessesesens
4.3.1.3 PpAP2-pTHUDi...
4.3.1.4 PPAP2-PUB-DEST ...ttt sttt st s a e st e e st e e s e e e s b e e s st e e s be e s s ab e e e ba e e s a b e e s nn e e s raeeenbeesan
4.3.2 Transformacion de protoplastos de Physcomitrella PAtens............ceeeeeeeeeeccuviivieiiiaaeeesesecciiiiieeaaaaaenn
4.3.2.1 Analisis de la ploidia relativa por citometria en las lineas de Physcomitrella patens...........ccccoceevveevceeneennennen.
4.3.2.2 Analisis de los transformantes haploides mediante “Northen DIOt" ............ooceoeveeireeeeeesesese e

4.3.2.3 Analisis de la susceptibilidad de las plantas de P. patens que sobreexpresan PpAP2 en respuesta a
fitopatdgenos comparado con plantas salvajes ..................

4.3.2.4 Respuesta de defensa asociada a la pared celular
4.3.2.5 Visualizacidn de B. cinerea en tejidos de P. patens de plantas salvajes, lineas pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 67

4.3.3 Obtencidn de plantas transformantes de Arabidopsis thaliana ..............cccccccvvveveviieeeeeeisecciiiiieeeeaann, 68

4.3.3.1 Transformacion de Agrobacterium tUMEFACIENS .............ccuecveieeiieesieeiesieesee e seesee s e sreesseesteesreesssesseesrsasseesseas 68

4.3.3.2 Transformacion de Arabidopsis tRALIANG ...............coeevecereiiniriiieesiesee ettt sttt st benaene 69

4.3.3.3 Fenotipo de los transformantes que sobreexpresan PPAP2 ..........ooviiiieiieneeneese ettt sre et sreessnenaees 70

5. DISCUSION .....cuceueureteensasatssessassstssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssens 72
5.1 OBTENCION DE SOBREEXPRESANTES DEL GEN PPAP2 EN PHYSCOMITRELLA PATENS ...eetteeeeeeeesiiinrrrreeereeeeessssnnnnnnnneneeeeens

5.1.1 La sobreexpresion de PpAP2 no altera el desarrollo de Physcomitrella patens

5.1.2 Las lineas que sobreexpresan PpAP2 son menos susceptibles al dafio por patdgenos.......................... 73

5.2 OBTENCION DE TRANSFORMANTES DE ARABIDOPSIS THALIANA .....vvvetereeeesssisinnrreeeeeeeeeessessasnnnnrrseeereeessssssssnnnnssnneeeeeens 75

6. CONCLUSIONES .....cciiunnnnnniiiiiiiiisissssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssss 76

7. PERSPECTIVAS FUTURAS ... iirtiiiititnnniieiitenesieiiissssssisstissssssssisssnsssssssssssssssssssssssssssssansssssssssssssssssssssssssssssannssnss 77

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cuereeererrereresssseseseesssssessssssssessssssssesssssssesessasssssessssssssssensasssssessnssssssessasanas 78



Agradecimientos

A Inés por recibirme como pasante y tenerme bajo su tutela, por su buena y pronta disposicion,

orientacion, ayuda o motivacién siempre que lo necesite.

A Lucina y Alex quienes me ayudaron a adquirir los conocimientos basicos que luego utilizaria

y desarrollaria para realizar mi tesis.

A Carina por permitirme realizar mi trabajo de maestria en su laboratorio y al departamento de
Biologia Molecular del 1IBCE en general, que desde el primer dia me integraron al equipo y

ayudaron en todo lo que necesité.

A Alfo, Ceci, Pao, Ricky, Laus y Ana por aguantar mis gustos musicales y prenderse a las
charlas, divagues sin sentido durante los tiempos muertos de los ensayos, los almuerzos o

simplemente porque asi se daba.

A Pierre-Francois Perroud, Universidad de Washington, USA, por el plasmido pTHUbi-
Gateway. Al Servicio de Citometria de Flujo del 1IBCE, en especial a Federico por todo el
tiempo dedicado.

A Fer, Inés y especialmente a Pablo por estar siempre ahi apoyando, compartiendo, son los

mejores.

Pero por sobre todo, deseo agradecer enormemente a mis padres, Julio y Carmen a quienes les
debo la persona que soy hoy en dia, su apoyo incondicional y su interés en mi trabajo aunque
muchas veces no entendieran de qué iba. Gracias por estar, no podria haberlo logrado sin

ustedes. A mi hermano Gonza de quien siempre recibi su apoyo también.

Agradezco el apoyo financiero brindado por: PEDECIBA, Beca de maestria ANII y
proyecto FCE_2 2011 1 6095



Resumen

Los factores de transcripcion pertenecientes a la superfamilia APETALAZ2/Ehtylene Responsive
Factor (AP2/ERF) se encuentran conservados en plantas y participan en las respuestas de
defensa frente a estrés bidtico y/o abidtico. A partir de la técnica “Suppression subtractive
hybridization” (SSH) nuestro grupo de investigacion logré identificar un gen inducido en
plantas de Physcomitrella patens (P. patens) tratadas con elicitores de la bacteria fitopatdgena
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, que codifica para un posible factor de
transcripcion con dominio AP2/ERF. Este gen, el cual denominamos PpAP2, también se induce
en plantas de P. patens inoculadas con el hongo Botrytis cinerea (B. cinerea). Luego de
identificado y caracterizado PpAP2 nos planteamos su sobreexpresion en P. patens y en
Arabidopsis thaliana (A. thaliana, modelo de planta vascular) como forma de analizar si la
expresion constitutiva de PpAP2 aumenta la resistencia a patdgenos. Para ello se construyeron
plasmidos especificos y se generaron plantas transformantes que sobreexpresan PpAP2 en P.
patens y A. thaliana. De esta forma obtuvimos cuatro lineas transformantes para P. patens de
las cuales dos, pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4, mostraron un alto nivel de expresion
constitutiva de PpAP2. A su vez, estas lineas sobreexpresantes presentaron una disminucion
significativa en el dafio celular causado por los patogenos B. cinerea y el filtrado celular de P.c.
carotovorum, como corroboraron los ensayos de muerte celular por azul de Evans y la
microscopia con tincion de safranina. Las tinciones con Solofenil Flavina 7 gfe revelaron un
menor crecimiento del micelio de B. cinerea en los tejidos de los transformantes
pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 en comparacion con plantas salvajes. De manera
complementaria se identificd otro hongo patdgeno, Colletotrichum gloeosporioides, capaz de
infectar P. patens y causar sintomas de enfermedad. Las dos lineas que sobreexpresan PpAP2
presentan menos sintomas causados por C. gloeosporioides que las plantas salvajes. En
Arabidopsis no fue posible realizar ensayos de susceptibilidad a patégenos dado que la
sobreexpresion de PpAP2 produce plantas enanas con alteraciones en el desarrollo. En este
trabajo se demuestra que la sobreexpresion de un posible factor de transcripcion PpAP2

aumenta la resistencia a patdgenos en la planta P. patens.



1. Introduccion

En la agricultura se utiliza una gran variedad de pesticidas para el control de enfermedades
causadas por fitopatogenos. Estos agroguimicos son tdxicos para el medio ambiente y los seres
vivos, ademas de generar poblaciones de patégenos resistentes. Como forma de disminuir la
aplicacion de estos quimicos en los cultivos, se han desarrollado lineas de investigacion en
biotecnologia tendientes a generar plantas mas resistentes mediante la incorporacion, en el
genoma de la planta, de genes que promuevan la resistencia a patdégenos. Los tipos de genes
que se han utilizado varian, desde genes que codifican para proteinas con actividad insecticida
0 antimicrobiana hasta factores de transcripcion responsables de aumentar la expresion de una
bateria de genes involucrados en la defensa. Estas aproximaciones han permitido generar
plantas de maiz, arroz, tabaco, papa, vid, tomate, etc. mas resistentes a bacterias y hongos que

sobreexpresan proteinas relacionadas con la defensa (Ahmad et al. 2012; Alan et al. 2004).

1.1 Interaccion planta patégeno

Aunque algunos componentes individuales de las vias de sefializacion del sistema inmune entre
animales y plantas comparten ciertos motivos proteicos (Toll-like receptors, nucleotide-binding
site 'y Toll-interleukin 1 [IL-1] receptor; TLR, NBS y TIR por sus siglas en inglés
respectivamente), existen grandes diferencias entre ellos en cuanto a los mecanismos de
defensa que activan frente al estrés bidtico o abidtico (Ausubel 2005). Los animales pueden
alejarse de las condiciones externas que son adversas o0 en caso de haber una infeccion
combatirla por medio de células especializadas que recorren al organismo a través del sistema
circulatorio, hasta llegar al lugar de la infeccion, en lo que se conoce como respuesta del
sistema inmune. Las plantas en cambio deben ser capaces de hacer frente al estrés abiotico en
el lugar donde se encuentran y de responder ante una infeccion en el tejido de la planta donde
se genere sin la posibilidad de un sistema circulatorio que lleve células especializadas a
combatir dicha infeccion (Bonas et al. 2002; Dangl et al. 2001). Para ello cada célula de la
planta tiene que tener la capacidad de responder ante una infeccion. Pareciera asi que las
plantas presentaran cierta desventaja a la hora de defenderse ante los patdgenos, pero de hecho
se encuentran continuamente expuestas a ellos y en la gran mayoria de los casos salen exitosas
de dichas interacciones. Lo anterior se debe en gran parte a barreras preformadas que poseen
las plantas como la cuticula, la pared celular o compuestos con actividad antimicrobiana. Una
vez que el patdgeno logra infectar, la planta rapidamente reconoce al patdégeno y activa una

respuesta de defensa que involucra la transduccion de sefiales, la activacion de genes de
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defensa especificos y la produccién de metabolitos con actividades antimicrobianas. Durante la
coevolucion las plantas y los microorganismos patdgenos desarrollaron varias estrategias para
disminuir la posibilidad de una infeccidn en el caso de las plantas, o para interferir e inactivar

las defensas de la planta en el caso de los microorganismos.

1.1.1 Respuesta de defensa

Los patdgenos de plantas tienen un arsenal y estrategias variadas para lograr infectar los tejidos
vegetales. Las bacterias por ejemplo suelen ingresar a la planta a través de heridas o aberturas
naturales de intercambio gaseoso o de agua con el medio ambiente, como los estomas o los
hidatodos respectivamente. Una vez dentro del tejido las bacterias comienzan a colonizar los
espacios intracelulares, ganando terreno, creando biofilms y liberando enzimas que digieren la
pared celular disminuyendo asi las defensas fisicas de la planta. Los hongos también producen
enzimas que degradan la pared celular y toxinas, y ademéas poseen la capacidad de penetrar
directamente en el tejido mediante la produccion de apresorios que generan presion en el lugar
donde estos se forman entrando a la fuerza de forma mecénica y rompiendo las paredes
celulares. A su vez el crecimiento de las hifas del hongo puede ocurrir sobre, entre 0 a través
del tejido de la planta haciendo que el mismo sea muy eficaz en su infeccion. Los hongos y
oomicetes son capaces de formar estructuras invaginadas en la membrana plasmatica de las
células de la planta llamadas haustorios los cuales tienen funcién de alimentacién. Lo anterior
se logra porque entre la membrana plasmatica del haustorio, la matriz extracelular y la
membrana plasmatica del huésped se forma una interface por donde se da el pasaje de
nutrientes de la célula vegetal al haustorio (Jones et al. 2006).

Si los patogenos logran pasar a través de las barreras fisicas de la planta, estos entran en
contacto con la membrana plasmatica de las células vegetales. Es alli donde se da el
reconocimiento del patdgeno produciendo las diferentes respuestas de defensa asociadas al

mismo.

El sistema de defensa de las plantas actia a dos niveles dentro de la célula vegetal. EI primer
nivel se da mediante los receptores transmembrana de reconocimiento de patrones (pattern
recognition receptor, PRR) los cuales son capaces de reconocer patrones moleculares asociados
a patogenos (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs) (Boller et al. 2009). Los
PAMPs son componentes esenciales de los patdgenos como ser la flagelina en bacterias o la

quitina en los hongos. Los PRRs también pueden identificar patrones moleculares asociados al



dafio (Danger-Associated Molecular Patterns, DAMPs) producidos en la planta por los
patogenos. Ejemplos de DAMPs son los fragmentos de pared celular o de cuticula. El
reconocimiento de los PAMPs o DAMPs mediada por los PRR desencadena la llamada
inmunidad disparada por PAMPs (PAMP-Triggered Immunity, PTI). Durante la evolucion los
patdgenos han generado moléculas capaces de interferir con los mecanismos de defensa de la
planta, denominadas efectores responsables de la susceptibilidad disparada por efectores
(Effector-Triggered Susceptibility, ETS). Las plantas reconocen a los efectores causantes de la
susceptibilidad mediante proteinas con dominios NB-LRR (Nucleotide Binding (NB) y Leucine
Rich Repeat (LRR)) codificadas por los genes de resistencia a enfermedad (genes R) (Dangl
and Jones 2001). Este reconocimiento ocurre dentro de la célula y activa lo que se conoce como
inmunidad disparada por efectores (Effector-Triggered Immunity, ETI). La ETI se considera
como una respuesta PTI mas acelerada y amplificada (Thomma et al. 2011). Resumiendo lo
anterior, seria posible representar al sistema inmune de las plantas como un modelo “zigzag”
compuesto de cuatro fases (Figura 1). En la Fase I, los PAMPs/ MAMPs (Microbe-Associated
Molecular Patterns) y DAMPs son reconocidos por los receptores PRR desencadenando la
PTI. En la Fase 1l los patdgenos exitosos liberan efectores que contribuyen a la virulencia del
mismo. Los efectores son liberados para lograr disminuir la respuesta de defensa de la planta en
lo que se conoce como susceptibilidad disparada por efectores (Effector-Triggered
Susceptibility, ETS) interfiriendo con las vias de sefializacion y disminuyendo la intensidad de
la PTl o ETI. En la Fase Il la planta produce proteinas de resistencia R capaces de reconocer
dichos efectores, logrando una respuesta mas rapida, exacerbada, potente y duradera que la PTI
Ilamada ET]I. Estas proteinas R son capaces de identificar los efectores, la molécula modificada
por ellos o al efector unido a su molécula blanco en lo que se conoce como el modelo de gen
para gen (gene-for-gene). Durante la ETI se desencadena la respuesta hipersensible (HR),
donde el sistema inmune de la planta provoca la muerte celular en el sitio donde se dio la
infeccion. Durante la Fase 1V el patogeno es capaz de generar, diversificar o conseguir nuevos
genes efectores (por transferencia horizontal de genes, mutaciones o recombinacién) que logren
evadir las proteinas de defensa R suprimiendo la ETI. Es en esta parte donde la seleccién
natural favorece aquellas plantas con nuevas proteinas R que logren reconocer al nuevo efector
y asi volver a disparar la ETI una vez mas, repitiéndose asi la Fase IV una y otra vez (Bonas et
al. 2002; Jones et al. 2006).
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Figura 1. Esquema del modelo zigzag donde se aprecian las interacciones entre receptores
PRR y R con los elicitores (PAMPs y distintos Efectores respectivamente) para dar lugar a los
diferentes tipos de respuesta del sistema inmune de la planta (PTI, ETS y ETI). Cuando un
efector es reconocido por una proteina R el mismo pasa a denominarse proteina de avirulencia
o Avr (avirulence protein). En caso de que la amplitud de la respuesta de defensa sobrepasara
el umbral superior puede dispararse la Ilamada respuesta hipersensible (HR) provocando
muerte celular en el sitio de infeccion. Imagen modificada a partir de Jones y Dangl 2006.

La resistencia sistemica adquirida (Systemic-Acquired Resistance, SAR) es la forma en que la
planta responde ante un estimulo por PTI o ETI preparandola para un posible segundo ataque
por patdgenos. EI comienzo de la respuesta SAR se asocia a la reprogramacién masiva de la
transcripcion la cual es dependiente del cofactor de transcripcion NPR1 (nonexpresser of PR
genes 1) y sus factores de transcripcion asociados como TGAs (Dong 2004; Pieterse and Van
Loon 2004). Durante la SAR participan varias moléculas sefial, incluyendo el acido salicilico
(SA), metil salicilico (MeSA), el acido azeliaco (AzA) y el glicerol-3-fosfato (G3P) (Chanda et
al. 2011; Fu et al. 2013; Jung et al. 2009; Malamy et al. 1990; Métraux et al. 1990; Park et al.
2007). Estas sefiales llevan a la expresion sistémica de genes antimicrobianos PR
(pathogenesis-related) en tejidos distales al sitio de infeccion para proteger el resto de la planta
de infecciones secundarias. Este tipo de respuesta sistémica produce en la planta una resistencia
no especifica y por lo tanto de amplio espectro contra patdgenos como hongos, oomicetes, virus
y bacterias. Los efectos del SAR pueden durar semanas o meses e inclusive y probablemente
toda la temporada de crecimiento de la planta en lo que se conoce como memoria inmune (Kuc
1987). Mientras que la ETI propicia la muerte celular programada (programed cell death, PCD)
la SAR promueve la supervivencia de la célula (Fu et al. 2013). La respuesta SAR también

puede ser producida por aplicacion exdgena de la hormona de defensa SA o sus analogos
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sintéticos como el &cido 2,6-dicloroisonicotinico (INA) y benzotiadiazole S-metil ester (BTH)
(Durrant et al. 2004). Sin embargo, aungue se sabe que la ETI puede activar la respuesta SAR a
través de la sintesis local o sistémica de SA, es poco probable que esta hormona sea la sefial
sistémica que induce la SAR en tejidos distantes. Esto se evidencia en experimentos de injerto
donde el pie pertenece a una planta transgénica que expresa nahG, la cual no acumula SA, y
aun asi es capaz de generar una sefial sistémica que active el SAR en hojas sistémicas de tallos
injertados de plantas salvajes. En estos ensayos se logréo demostrar ademas que el SA es
necesario en los tejidos sistémicos para activar la SAR (Gaffney et al. 1993; Vernooij et al.
1994). La basqueda de la sefial de activacion del SAR es intensa y recientemente han surgido
nuevos candidatos como ser algunos aminoacidos debido a cambios en su homeostasis
inducidos durante la ETI (Fu et al. 2013; Pajerowska-Mukhtar et al. 2012). Jong et al. 2004
vieron que en un mutante de Arabidopsis en aldl (agd2-like defense response protein 1), el
cual carece de una aminotransferasa, se ve comprometida la biosintesis del SA y la respuesta
SAR, por lo que de identificarse el sustrato para esta enzima se podria llevar al descubrimiento

de la sefial inicial para activar la respuesta SAR.

1.1.1.1 PAMP-Triggered Immunity

Los receptores transmembrana PRRs pueden ser de dos tipos; receptores transmembrana del
tipo quinasa (Receptor-Like Kinase, RLK) o receptores transmembrana del tipo proteina
(Receptor-Like Protein, RLP), este ultimo parece carecer de un dominio interno de
sefializacion. La familia de genes que codifican para receptores quinasa ha sufrido una gran
expansién en plantas, no asi la de los receptores del tipo proteina (Lehti-Shiu et al. 2009; G.
Wang et al. 2008). Estos tipos de receptores intervienen en el reconocimiento extracelular de
MAMPs, incluyendo motivos extracelulares de microorganismos como ser la flagelina en
bacterias, AvrXa21 de Xantomonas, la quitina y xilanasa en hongos, los cuales son reconocidos
por los receptores FLS2, Xa2l, CEBIP y LeEIX1/2 respectivamente, y heptaglcuanos en
oomicetes o fragmentos de cuticula o pared celular provenientes de la misma planta. Ademas
los PRRs son capaces de reconocer moléculas intracelulares del patdgeno como el factor de
elongacion Tu (elongation factor Tu, EF-Tu) o la proteina de shock por frio CSP (Cold-Shock
Protein) (Nicaise et al. 2009; Schwessinger et al. 2008; Zipfel 2009). Otras moléculas son
reconocidas como PAMPs por activar la respuesta PTI, pero hasta la fecha no se ha identificado
un receptor PRR que los reconozca. Entre estas moléculas se encuentran los peptidoglicanos

(PGNs), los lipopolisacaridos (LPS), el motivo de unién al ARN de la proteina de choque por
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frio en bacterias (RNP-1), moléculas harpins, proteinas del tipo Nepl (de necrosis-and
ethylene-inducing peptide 1) y el sidero6foro pseudobactin (Engelhardt et al. 2009; Erbs et al.
2008; Felix et al. 2003; Gust et al. 2007; Meziane et al. 2005; Newman et al. 2007; Qutob et al.
2006; Watt et al. 2006). El reconocimiento de PAMPs mas entendido y estudiado en plantas es
el del receptor FLS2 y su unidn directa con la flagelina de bacterias para luego ensamblar y
activar un complejo de sefializaciéon. La mayoria de los receptores PRRs requieren del receptor
quinasa rico en leucinas BAK1 (brassinosteroid insensitive 1-associated kinase) para funcionar
(Chinchilla et al. 2007; Heese et al. 2007). La excepcion a lo anterior es el receptor de la
quitina de hongos CERK1 (chitin elicitor receptor kinase 1) (Miya et al. 2007; Wan et al.
2008). Si bien BAK1 no tiene un rol directo en la percepcién de los elicitores, FLS2
rapidamente forma complejos con BAK1 luego de un evento de elicitacion. Como resultado de
esta interaccion ocurre la fosforilacion de ambas proteinas (Schulze et al. 2010). Debido a que
BAKZ1 es central en la regulacion de la inmunidad en plantas se convierte en blanco de
moléculas efectoras por parte de patdgenos virulentos (Shan et al. 2008). Un potencial
regulador del complejo FLS2-BAK1 es la proteina citoplasmatica quinasa inducida por botrytis
1 (botrytis-induced kinase 1, BIK1) ya que bikl aumenta su expresion luego del tratamiento
con patdgenos o elicitores en hojas de A. thaliana (Veronese et al. 2006). Sin embargo, otros
mediadores de esta via de sefializacion pueden ser las MAPKSs o proteinas quinasas dependiente
de calcio (calcium-dependent protein kinases, CDPKSs) (Asai et al. 2002; Boudsocq et al.
2010).

1.1.1.2 Effector-Triggered Immunity

El mecanismo de defensa mediado por ETI es la segunda forma de sensar los patdgenos en la
planta y se basa en el reconocimiento intracelular de proteinas efectoras (Chisholm et al. 2006;
Jones et al. 2006). Estas proteinas efectoras suelen causar la supresion de la respuesta PTI
provocando la multiplicacion del patégeno y el desarrollo de la enfermedad en la planta. Cepas
fitopatdgenas individuales codifican para unos 20-30 efectores los cuales se encuentran
altamente regulados y son secretados directamente en el citoplasma de las células vegetales a
través de una estructura del tipo aguja llamada sistema de secrecion tipo Il (TTSS) (Cunnac et
al. 2009). Se han encontrado grandes variaciones entre efectores provenientes de cepas
bacterianas relacionadas, y los efectores parecen actuar de forma redundante y ser
intercambiables, muchos de los cuales interfieren de forma directa con la respuesta PTI

desactivando los receptores PRR o interfiriendo en su cascada de sefializacion (Kvitko et al.
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2009; Zhou et al. 2008). Los efectores bacterianos se caracterizan por tener actividad molecular
0 enzimatica con capacidad de modificar y alterar el reconocimiento intracelular de sus
moléculas blanco por parte de las proteinas R (Grant et al. 2006). El reconocimiento de
patogenos a través de la presencia de efectores 0 moléculas modificadas se explica mediante el
modelo conocido como “gen-para-gen” (Figura 2) el cual se basa en el reconocimiento directo
o indirecto de los mismos. En la forma directa las proteinas NB-LRR reconocen los efectores
del patégeno asociandose fisicamente con ellos (Catanzariti et al. 2006, 2010; Dodds et al.
2004, 2006; Jia et al. 2000). Este tipo de interaccion parece resultar a partir de una coevolucion
antagonista entre los componentes que participan en el huésped y el patégeno (Dodds et al.
2010). En el reconocimiento indirecto (modelos “guard/decoy” y “bait-switch) los efectores
deben interactuar con una proteina accesoria para ser detectados por las proteinas NB-LRRs. El
efector induciria un cambio en la proteina accesoria, una molécula simil a su blanco o ser
utilizado como cofactor para permitir su reconocimiento por parte de las proteinas NB-LRR
(van der Hoorn et al. 2008). En el modelo de guardia (“guard”) la proteina NB-LRR se
encuentra “vigilando” a la proteina accesoria que resulta ser blanco del efector, en el momento
en que el efector modifica la proteina accesoria ésta sera reconocida por la proteina NB-LRR
iniciando la via de sefializacidn para activar la respuesta ETI. Este modelo es capaz de explicar
como un solo NB-LRR puede reconocer més de un efector, como es el caso de la proteina NB-
LRR RPM1 (Dangl et al. 2001; Axtell et al. 2003; Mackey et al. 2003). El tercer modelo
conocido como de “bait-switch” posee dos etapas. En la primera etapa el efector se une a la
proteina accesoria (carnada, “bait”) que se encuentra asociada a una proteina NB-LRR. En la
segunda etapa el efector, unido a la proteina accesoria que funciona como cofactor en la
reaccion, es reconocido por el dominio LRR de la proteina NB-LRR. Esta interaccion entre el
efector y la proteina NB-LRR es lo que funciona como interruptor o “switch” activando la

sefializacion para dar comienzo a las respuestas ETI (Collier et al. 2009).
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Figura 2. Representacion del modelo gen-para-gen de reconocimiento directo e indirecto. Muestra las diferentes formas de
interaccion entre efectores (ovalo verde), proteinas blanco de efectores modificadas o no (rojo) y los receptores NB-LRR. a, b
y ¢ corresponden a los modelos de reconocimiento directo, guardia/sefiuelo y bait-switch respectivamente. El receptor NB-
LRR presenta un dominio LRR carboxi-terminal (celeste), un dominio NB central (naranja) que une ATP o ADP (ovalo
amarillo) y un dominio Toll amino-terminal, receptor interleuquina-1, proteina de resistencia (TIR) o “coil-coiled” (ovalo

purpura). Imagen modificada a partir de Dodds et al. 2010.

1.1.1.3 Vias de sefializacion y respuestas PTl y ETI

Los acontecimientos que ocurren luego del reconocimiento del patégeno por PRRs o NB-LRRs
suelen ser parecidos. Dentro de las primeras respuestas se da un rapido flujo de iones de calcio,
un estallido de especies reactivas del oxigeno (ROS) y una activacién de proteinas quinasas
activadas por mitdgenos (mitogen-activated protein kinases, MAPKS). Posteriormente hay una
reprogramacion de la expresion de genes, deposicion de calosa en sitios de la pared celular por
donde se estd dando la infeccion y muy a menudo una muerte celular localizada (HR). Existe
una superposicion importante entre perfiles de expresion de genes producida por la mayoria de
los PAMPs (Boller et al. 2009). Dado que los patrones de expresion bajo los tipos de respuestas
PTI y ETI son muy parecidas entre si, se infiere que las respuestas son practicamente las

mismas, pero varian en magnitud (Tao et al. 2003).

Las vias por MAPK son un componente de la transduccion de sefiales coman en eucariotas que
transfieren sefales desde los receptores extracelulares a respuestas celulares. Una cascada
MAPK tipica consiste en un complejo modulador de una MAPK quinasa gquinasa (MAPKKK)
que fosforila a una MAPK quinasa (MAPKK), la cual fosforila a una MAPK. Esta via regula la
actividad de varios sustratos como ser factores de transcripcion y proteinas quinasas. Es
importante destacar que las cascadas MAPK se encuentran tanto en respuestas PTI como en
ETI (Pitzschke et al. 2009). Ha sido posible caracterizar una cascada MAPK luego del

reconocimiento de la flagelina por los receptores PRR en A. thaliana que comprende la
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activacion de las MAPKKs MKK4 y MKKS5, luego las MARKs MPK3 y MPKG6, lo cual da
lugar a la activacion de los factores de transcripcion del tipo WRKY (llamados asi por un
dominio aminoacidico conservado con los residuos WRKY en el extremo N-terminal y una
estructura de dedos de Zinc en el extremo C-terminal). La cascada finaliza con la expresion de
genes de defensa (Asai et al. 2002; Eulgem et al. 2000; Rushton et al. 1996).

Un evento que ocurre tempranamente luego de una infeccion por patdgenos es el Ilamado
estallido oxidativo (“oxidative burst”) que consiste en la produccion y acumulacién de ROS
como ser Oz« y H,O, (Doke et al. 1996; Low et al. 1996; Tenhaken et al. 1995). Es probable
que la generacion de ROS se deba a la accion de las oxidasas de NADPH y oxalato, asi como
también por las peroxidasas de la pared celular durante la respuesta de defensa de la planta
(Bolwell et al. 1995; Tenhaken et al. 1995; Zhang et al. 1995). El estallido oxidativo se produce
en dos instancias, la primera ocurre en minutos tanto en interacciones susceptible como
resistentes, mientras que en la segunda la acumulacion de ROS es de mayor duracion y ocurre
dentro de unas pocas horas luego de la infeccion y solo en una interaccion resistente (Baker et
al. 1995; Levine et al. 1994). Las ROS cumplen una funcién importante en la respuesta de
defensa de la planta, tal es el caso para los aniones superoxido y el H,O,. Este dltimo se
encuentra en elevadas concentraciones durante la HR en las zonas adyacentes a la pared celular
por donde las bacterias invaden (Bestwick et al. 1997). A su vez, se demostro que el H,O,
posee actividad antimicrobiana directa (Peng et al. 1992), y contribuye al reforzamiento de la
pared celular por medio de la estimulacion de la lignificacion y unién cruzada de glicoproteinas
ricas en hidroxiprolinas (Bradley et al. 1992; Brisson et al. 1994). EI H,O, no solo actla en la
defensa de forma directa como agente antimicrobiano o por reforzamiento de la pared celular,
sino gque también pueden funcionar como segundo mensajero para inducir genes relacionados a
la defensa y la muerte celular por HR (Jeffery L. Dangl et al. 1996; Doke 1983a, 1983b; Doke
et al. 1988; Green et al. 1995; Levine et al. 1994).

Las hormonas también cumplen un rol importante en las vias de sefializacion y en la respuesta
de defensa de la planta ante patdgenos. Su funcién es la de activar la expresion de ciertos genes
de defensa y la de funcionar como reguladores finos de las vias de sefializacion y respuesta de
defensa de la planta. Las hormonas mas importantes que se destacan son el SA, el etileno (ET)
y el &cido jasmdnico (JA). Mientras que en términos generales el SA se encuentra relacionado a

la defensa contra patogenos bidtrofos y hemibiétrofos (Glazebrook 2005; Halim et al. 2007;
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Spoel et al. 2007), se cree que las hormonas ET y JA trabajan juntas, aunque no siempre, para
aumentar la defensa de la planta frente a patdgenos necrotrofos (Glazebrook 2005; Spoel et al.
2007). Es posible usar genes asociados a las vias del SA o JA/ET como marcadores para
determinar el rol de cada via en la interaccion entre el huésped y el patdogeno. Alguno de estos
genes son PDF1.2 que codifica para una defensina (Penninckx et al. 1996; Thomma et al.
1998), PR-4, proteina “hevein-like” que se une a la quitina, PR-3, una quitinasa, y THI2.1
(Epple et al. 1995; Norman-Setterblad et al. 2000). Por lo general las vias del SA y la de
JAJET funcionan de forma antagonica (Leslie et al. 1988; Spoel et al. 2003, 2007), aunque se
han registrado casos en que se evidencia una cooperacion entre ambas vias (Adie et al. 2007;
Wasternack et al. 1994). EI SA media un cambio en el potencial redox celular lo que provoca la
reduccion del oligomero formado por NPR1s a su forma monomeérica. Este NPR1 monomeérico
es transolcado al nucleo para funcionar como un coactivador transcripcional de genes de
respuesta al SA como PR-1, mediante la potenciacion de la union del factor de transcripcion
TGA a los promotores de elementos de respuesta al SA (Loake et al. 2007; Van Oosten et al.

2008). En la via de sefializacion del JA el complejo ligasa ubiquitina E3-SCF<°"

y las proteinas
represoras “jasmonate ZIM-domain” (JAZ) forman un complejo, evitandose la transcripcion de
genes de respuesta al JA (Katsir et al. 2008). Luego de la acumulacion del JA, se forma la
isoleucina-JA (JA-lle) que se une a la proteina F-box COI1 en el complejo SCFCOIL,
marcando de esta manera al represor JAZ para ser ubiquitinizado y degradado por el
proteosoma 26S. Como resultado se obtiene la activacién de los genes de respuesta al JA a
través de los factores de transcripcion como MYC2, ERF1 y ORA59 (Lorenzo et al. 2005; Pré
et al. 2008). En cuanto a lo que respecta a la via del ET se sabe que esta hormona es percibida
por un receptor de membrana como el ETR1 (Kendrick et al. 2008). Luego de la percepcion de
ET se detiene la represion de la sefializacion por parte de CTR1 (regulador negativo) lo que
permite que se active la via de sefializacion a través de EIN2 (regulador positivo) para dar lugar
a la activacion de reguladores positivos criticos de la expresion de genes de respuesta al ET,
como EIN3. Lo anterior sucede porque la degradacion por parte del proteosoma 26S- E3
ubiquitin ligasa SCF®7? dependiente se ve inhibida, permitiendo que los factores de
transcripcion del tipo EIN3 activen otros factores de transcripcion como ERF1 resultando en la

expresion de genes de respuesta al ET ( Pieterse et al. 2009).

Ademés del SA, JA y ET, otras hormonas como las auxinas, citoquininas, giberilinas,

brasinosteroides y acido abscisico (ABA) participan en la respuesta de defensa de la planta
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(Asselbergh et al. 2008; Mauch-Mani et al. 2005; Nakashita et al. 2003; Navarro et al. 2006,
2008; Shan et al. 2008; Siemens et al. 2006; Walters et al. 2006; Wang et al. 2007). El hecho de
que se vean involucrados tantos reguladores del crecimiento en la inmunidad de la planta
sugiere que el control de su crecimiento, desarrollo y defensa se encuentran intercomunicados
en una red de vias de sefializacion de hormonas. Esta regulacion podria ser responsable de
permitir que las plantas se adapten rdpidamente al estrés bidtico o abidtico y a utilizar sus

recursos de una forma costo-eficiente.

1.1.2 Factores de transcripcion con dominio APETALA 2/ proteina de union a

elementos de respuesta al etileno (AP2/ERF)

La superfamilia de factores de transcripcion APETALAZ2/Ethylene Responsive Factor
(AP2/ERF) fue inicialmente definida como especifica de plantas, sin embargo con la aparicion
de nuevas tecnologias y de nuevas bases de datos fue posible encontrarlas en protistas,
cianobacterias y fagos (Wessler 2005). Una de las hipdtesis que explican esto esta relacionada
con la aparicion de esta superfamilia en plantas debido a una transferencia horizontal de genes,
proveniente de bacterias o virus, que codifican para proteinas con dominos AP2 (Licausi et al.
2010).

Para su clasificacion las proteinas AP2/ERF que contienen al menos un dominio de unién al
ADN, llamado AP2, fueron divididas en tres familias separadas llamadas ERF, AP2 y RAV. La
mayoria de las proteinas que presentan un unico dominio AP2 y cuya secuencia gendémica
contiene un pequefio nimero de intrones son asignadas a la familia ERF (Nakano et al. 2006).
En cambio la familia AP2 estd conformada por una mayoria de proteinas con dos dominios
AP2 repetidos en tdndem y un nimero pequefio de proteinas con un Unico dominio AP2 que
muestra una mayor similitud a los dominios contenidos en proteinas con doble dominio AP2
que a aquellos dominios AP2 encontrados en proteinas ERF. A su vez, la familia AP2
caracterizada por un doble dominio AP2 se subdivide en los grupos AP2 y ANT (por
AINTEGUMENTA) segun la secuencia aminoacidica del doble dominio AP2 y la secuencia de
localizacion nuclear (Shigyo et al. 2004). La familia RAV se compone por proteinas que
poseen un dominio ERF asociado a un dominio de unién al ADN B3 (Swaminathan et al.
2008). Ademas de las categorizaciones anteriores existe una clase llamada “Soloist”, las cuales
son proteinas que poseen una secuencia que también forma parte de la familia AP2/ERF y

aunque esta proteina contiene un Unico dominio AP2 su secuencia y estructura génica divergen
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fuertemente de aquellas presentes en los factores de transcripcion ERF (Licausi et al. 2010;
Nakano et al. 2006; Zhuang et al. 2008) (Figura 3). A lo largo del tiempo se ha mantenido el
acronimo ERF sin embargo su respuesta ante el etileno como regulador del crecimiento no es
una caracteristica universal de esta superfamilia de proteinas. Ademas su elemento conservado

de union al ADN no se ve directamente afectado por la sefializacion por etileno.

Superfamilia AP2
Familia ERF AP2 RAV Soloist
| | [ |||||||| | [ [ [ ]
Grupo Subfamilia Grupo Grupo
I A6 AP2 Dominio AP2 tinico
11 AS ANT
I Al A4 AS
v A2, A3
% B6
VI B5
VII B2
VIII B1
X B3
X B3, B4
XI-L B6
Xb-L B6

Figura 3. Esquema que muestra la estructura y composicion de la superfamilia AP2/ERF. Las distintas tonalidades de los
diferentes recuadros verdes representan dominios AP2/ERF mientras que el recuadro violeta representa un dominio de union al

ADN del tipo B3.

La familia ERF puede subdividirse segun la similitud de sus dominios AP2. De esta forma
surgieron dos subfamilias, una perteneciente a las proteinas de unién a elementos de respuesta a
deshidratacion (Dehydration-Responsive Element Binding-proteins, DREB) y la otra a los
ERFs, cada uno separable en seis subfamlias (A1-A6 y B1-B6 respectivamente, Figura 3)
(Sakuma et al. 2002). Unos afios méas tarde la misma superfamilia volvio a evaluarse por
Nakano et al. 2006 quienes propusieron una nueva clasificacion basandose en la estructura
intron-exon de genes ERF y la aparicion de motivos adicionales subdividiéndose asi en doce
grupos que coincidian substancialmente con la clasificacién en subfamilias realizadas por
Sakuma et al. 2002.

La estructura tridimensional del dominio de unién al ADN, AP2 de la superfamilia AP2/ERF,

se caracteriza por estar formada por 60 residuos de aminoacidos los cuales debido a sus
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propiedades le confieren una estructura tridimensional organizada en una capa de tres laminas
beta seguida por una hélice alfa en paralelo (Allen et al. 1998) (Figura 4). La distincién entre
los dominios DREB y ERF dentro de la familia ERF se realiza a partir de la identidad de los
residuos en sitios especificos de su dominio AP2 (Sakuma et al. 2002). El reconocimiento por
parte de las proteinas AP2/ERF de secuencias de ADN especificas se da a través de las laminas
beta (Figura 4) y por lo tanto cambios aminoacidicos realizados en esa estructura repercutiran
en diferentes afinidades y especificidades para ambas subfamilias. Se ha visto que varias
proteinas DREB se unen al elemento A/IGCCGAC, el cual se asocia a genes de respuesta a
ABA, sequia y frio (Stockinger et al. 1997; Yamasaki et al. 2013). En cambio, miembros de la
subfamilia ERF se unen especificamente a elementos AGCCGCC (conocidos como caja GCC)
in vitro. Estas cajas GCC suelen encontrarse en promotores de genes que responden al etileno,
patogenos y heridas (Ohme-Takagi et al. 1995). De igual manera se ha reportado que algunos
miembros de ambas familias son capaces de unirse a elementos DRE y GCC (Sun et al. 2008) o
incluso a elementos de ADN novedosos que divergieron significativamente a partir de estos dos
(Shaikhali et al. 2008; Welsch et al. 2007).

Figura 4. Interaccion de la estructura tridimensional
de un factor de transcripcion del tipo AP2/ERF con
uno de los surcos mayores de una hélice doble cadena
de ADN por intermedio del plano de las tres laminas

beta. Imagen modificada de Yamasaki et al. 2013.

Los factores de transcripcion pertenecientes a la superfamilia AP2, pueden clasificarse como
activadores o represores dependiendo de si activan o suprimen la transcripcion de genes blanco.
Aquellos considerados como represores pueden ser subclasificados como represores activos o
pasivos. Los activos presentan un dominio de represion (RD) que confiere actividad represora

al factor de transcripcion o al dominio de unioén al ADN y cuando se une a la region del
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promotor es capaz de prevenir activamente la transcripcion del gen blanco. Por el contrario los
represores pasivos no poseen un dominio RD, suprimen la transcripcion compitiendo con
activadores transcripcionales por la secuencia blanco de union en el ADN (Licausi et al. 2013).
Los factores de transcripcion clasificados como activadores presentan dominios de activacion,
pero este dominio no presenta un motivo de secuencia distintivo sino que tienden a ser ricos en
residuos aminoacidicos acidos (Ohta et al. 2000).

Las proteinas ERFs fueron originalmente aisladas como factores de transcripcion que se unen a
la region del promotor de genes de respuesta al estrés bidtico o abiotico y a las hormonas
etileno, jasmonico y ABA, también relacionadas al estrés. Se tiene la concepcion de que el
grupo formado por factores de transcripcion del tipo ERFs confieren tolerancia a diferentes
tipos de estrés bidtico cuando se le expresa de forma constitutiva en diferentes plantas y
condiciones. Varios ERFs son capaces de activar la transcripcion de genes de defensa, genes
PR, incluyendo la osmotina, quitinasa y B-1,3-glucanasa (Licausi et al. 2013). De todos los
ERFs los mas estudiados hasta el momento son los factores de transcripcion ERF1 y su
homologo ERF-IX los cuales se inducen en la respuesta a patdégenos en A. thaliana (Li et al.
2011; Zhang et al. 2012). En cambio los ERFs pertenecientes al grupo de las proteinas DREB
son los mas estudiados en respuesta a diferentes tipos de estrés abiotico, los cuales son
inducidos rapidamente ante el estrés por frio y cuando se expresan constitutivamente mejoran
la tolerancia al mismo (Jaglo-Ottosen et al. 1998; Kasuga et al. 1999; Liu et al. 1998). En otros
casos, genes de la familia ERF resultaron conferir tolerancia no a un unico tipo de estrés sino a
multiples tipos de estrés cuando son expresados constitutivamente en la planta (Fukao et al.
2011; Mito et al. 2011; Seo et al. 2010; Yi et al. 2004).

La necesidad de conocer mas sobre los factores de transcripcion del tipo AP2/ERF proviene del
interés en generar plantas mas resistentes a estrés bidtico y abiotico. Un mayor manejo de las
vias de sefializacion y de respuesta a los diferentes tipos de estrés proporcionaria ademas la
posibilidad de tener un mejor manejo o control de plagas y la posibilidad de utilizar nuevas
tierras para sembrar, tierras donde antes no era posible debido a sequias, bajas temperaturas o
inundaciones. Ejemplos de lo anterior pueden encontrarse en trabajos realizados por Xu et al.
2006 y Xu et al. 2011 en los cuales se obtuvieron cultivos capaces de resistir inundaciones por
cruzamientos con plantas salvajes y plantas cisgénicas o transgénicas que sobreexpresan genes
ERF. Sin embargo en ocasiones se ha observado que la sobreexpresion constitutiva de un

regulador transcripcional como ser un ERF puede llevar a un crecimiento atrofiado de la planta
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(Pré et al. 2008), limitando de esta forma su aplicacion biotecnolégica. De igual forma seria
posible el uso de genes que tuviesen impacto negativo en el desarrollo de la planta pero
positivo en cuanto al manejo de estrés si se usa un promotor huésped especifico e inducible por

estrés en vez de promotores de expresion constitutiva.

1.2 Physcomitrella patens como sistema modelo

El musgo P. patens pertenece al filo briofita y como tal se cree que divergieron hace unos 475
millones de afios atras, a partir de un alga verde como ancestro en comun, como grupo de
plantas terrestres que empezaron a colonizar la tierra. Mas adelante, hace aproximadamente 420
millones de afios surgieron las primeras plantas vasculares (traqueofitas) las cuales siguieron
evolucionando y divergiendo hasta el presente credndose asi cuatro subphylums de los cuales el
Pteropsida es el mas conocido por representar al grupo mas grande del reino vegetal. Las
Pteropsidas comprenden tres clases, las Filicineas (helechos), las Gimnospermas (coniferas) y
las Angiospermas (plantas con flor). Lo anterior se encuentra esquematizado en el cladograma
de la figura 5. Lo anterior coloca a P. patens en una posicion ideal para realizar estudios

comparativos sobre la evolucidn de los proceso bioldgicos en plantas terrestres.
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Figura 5. Cladograma de plantas donde se muestra la evolucion de éstas a partir de un alga verde como
ancestro en coman. (Briofitas;*): Clado en el que se encuentran ubicados los musgos. (MYA): Unidad de
medida en millones de aflos atrds. Figura modificada a partir de la obtenida en
https://classconnection.s3.amazonaws.com/64/flashcards/897064/jpg/bio41321475618417.jpg

Al igual que los helechos y las plantas con semilla los musgos presentan lo que se conoce como
alternancia de generaciones. Esto se debe a que poseen una fase haploide que produce gametos
mediante la formacién de gametofitos y una fase diploide que produce esporas haploides por
meiosis a través de la generacion de esporofitos. Sin embargo, al contrario de las plantas con
semillas y de los helechos, en P. patens el gametofito es la fase dominante lo que significa que
la mayor parte del tiempo la planta se encuentra en su fase haploide. Ya sea a partir de tejido
adulto, fragmentos de este o a partir de esporas el primer tipo de filamento que surge es el
cloronema. El cloronema es uno de los dos tipos de filamentos que componen el protonema,

fase primaria de crecimiento en los musgos. Como caracteristicas el cloronema presenta células
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con muchos cloroplastos y division perpendicular al eje axial del filamento por una pared
celular entre células adyacentes. Su crecimiento es polarizado y se da de forma apical. El
caulonema, segundo tipo de filamento que forma parte del protonema, surge a partir de la zona
apical del cloronema y presenta menor densidad de cloroplastos y menor cantidad de clorofila,
y las paredes que separan células adyacentes en el caulonema son oblicuas. Es a partir de brotes
laterales del caulonema que surgen las yemas que daran lugar a los gametoforos, que estan
formados por tallos con hojas avasculares en forma de monocapa y rizoides. Los gamet6foros
crecen hacia arriba en direccion a la fuente de luz (fototropismo positivo). Los esporofitos son
la segunda fase de crecimiento y es donde se produciran las esporas. En el caso de P. patens
tanto los gametos masculinos como femeninos son producidos por la misma planta (Cove et al.

1997). En la figura 6 se encuentra una breve descripcién del ciclo de vida de P. patens.
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Figura 6. Ciclo de vida de las briofitas basado en musgos. Se muestra la alternancia de generaciones entre fases
haploide (n) y diploide (2n). Luego de la germinacion de las esporas se forma un tejido filamentoso llamado
protonema compuesto por el caulonema (filamento amarronado con pocos cloroplastos) y el cloronema

(filamento verde con gran cantidad de cloroplastos). A partir del protonema surgen las yemas o brotes (“bud”)
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que daran lugar a los gametofitos donde se formaran las estructuras reproductivas masculinas (anteridios) y
femeninas (arquegonios). El agua es el medio de trasporte de los anterozoides (células sexuales masculinas
flageladas) hacia el interior del arquegonio donde se encuentra la oosfera (célula sexual femenina). Luego de la
fecundacion se formara el cigoto (2n) quien dara lugar al embrién el cual empezara a formar el esporofito. Una
de las partes del esporofito es el esporangio dentro del cual las células se separan primero por mitosis y luego
por meiosis volviendo a ser células haploides. Estas células haploides seran las futuras esporas las cuales al
terminar de madurar y al darse las condiciones necesarias (alta humedad o lluvia) seran liberadas al ambiente,
dispersandose para comenzando el ciclo nuevamente. Figura obtenida y modificada a partir de
https://quizlet.com/12873985/bio-lecture-12-flash-cards/

Las caracteristicas de P. patens que la hacen un buen sistema modelo para estudiar procesos
biologicos de plantas se relacionan con su patron relativamente sencillo de desarrollo, su
facilidad para realizar analisis de linaje celular, y la presencia de respuestas similares ante
factores de crecimiento de plantas y estimulos ambientales con respecto a otras plantas
terrestres (Schaefer 2002). Los tejidos de P. patens pueden propagarse continuamente in vitro,
lo cual requiere de poco espacio. Los tejidos pueden ademéas regenerarse a partir de
protoplastos o después de la rotura mecanica de tejidos (Ishikawa et al. 2011; Sugimoto et al.
2011). P. patens presenta un genoma de 460 Mb conformado por 27 cromosomas (Schaefer and
Zryd 2001). P. patens puede ser transformada mediante la incorporacion de ADN a
protoplastos mediante polietilenglicol (PEG) dando lugar a transformantes estables (Prigge et
al. 2010; Schaefer et al. 1991). El hecho de que su fase dominante sea haploide es relevante
porque permite ver directamente los efectos de mutaciones recesivas sin necesidad de hacer
retrocruzas. Ademas es una planta cuyos tejidos se encuentran formados por una monocapa de
células lo que facilita su observacion en el microscopio, el seguimiento de procesos bioldgicos
y el patrén de desarrollo a nivel de una unica célula (Schaefer and Zryd 2001). A su vez es
posible crear cepas somaticas diploides mediante la fusion de protoplastos a partir de dos cepas
diferentes usando como marcadores selectivos auxotrofias complementarias o resistencia a
antibioticos. Estos hibridos permitirian hacer pruebas de dominancia, por ejemplo cuando el
fenotipo mutante es recesivo, y los analisis por complementacion son posibles (Featherstone et
al. 1990). Otra caracteristica de P. patens que le ha otorgado mucho valor para ensayos
genéticos es la capacidad de realizar estudios de genética reversa, aprovechando que su genoma
estd secuenciado y que presenta una alta frecuencia de recombinacién homoéloga, comparable a
la de las levaduras, lo cual permite realizar “Knockouts”, mutaciones puntuales o sustituciones
de genes (Cove et al. 1997; Kamisugi et al. 2006; Rensing et al. 2008; Schaefer 2002). Lo
anterior se logra mediante la creacion de vectores que pueden ser de insercidn, por lo general

utilizados para realizar “Knockouts”, o silenciamiento génico (Figura 7A), o vectores de
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reemplazo alélico, los cuales pueden ser usados para generar “Knockouts”, sustituir unos genes

por otros o insertar secuencias con mutaciones puntuales (Figura 7B).

A B
Locus Genémico Locus Genémico
[ > —
[ ‘ :b—:-
1 . .
Vector de insercion Vector de reemplazo
/ e ‘ 7 >
—ia—-:: [T ]
Disrupcion por insercion Reemplazo alélico

Figura 7. Disefio tipico de vectores usados en la transformacion de P. patens. (A). El vector de
insercion cuenta con un fragmento genémico (gris oscuro) al lado de un marcador de seleccion
(negro). La integracion dirigida se caracteriza por la insercién de una o varias copias del vector a
través de recombinacion homéloga con las secuencias gendémicas. La mutacién resultante es una
inactivacion del gen por insercion. (B). El vector de reemplazo lleva un marcador de seleccion (negro)
inserto entre dos secuencias gendmicas. La integracion ocurre a través de dos eventos de
recombinacion homdloga. El resultado es la pérdida de funciéon del gen por reemplazo alélico.
Modificado de Schaefer and Zryd 2001.

El hecho de que P. patens pueda ser infectado por patdgenos que atacan importantes cultivos de
plantas podria permitir diseccionar los mecanismos de accion que se estan dando en dicha
interaccion y entender en méas detalle la forma en que los patégenos causan enfermedades y
cémo las plantas responden a ello activando mecanismos de defensa complejos. En este sentido
nuestro grupo de investigacion se ha centrado en identificar patdgenos de amplio rango de
hospedero que infectan P. patens y analizar las respuestas de defensa activadas luego de la
infeccion. Dentro de los patégenos que causan importantes dafios en cultivos y que también
infectan a P. patens encontramos al hongo Botrytis cinerea, los oomicetes Pythium irregulare y
Pythium debaryanum y la bacteria Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (P.c.
carotovorum) que infectan y se multiplican en los gametofitos causando amarronamiento,
necrosis y maceracion del tejido (Oliver et al. 2009; Ponce de Leon et al. 2007). En general las
respuestas de defensa activadas en P. patens en respuesta a la infeccion son similares a las de
las plantas vasculares, entre ellas, acumulacion de ROS, HR, fortalecimiento de la pared celular
y activacion de la expresién de genes de defensa (Oliver et al. 2009; Ponce de Ledn et al. 2007;
Lawton and Saidasan 2009). Se sabe que tanto en respuesta a la inoculacion con B. cinerea
como con ambas especies de Pythium, al igual que con tratamientos con filtrado celular de P. c.

carotovorum, que contiene enzimas que degradan la pared celular, P. patens induce la
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expresion de algunos genes de defensa como ser lipoxigenasas (LOX), fenilalanina amonio-
liasa (PAL), chalcona sintasa (CHS) y la proteina relacionada con la patogenicidad 1 (PR-1)
(Oliver et al. 2009; Ponce de Ledn et al. 2007). La enzima PAL es central en la sintesis de
fenilpropanoides, incluyendo la sintesis de mondmeros de lignina, fitoalexinas y la produccion
de SA, mientras que la enzima CHS es la primera enzima en la via de sintesis de flavonoides
(Dixon et al. 1995). Por otro lado, las enzimas LOX estan involucradas en la sintesis de acidos
grasos oxigenados conocidas como oxilipinas, incluyendo el JA y aldehidos, que tienen gran
importancia para las funciones de defensa de las plantas vasculares frente a infecciones por
microorganismos e insectos (Feussner et al. 2002). Resulta interesante destacar que el JA no se
sintetiza en P. patens y por lo tanto otro tipo de moléculas, incluyendo otro tipo de oxilipinas,
pueden ser importantes en la respuesta de defensa de este musgo (Ponce de Ledn et al. 2012,
2015). El aumento en la expresion de genes que codifican para proteinas del tipo dirigentes
(DIR), ocurre luego de la infeccion de P. patens con B. cinerea detectandose a su vez la
acumulacion de compuestos fenolicos en la pared celular adyacente al sitio de infeccion por
donde penetra el hongo (Ponce de Leodn et al. 2012). Se piensa que las proteinas DIR median la
unién de monolignoles para formar lignanos y ligninas (Davin et al. 2000) las cuales
participarian en la respuesta de defensa frente a patdgenos (Chakravarthy et al. 2010; Coram et
al. 2008). Dado que P. patens no sintetiza lignina, DIR probablemente est4 involucrada en el
acoplamiento de monolignoles que daran lugar a compuestos del tipo lignina (Ponce de Ledn et
al. 2012). Otras respuestas inducidas por el tratamiento con patdégenos de P. patens son el
colapso citoplasmatico, la acumulacion de compuestos autofluorescentes y desintegracion de
cloroplastos, los cuales estan asociados a la repuesta HR (Ponce de Leon et al. 2007, 2012). El
conocimiento generado hasta la fecha sobre las respuestas de defensa que se activan en este
musgo luego de la infeccidén con microorganismos patdgenos, demuestra que si bien varios de
los mecanismos que se activan son similares entre P. patens y plantas vasculares, otros no lo

son, por lo que resulta interesante seguir generando conocimiento en esta planta.

En el laboratorio se gener6 una biblioteca de expresion diferencial mediante la técnica
“Suppression susbstrative hybridization” (SSH) (Cho et al. 2007; Diatchenko et al. 1996) de
plantas control versus plantas tratadas con el filtrado de cultivo (CF) de P.c. carotovorum. A
partir de este trabajo se identificd un gen inducido por elicitores de P.c. carotovorum que
codifica para un posible factor de transcripcion con dominio AP2/ERF al cual denominamos
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PpAP2. En este trabajo de tesis nos proponemos profundizar en el estudio de la funcién de
PpAP2.
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2. Objetivos generales y especificos

Como objetivo general se propone analizar si la sobreexpresion de PpAP2 en Physcomitrella

patens y Arabidopsis thaliana aumenta la resistencia a patdégenos.
Los objetivos especificos comprenden:

1) Analizar si la sobreexpresion del factor de transcripcién PpAP2 de Physcomitrella patens

altera la susceptibilidad a patdgenos en este musgo comparado con plantas salvajes.

2) Analizar si la sobreexpresion del factor de transcripcion PpAP2 de Physcomitrella patens en

Arabidopsis thaliana altera la susceptibilidad a patdgenos comparado con plantas salvajes.
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3. Materiales y métodos

3.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

3.1.1 Physcomitrella patens

El musgo P. patens Gransden tipo salvaje (wild-type; wt) (D. Schaefer et al. 1991) fue utilizado
en todos los estudios de este trabajo. Los cultivos de P. patens tanto en estado de protonema
como en forma de colonia fueron mantenidos y subcultivados in vitro en placas de Petri con
medio s6lido BCDTA [CuSO,4.H,0 0.055 mg/L, ZnS0O,4.7H,0 0.055 mg/L, H3BO3 0.614 mg/L,
MnCl,.4H,0 0.389 mg/L, CoCl,.6H,0 0.055 mg/L, KI 0.028 mg/L Na,M00,.2H,0 0.025
mg/L, MgS0O,.7H,0 0.25 g/L (ImM), KH,PO,4 0.25 g/L (1.8 mM) pH 6.5, KNO3 1.01 g/L (10
mM), FeSO,4 12.5 mg/L (45 uM), CaCl, 1 mM, tartrato de amonio 5 mM] con agar 10 g/L,
(Ashton et al. 1977) y en algunos casos cubiertos con discos de celofan estéril. P. patens fue
crecido a 22-24°C con un fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad. La micropropagacion

del material vegetal se realiz6 con material estéril en una cdmara de flujo laminar.

3.1.2 Arabidopsis thaliana

Para la obtencion de lineas sobre-expresantes y para la comparacion fenotipica, se uso
Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0. Las plantas de Arabidopsis fueron crecidas in vitro en
placas con medio MS (Murashige et al. 1962) con la mitad de concentracion (1/2 MS) pH 5.7,
0.7% agar en un cuarto de crecimiento con 100 pmol m?seg™ de intensidad luminica y
fotoperiodo 16 h luz/8 oscuridad a 24°C. Se esterilizd la superficie de las semillas
sumergiéndolas primero en EtOH al 70% por un maximo de cinco minutos y luego en una
solucidn de hipoclorito de sodio al 7% y Tween 20 al 0,05% durante 15 minutos con agitacion.
Por ultimo se realizaron cuatro lavados con agua destilada estéril de cinco minutos cada uno y
se procedid a sembrar las semillas en el medio ya mencionado. Las semillas se estratificaron

durante dos dias en heladera a 4°C y se transfirieron al cuarto de crecimiento.

3.2 Cepas y cultivo de microorganismos

3.2.1 Escherichia coli

Se utilizaron las cepas DH10B, DH5a y la DB3.1 de E. coli. Los cultivos de E. coli se
incubaron en medio Luria-Bertani (LB) [1% bacto-triptona, 0,5% extracto de levadura, 1%
NaCl] liquido o so6lido (LB 1,5% agar) a 37°C o.n. (“over night”) a no ser que se especifique

otra temperatura.
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Se obtuvieron células quimiocompetentes de la cepa DH10B de E. coli mediante tratamiento en
frio con buffer CCMB80 [KOAc 10 mM pH7, CaCl,.2H,0 11.8 g/L (80 mM), MnCl,.4H,0 4.0
g/L (20 mM), MgCl,.6H,O 2.0 ¢g/L (10 mM), 10% glicerol 100mL/L] (Modificado de
“http://openwetware.org/wiki/TOP10 chemically cells”). Para preparar celulas quimio-
competentes la cepa DH10B fue incubada en medio LB a 20°C hasta obtener una densidad
Optica de 0.3 a 600 nm. EIl cultivo se centrifugé a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se
descarto el sobrenadante, el pellet se resuspendio en 1/3 del volumen del cultivo inicial con
buffer CCMB80 y se incubd en hielo durante 20 minutos. Se centrifug6 a 5000 rpm durante 10
minutos a 4 °C, se descartd el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 1/25 del volumen inicial
con buffer CCMB80 y se incub0 durante 20 minutos en hielo. Se congelaron alicuotas de 100
uL y 200 pL en nitrégeno liquido. Las células quimiocompetentes se almacenaron a -80°C y
fueron chequeadas con ADN plasmidico de concentracién conocida. La eficiencia de
transformacion de las células quimiocompetentes que se utilizaron en este trabajo fue de 1x10°
ufc/mL. Las células de E.coli transformadas fueron incubadas en LB con Ampicilina (Amp)
100 ug/mL o con Kanamicina (Km) 30 pg/mL dependiendo del plasmido con las que se

transformaron.

Para las transformaciones de células quimiocompetentes de E.coli se incub6 el plasmido o 10
uL de mezcla de ligacion con 100 uL de células quimiocompetentes durante 15 min en hielo y
se realizé el shock térmico a 42°C por 1 min. A continuacion se afiadié 0.9 mL de medio LB,
se incubd durante 1 h a 37°C con agitacion, y finalmente se sembro el cultivo en placas de LB

con el antibidtico correspondiente.

También se obtuvieron células electrocompetentes de las cepas DH10B y DH5a de E. coli.
Estas cepas fueron incubadas en medio LB a 37°C con agitacion a 300 rpm hasta obtener una
densidad optica a 600 nm de 0.5-0.7. Se enfrian las células en hielo por 20 minutos. Para todos
los pasos siguientes, las células se mantuvieron a 4°C, los recipientes que se usaron con las
células fueron preenfriados y los pasos de centrifugacion se realizaron todos a 4000g por 15
min y a 4°C. Luego de crecidas las células se paso el cultivo a una botella estéril de centrifuga
de 500 mL, vy se centrifugd como se dijo anteriormente. Se descartd el sobrenadante y se
resuspendid el pellet en 500 mL de glicerol 10% preenfriado en hielo, se centrifugo y se volvid
a descartar el sobrenandante. El pellet se resuspendié en 250 mL de glicerol 10%, se centrifugd,

y el pellet se resuspendié en 20 mL de glicerol 10%. Finalmente se volvié a centrifugar vy el
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pellet se resuspendié en un volumen final de 2 ml de glicerol 10% preenfriado. Se hicieron
alicuotas de 100 y 200 pL.

En el caso de las transformaciones de células electrocompetentes de E.coli se incubd el
plasmido o 10 uL de mezcla de ligacion con 100 uL de células electrocompetentes durante 10
minutos en hielo y se aplico un pulso eléctrico en el electroporador (BIO-RAD, Gene Pulser®/
E. coli Pulser™ Systems, 2.5 kV, 200 Q, 25mF). Luego se le agregaron réapidamente 0.9 mL de
LB a la cuba, se homogenizé cuidadosamente y se transfirié a un eppendorf preenfriado para
luego ser incubado por una hora a 37°C con agitacion, y finalmente se sembr6 el cultivo en

placas de LB con el antibidtico correspondiente.

Se realizaron transformaciones rapidas con la cepa DB3.1 de E. coli para clonar los plasmido
con el gen letal ccdB. Para ello se dejaron crecer unas horas en un eppendorf células de E. coli
DB3.1, obtenidas a partir de colonias aisladas en placa, en un mL a 37°C y con agitacion. Se
centrifugé a 5000 rpm y a 4°C durante 10 minutos. Se descarté el medio de cultivo y se
resuspendio el pellet en 0.5 mL de CaCl, 0.1 M previamente enfriado. Se volvié a centrifugar a
4°C y a 5000 rpm por 10 minutos y se descarto el sobrenadante. Se repitio este Gltimo paso una
vez mas, luego se resuspendio el pellet en 100 uL de CaCl, 0.1 M frio. Se mantuvo en hielo
hasta que se hizo la transformacion la cual se realiz6 de igual forma que para las células

quimiocompetentes.

3.2.2 Cepas de Pectobacterium sp

Se utilizaron los elicitores de las cepa SCC1 productora de la molécula “harpin” (HrpN) de
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (P. c. carotovorum) ex Erwinia carotovora
subsp. carotovora (Rantakari et al. 2001) y de la cepa SCC3193 de Pectobacterium wasabiae
que no produce HrpN. Las bacterias fueron cultivadas en medio LB por 16 h a 28°C. Para
obtener el filtrado de cultivo (CF) se inoculd un cultivo liquido de LB que se incubd con
agitacion a 28°C hasta alcanzar una densidad de 1x10° ufc/mL (densidad éptica de 1.9-2.0 a
600 nm). El cultivo bacteriano fue centrifugado a 3000g por 10 minutos, y el sobrenadante fue

esterilizado por filtracion (0,22 um) y conservado en alicuotas a -20°C.
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3.2.3 Botrytis cinerea y Colletotrichum gloesporioides

Ambos hongos fueron crecidos en medio “Potato Dextrose Agar” (PDA) [PDB comercial
(Applichem); 1.5% agar]. Las esporas se recogieron a partir de cultivos de aproximadamente
tres semanas, resuspendidas en H,O mQ (bidestilada) y se contaron en una camara Improved-
Neubauer. Para inocular las plantas se utilizaron dos concentraciones, 5x10° esp/mL y 2.5x10°

esp/mL.

3.2.4 Agrobacterium tumefaciens
La bacteria Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens), cepa C58C1, fue crecida a 28°C en
medio YEP conteniendo triptona 1% (p/v), extracto de levadura 0.5% (p/v), glucosa 0.1%,
agarosa 1% (solo en caso de cultivo en placa) y NaCl 0.5% (p/v); todo ello ajustado a pH 7.0
con NaOH y esterilizado en el autoclave.

Se hicieron células quimiocompetentes de A. tumefaciens. Se sembr6 en una placa de LB con
rifampicina (Rif) 50 ug/mL la cepa C58C1 y se dejo incubando durante la noche a 28°C. Al
otro dia se inocul6 una colonia aislada en un matraz de 100 mL conteniendo 5 mL de LB y Rif
50 ug/mL, se dejé incubando con agitacién a 28°C durante la noche. Al otro dia se inocularon
los 5 mL de cultivo en un matraz de un litro, conteniendo 200 mL de LB-Rif 50 pug/mL. Se
incubo de 5 a 6 horas a 28°C con agitacion para luego centrifugar el cultivo a 5000 rpm durante
10 minutos a 4°C. El pellet bacteriano fue resuspendido en 100 mL de Tris-HCI 100 mM pH
8.0 estéril. Se volvié a centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Por dltimo se
resuspendid el pellet en 2 mL de LB vy se alicuotd de a 100 puL o 200 uL en tubos eppendorf
congelando instantdneamente en nitrogeno liquido durante cinco minutos. Las muestras fueron

guardadas en freezer a -70°C.

Para la transformacion de A. tumefaciens se prosiguié de la siguiente manera; Se descongeld
una alicuota de células quimicompetentes en hielo. Se le afiadié 0.1-1ug de ADN o el producto
de ligacion, se dejo cinco minutos en hielo y luego se colocd cinco minutos en nitrogeno
liquido (o en etanol 95% a -80°C). Por ultimo se incubd a 37°C por cinco minutos. Se afiadio
un mL de LB al tubo eppendorf y se incubd a 28°C durante una hora en agitacion. Se
plaquearon alicuotas de 300 uL en medio LB-Agar con los antibidticos rifampicina 50 ug/mL y
espectinomicina 100 ug/mL (este ultimo por el vector pUB-Dest utilizado en la

transformacion).
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3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Todas las reacciones de PCR fueron realizadas en el equipo PERKIM ELMER, GeneAmp PCR
System 2400.

3.3.1 Oligonucleoétidos
Los oligonucle6tidos utilizados en la presente tesis se encuentran detallados en la siguiente
tabla (Tabla 1).

Oligonucléotido Secuencia Tm
OEAP2 5’ fw 5-CAGGTAATGCAGTCGAGCATAC-3’ 62°C
OEAP2 3’ rv 5-TCACCTGTCTAAGACAACC-3’ 56°C

Prom-Ubi 5-ACCCTGTTGTTTGGTGTTAC-3’ 53.1°C

Tabla 1. Oligonuclettidos utilizados para la amplificacion de la secuencia CDS de PpAp2 (OEAP2 5° fw y
OEAP2 3’ rv) y la verificacion del sentido de la insercion en el vector pTHUbi-Gateway (Prom-Ubi).

3.3.2 Amplificacion de la secuencia CDS de PpAP2

Dado que el gen PpAP2 no contiene intrones, la amplificacion de la secuencia codificante
(CDS) se realizo a partir de ADN genémico de Physcomitrella patens, utilizando los cebadores
OEAP2 5° fw y OEAP2 3’ rv. La reaccion de PCR se realizé utilizando 5 puL de ADN
genomico de P. patens (100 ng), 2.5 uL de cada cebador (0.8 uM cada uno), 0.4 uL de dNTPs
(0.2 mM de cada uno), 5 uL de 10X Taq Buffer, 5 uL de 25 mM MgCl;, (2 mM finales), 0.5 uL
de Taq DNA polimerasa (5 U/uL) y se lleva a 50 uL finales con H,O de PCR. Las condiciones
para la amplificacion fueron; 94°C por cinco minutos para la fase de desnaturalizacion inicial ,
40 ciclos con temperaturas sucesivas de 94°C, 52°C y 72°C, todas de 30 segundos de duracion.
Por altimo se programd una fase final de extension a 72°C por cuatro minutos. EI producto de
amplificacion fue corrido en un gel de agarosa 0.8% (m/v), luego purificado del gel con
“QIAquick® Gel Extraction Kit” y ligado al vector pGEM®-T Easy (Promega, Madison, USA).
El producto obtenido de esta ligacidn fue utilizado para transformar células competentes de E.
coli cepa DH10B. De las colonias transformadas que crecieron en medio LB-Agar con
seleccion, se realizd una extraccion plasmidica por lisis alcalina y los plasmidos fueron

digeridos con EcoRl, para confirmar la presencia del inserto.
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3.4 Vectores

Se utilizé la cepa DB3.1 para clonar los vectores que tienen el gen letal ccdB (pENTR™2B y
pUB-Dest), la cepa DH10B para pTHUbi-Gateway y la cepa DH5a para el plasmido final
pUB-Dest con la secuencia CDS de PpAP2 integrada. Los vectores utilizados en esta tesis

fueron los siguientes.

3.4.1 pGEM®-T Easy (Promega, Madison, USA)
El vector fue utilizado para clonar fragmentos de ADN amplificados por la enzima Taq
polimersa. Dicha enzima agrega una adenina en el extremo 3’ del nuevo fragmento generando

un extremo cohesivo y complementario a la timina en el extremo 5’ del vector (Figura 8).
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Figura 8. Puntos de referencia del mapa de restriccion y secuencia del
vector pGEM®-T Easy. En recuadros rojos se muestra la enzima de

restriccion usada en este vector y los sitios donde corta.

3.4.2 pENTR™2B

Este vector fue utilizado para clonar la secuencia de interés escindida del plasmido pGEM®T-
Easy. Para ello, se digiri6 el vector PpAP2-pGEM con EcoRI y se linealiz6 el vector
PENTR™2B (Figura 9) con la misma enzima. Se selecciond este plasmido para trabajar debido
a que proporciona la posibilidad de utilizar la tecnologia Gateway. Dicha tecnologia es un
método universal de clonado basado en las propiedades de recombinacion sitio especificas del
bacteriofago lambda. Permite mover secuencias de ADN de forma répida, precisa y eficiente
entre distintos vectores. Para ello uno de los requisitos que los vectores Gateway deben tener es

la presencia de dos secuencias de recombinacién sitio-especificas (attL1 y attL2) necesarias
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para que se dé la recombinacion con las secuencias attR1 y attR2 respectivamente, del vector
destino a utilizar. Para catalizar esta reaccién se utiliza el mix enzimatico LR Clonasa™
especifico para la recombinacion entre secuencias attL y attR. Este mix estd compuesto por
proteinas del factor de integracion al huésped (IHF, integration host factor), integrasa (Int) y

escisionasa (Xis).

Figura 9. Mapa de restriccién del vector pENTR™2B. Los
recuadros de color muestran las enzimas que se utilizaron y
los sitios de corte. attLl y attL2 son las secuencias de
recombinacion sitio-especificas, T1 y T2 representan las
secuencias de terminacion de la transcripcion 1 y 2
respectivamente. La secuencia pUC ori es un origen de
replicacion de alto nimero de copias, mantiene el plasmido en
cepas de E. coli. La seleccion de los transformantes se hace
con el antibiético kanamicina. ccdB gen letal para seleccion
negativa de los transformantes.

3.4.3 pTHUDbi-Gateway

Vector final de tecnologia Gateway utilizado en la transformacion de P. patens para
sobreexpresar el gen PpAP2 (Figura 10). El gen de interés quedara bajo el control del promotor
constitutivo de la ubiquitina proveniente de maiz (Anterola et al. 2009). El vector pTHUbi fue
cedido por Pierre-Francois Perroud, Universidad de Washington, USA. Posee un “casette” de
seleccion que confiere resistencia a higromicina (Hyg) y contiene una region 5’ y una 3’
homologas al locus 108 de P. patens, el cual es una region no codificante presente en copia

unica en el genoma (Schaefer et al. 1997).
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Figura 10. Vector pTHUbi-Gateway. Se esquematizan las
secuencias que lo componen y sitios donde digiere la enzima
(Swa 1) que se utiliza para la transformacion de P. patens.

3.4.4 pUB-Dest

Vector utilizado para sobreexpresar PpAP2 en A. thaliana. El gen de interés quedara bajo el
control del promotor constitutivo de la ubiquitina-10 de Arabidopsis (Grefen et al. 2010). El
vector pUB-Dest fue cedido por Sabina Vidal (Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal,
Facultad de Ciencias, Uruguay). Confiere resistencia al antibiético espectinomicina (SpR) o
estreptomicina (SmR) en bacterias y a glufosinato (BarR) en plantas. Al igual que los vectores
PENTR-2B y pTHUDi el pUB-Dest utiliza la tecnologia Gateway para incorporar el gen interés
en su secuencia (punto 3.4.2). Para ello en la region Gateway del vector se encuentran las
secuencias de recombinacion sitio-especificas attR1 y attR2. EI fragmento que sera introducido
en las células de la planta se ve delimitado por dos secuencias cortas llamadas LB y RB (left
border y right border respectivamente) y se compone por la secuencia que contiene el gen de
interés (PpAP2), el gen de resistencia al glifosato, el promotor pUBQ-10 y el terminador T35S
(Figura 11).
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Figura 11. Mapa del vector final pUB-Dest. Se esquematizan
las secuencias que lo componen, la resistencia al antibiético
espectinomicina  (Sp%) para usar en A. tumefaciens y al
herbicida BASTA® (Bar®) en plantas. RB y LB, secuencias de
borde derecho e izquierdo respectivamente. pBR322, origen de
replicacion de copia alta en E. coli. pVS1, secuencia de
replicacion para mantener el plasmido en A. tumefaciens. attR1
y attR2 son las secuencias de recombinacion sitio-especificas
utilizadas por la tecnologia Gateway.

3.5 Preparacion y andlisis de dcidos nucleicos
3.5.1 Obtencion de ADN plasmidico

Las extracciones de ADN plasmidico de E.coli a pequefia escala se realizaron a partir de
cultivos liquidos de 3-5 mL en medio LB y el antibi6tico correspondiente. Las muestras fueron
centrifugadas durante un minuto a 13000 rpm Yy el pellet bacteriano fue resuspendido 300 pL
de buffer I (tris-HCI 50 mM pH 8.0, EDTA 10mM, RNAsa 100ug/mL). Se agregaron 300 pL
de buffer Il (NaOH 200 mM, SDS 1%) y se incubd a temperatura ambiente durante cinco
minutos. Se agregd 300 pL de buffer III (acetato de potasio 3.0 M pH 5.5) y se incubé cinco
minutos en hielo. Luego se centrifugé 10 min a 13000 rpm y se recupero el sobrenadante. El
ADN plasmidico fue precipitado con 0.7 voliumenes de isopropanol, se centrifugé a 13000 rpm
durante 30 minutos, se lavo el pellet con etanol (EtOH) 70% y se resuspendio en 50 uL de H,O
0 Tris-HCI ImM. También se utilizé el kit comercial de extraccion GenCatch™ Plasmid DNA
Miniprep (Epoch Biolabs, Missouri City, USA). Las extracciones a mayor escala se realizaron

hTM

a partir de cultivos bacterianos de 100 mL y se utilizé el kit comercial GenCatch'™ Plasmid

DNA Midiprep (Epoch Biolabs, Missouri City, USA).
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Para la extraccion de ADN plasmidico de A. tumefaciens se utilizé el siguiente protocolo de
extraccion; se inoculé una colonia en 5 mL de LB Rif-Sm (50 pg/mL y 100 pg/mL
respectivamente). Se dejo incubando durante la noche con agitacién a 28°C en tubos de 50 mL.
Luego se pasaron 1.5 mL de cultivo a un tubo eppendorf y se centrifugo para bajar las células
descartando luego el sobrenadante. Este paso se repite hasta que se termine de procesar todo el
cultivo. Se resuspendié el pellet en 100 uL de solucion | fria (Tris-HCI 50 mM pH=8, EDTA
10 Mm pH=8, 20% sacarosa, debe afadirsele lisozima 4mg/mL y ARNasa antes de usar). Se
mantiene 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se afiadio 200 uL de solucion 11 (NaOH
0.2N, SDS 1%), se mezcld y se incub6 10 minutos en hielo. Se afiadieron 150 uL de solucion
Il (acetato de sodio 3 M pH=4.8), se mezcld y se incubd durante 30 minutos en hielo. Se
centrifugo siete minutos y se pasé el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf, seagrego un
volumen de fenol cloroformo, se vortexe6 y se centrifugd dos minutos. Se descart6 la fase
superior y se repitid el procedimiento dos veces mas. Al final se obtienen aproximadamente
250 pL. Por ultimo se precipitd el ADN afadiendo 1/10 del volumen de acetato de amonio
(AcONH,) 7.5 M y dos volimenes de etanol 100%. Se dejo precipitando durante 30 minutos a
-20°C, se centrifugd a 13000 rpm y 4°C por 30 minutos y el pellet se resuspendio en 20 uL de
Tris-HCI 1mM.

3.5.2 Obtencion de ARN a partir de tejidos vegetales

Las extracciones de ARN total de P. patens fueron realizadas siguiendo el método de
aislamiento de ARN vegetal (Farrell, 1993). Tres a cuatroplacas de colonias de P. patens de
aproximadamente tres semanas fueron maceradas en nitrégeno liquido y resuspendidas en 2.5
mL de fenol y 5 mL de buffer NTES (NaCl 0.1M, Tris-HCI 0.01M pH 7.5, EDTA 1mM, SDS
1%). Las muestras se vortexearon durante tres minutos, luego se agregaron 2.5 mL de
cloroformo y se centrifugaron a 5000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Se recuperd el
sobrenadante y los acidos nucleicos fueron precipitados con 0.1 volumen de NaAc 3M pH 5.2
y 2.5 volumenes de EtOH 96% a -20°C durante la noche. Posteriormente se centrifugaron a
10000 rpm durante 20 minutos a 4°C y los pellets se resuspendieron en 750 uL de H,O DEPC.
El ARN fue precipitado con LiCl 2M incubando las muestras a 4°C durante la noche. Luego se
centrifugaron a 10000 rpm durante 15 minutos a 4°C y el ARN se precipitd incubando las
muestras con 0.1volumen de NaAc 3M pH 5.2 y 2.5 volimenes de EtOH 96% a -20°C durante
la noche. Finalmente se resuspendi6 en H,O tratada con 0.1% de DEPC (H,ODEPC). Se estimé
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la concentracion utilizando un Nanodrop modelo Nanodrop1000 spectophotometer Thermo

scientific.

3.5.3 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

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

Lambda A digerido con Pstl.

3.5.4 Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes

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

muestra en el gel desnaturalizante.

3.5.5 Obtencion de ADN a partir de gel de agarosa

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

fabricante.

3.5.6 Analisis por Northern blot

5 pg de ARN total fueron separados en geles de agarosa desnaturalizante y transferidos a
membranas de nylon (Hybond-N*, Amersham, GE Health Care, Buckinghamshire NA)
mediante capilaridad en solucién SSC 20X [1X SSC (Standard Saline Citrate) contiene NaCl
0.15 M y Citrato de sodio 0.015 M] (Sambrook et al. 1989). A continuacion el ARN fue fijado

a la membrana mediante horneado a 120°C durante 45 minutos.
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Las membranas fueron prehibridadas durante 2 horas e hibridadas toda la noche a 65°C con una
solucién conteniendo 5X SSC, SDS 0.2%, 0.125 g de leche descremada en polvo, y 20 pg/mL
de esperma de salmén desnaturalizado. Se marcaron 80 ng de los fragmentos de ADN
previamente desnaturalizados con [a-32P] dCTP 20 uCi, 3000 Ci/mmol (MP Biomedicals,
USA) usando el kit Amersham Rediprime Il DNA Labeling System (GE Heath Care,
Buckinghamshire NA). Las sondas se purificaron con columnas de exclusion cromatografica
Illustra MicroSppin G-25 Columns (GE Health Care, Buckinghamshire NA). vy se dejé
proceder la hibridacion toda la noche. Las membranas fueron lavadas a 65°C, dos veces durante
40 minutos con 5X SSC, SDS 0.5% y dos veces con 1X SSC 0.5%. El revelado de placas
Image plate (IP) se realiz6 utilizando el equipo Fluorescent Image Analyzer FLA-9000
(FUJIFILM). Los fragmentos de ADN de PpAP2 y PpDIR (dirigente) utilizados para la sintesis
de la sonda se obtuvieron a partir de la digestion del plasmido pGEM-T Easy conteniendo estos

genes, con la enzima de restriccion EcoRl.

3.6 Modificaciones en el ADN

3.6.1 Enzimas de restriccion
Se utilizaron enzimas de restriccion y buffers de Fermentas o New England Biolabs. Las
digestiones se realizaron segin recomendaciones del proveedor. Dependiendo del uso posterior,

hTM

los fragmentos se purificaron utilizando los kits comerciales GenCatch ™ Gel Extraction Kit o

GenCatch™ PCR Cleanup (Epoch Biolabs, Missouri City, USA).

3.6.2 Defosforilacion de vectores

Para evitar la religacion del vector luego del tratamiento con las enzimas de restriccion es
necesario eliminar el grupo fosfato en la posicion 5°. Para esto se realizaron desfosforilaciones
con 10 U de CIAP (calf intestine alkaline phosphatase) (New England Biolabs) y 1X buffer,
incubando durante 1 hora a 37°C. Posteriormente el ADN fue limpiado usando el Kit
GenCatch™ PCR Cleanup (Epoch Biolabs, Missouri City, USA).

3.6.3 Ligaciones
Las reacciones de ligacion se realizaron en un volumen de 20 pL utilizando la relacion molar
vector: inserto 1:3 y colocando 75 ng de vector en buffer de ligacion y 5 unidades de T4 ADN

ligasa (Fermentas). Se incubd durante la noche a 16°C.
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3.7 Construcciones para la sobreexpresion de PpAP2 en Physcomitrella
patens y Arabidopsis thaliana

3.7.1 Construccion para la sobreexpresion en Physcomitrella patens

La secuencia CDS de PpAP2 se obtuvo segun fue explicado en el punto 3.3.2. Una vez
obtenida se ligd al vector pGEM-T Easy (3.6.3). Luego de generada la construccion PpAP2-
pGEM-T se utilizd la enzima EcoRl para escindir el gen PpAP2 y digerir el vector
PENTR™2B (3.6.1), generando extremos cohesivos compatibles. Dicho vector se defosforild y
purifico de gel (puntos 3.6.2 y 3.5.5 respectivamente) para luego realizar la reaccion de ligacion
entre éste y la CDS del gen PpAP2 purificada a partir de gel (3.5.5). La seleccién se realizo en
medio LB-Agar suplementado con Kanamicina 30 ug/mL. Los clones obtenidos fueron
reaislados en iguales condiciones para luego hacer minipreparaciones de ADN plasmidico
segun paso 3.5.1. El sentido en el cual se insert6 la secuencia CDS del gen PpAP2 en la nueva
construccion (PpAP2-pENTR) fue corroborado por reaccion de digestion con la enzima Sall.
Esta enzima permitio discernir el sentido de la insercion del gen PpAP2 de acuerdo al patron de
restriccion diferencial que se obtiene si el mismo se ligd en sentido 5’3" 0 3’25’ al vector.
Para seguir con la construccion del plasmido para la sobreexpresion de PpAP2, se eligié uno de
los clones que cumplia con el patron de restriccion esperado para un fragmento incorporado en
sentido 5> 3. Luego, se realiz6 la reaccion de recombinacion entre PpAP2-pENTR vy
pTHUDbi-Gateway de la siguiente forma. Se recombinaron 150 ng del vector pTHUbi-Gateway
(1 uL) con 150 ng del plasmido PpAP2-pENTR (0.5 pL) utilizando 1 uL de buffer de reaccion
Gateway LR Clonase Il Enzyme mix (Invitrogen, San Diego, CA). Se incubd a 24°C toda la
noche, se le agreg6 1 pL de proteinasa K y se incubd 10 min a 37°C. Se transformaron células
DH5a electrocompetentes con la totalidad del volumen de la reaccién y los transformantes se
seleccionaron en medio LB-Agar suplementado con ampicilina 100 ug/mL. Las colonias asi
obtenidas fueron analizadas por PCR utilizando los oligonucleodtidos Prom-Ubi y OEAP2 3’rv
detallados en la Tabla 1. Aquellos clones positivos se enviaron a secuenciar para corroborar la
secuencia CDS de PpAP2 y luego se selecciond uno de ellos para transformar protoplastos de
P. patens. La construccion de este plasmido se realizd como se esquematiza en la figura

siguiente (Figura 12):
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Figura 12. Se muestra de forma esquematica como fue realizada la construccion del plasmido final para la
transformacién de P. patens con la CDS del PpAP2. (A) La secuencia CDS de PpAP2 fue obtenida por PCR y luego
ligada al vector pGEM-T Easy. (B) Tanto el plasmido PpAP2-pGEM como el pENTR™2B fueron digeridos con EcoRlI
para escindir la secuencia CDS de PpAP2 con extremos cohesivos y complementarios a los extremos generados con
dicha enzima en pENTR™2B. Luego de la ligacién se obtuvo el plasmido PpAP2-pENTR. (C) Por Gltimo se realiz6 una
reaccion de recombinacion entre PpAP2-pENTR y pTHUDbi-Gateway, obteniendose el plasmido final (PpAP2-pTHUbi)
con el que se transformo P. patens.

3.7.2 Construccion para la sobreexpresion en Arabidopsis thaliana

Debido a que el plasmido final que se usé para la transformacion de A. thaliana usa la
tecnologia Gateway, al igual que el vector pTHUbi-Gateway para transformar P. patens, es que
el procedimiento para conseguir esta construccién difiere Unicamente en el vector final
utilizado en la ultima etapa, la de recombinacion, con respecto a lo descrito en el punto 3.7.1.
Por lo anterior es que la construccion de este plasmido se realiz6 como se esquematiza en la
Figura 12 (A-B) y Figura 13.

pUB-DEST
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PpAP2-pENTR

Figura 13. La construccion del plasmido final
para la transformacion de A. thaliana (PpAP2-
pUB-DEST) se realiza a partir de Ila
recombinacion entre la construccion PpAP2-
PENTR vy el vector final pUB-DEST.
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3.8 Transformacion de plantas

3.8.1 Transformacion de Physcomitrella patens

Se transformaron protoplastos de P. patens con la construccién PpAP2-pTHUDbI obtenida segun
lo descrito en el punto 3.7.1 y digerida con Swal (Fermentas). EI ADN digerido se precipito
con 2 volimenes de etanol absoluto y 1/10 volumen de NaAc 3 M, pH 5.2 a -20°C durante toda
la noche. Se centrifugé 15 min a 13000 rpm a 4°C, el pellet se lavo con etanol 70% se
resuspendidé en 30 uL de Tris-HCI 1 mM pH 7.5 0 H,O mQ (bidestilada). La transformacion
mediada por PEG se realizd segun el protocolo descrito por Schaefer et al. 1991 con algunas
modificaciones puestas a punto en nuestro laboratorio. Los protoplastos fueron obtenidos a
partir de 2-4 placas de tejido en estadio de protonema de 10-13 dias, que habian sido
subcultivadas sucesivamente por lo menos tres veces con intervalos de 7 dias. EI material
vegetal fue incubado en una solucion de D-manitol 8% con Driselasa (SIGMA) 0.2% a
temperatura ambiente durante toda la noche. La digestion fue filtrada a través de un separador
celular estéril (BD Falcon™ 100pum Nylon) en falcon de 50 mL y centrifugada en rotor swing
out 10 minutos a 700 rpm, temperatura ambiente (22°C) y desaceleracion 0. Se descartd
cuidadosamente el sobrenadante y se hicieron tres lavados, uno con solucién de D-manitol 8%
y dos con solucion CaPW (D-manitol 8%, CaCl,.2H,0 50 mM). Luego se contaron los
protoplastos en una cdmara de Neubauer (concentracion ideal 1.6x10° protoplastos por mL). A
continuacion se resuspendieron los protoplastos en solucion 3M (D-manitol 9.1% 0.49M,
MgCl; 15 mM, MES 0.1% pH 5.6). En la transformacion se utilizaron 300 pL de la suspension
de protoplastos a los que se le agregaron 10-30 pug de ADN. A continuacion se agregaron 300
uL de la solucion PEG (PEG 8000 40%, D-manitol 8%, Ca(NOs), 1 M, Tris-HCI 1 M pH 7.8),
y se realizd el choque térmico a 45°C durante cinco minutos. Luego se incub6 a temperatura
ambiente por 5 minutos y se realizé un lavado con la solucion CaPW. Finalmente los
protoplastos fueron resuspendidos en 300 uL de PRML (medio BCDAT conteniendo CaCl, 10
mM y D-manitol 8%) y 2.5 mL de PRMT (medio BCDAT conteniendo CaCl2 10 mM, D-
manitol 8% y agar 0.5%), dispersados en placas de PRMB (medio BCDAT conteniendo D-
manitol 8% y agar 1%) con celofan e incubados con luz continua durante 7-9 dias. La seleccion
se realiz6 mediante dos pasajes de los celofanes con los protoplastos a placas de medio
BCDAT suplementado con higromicina (Hyg) (SIGMA) 25 ug/mL, intercalados con dos
pasajes del celofan a placas de medio BCDAT sin Hyg para permitir la correcta regeneracion

de los transformantes y eliminar los transformantes inestables.
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3.8.2 Transformacion de Arabidopsis thaliana

Se sembraron cuatro macetas con seis plantas de A. thaliana en cada una bajo un fotoperiodo
largo (16 horas luz/8 horas oscuridad). Se cortaron las inflorescencias primarias y cuando se
llegd al estado en que las plantas presentaron gran cantidad de botones florales se siguié con la
transformacion por inmersion floral (Clough y Bent 1998). Para ello se inocularon 500 mL de
medio YEP suplementado con rifampicina y espectinomicina (50ug/mL y 100 upg/mL
respectivamente) con un cultivo fresco de A. tumefaciens conteniendo la construccion PpAP2-
pUB-DEST obtenida segun el punto 3.7.2. Se incub6 durante la noche a 28°C con agitacion a
200 rpm, o hasta llegar a una densidad dptica de aproximadamente 2.0 a 600 nm (DOggo). Se
centrifugd el cultivo durante 20 minutos a 5.500 g y se resuspendié en buffer de infiltracion
(0.5 x MS, sacarosa 5%, Silwett L-77 0.05%) obteniendo una DOgyo mayor a 2.0. Las plantas se
sumergieron en esta mezcla durante aproximadamente 20 segundos y se envolvieron en bolsas
de nylon para que no se evapore el indculo. Se dejé una noche dentro de las bolsas y
posteriormente se transfirieron a condiciones normales de crecimiento. Se realiz6 un
seguimiento de las plantas, realizandose inoculaciones en los botones florales que fueron
surgiendo (cada 5 dias a partir de la primera inoculacion por inmersion). Para estas
inoculaciones se pipeteo la suspension bacteriana detallada anteriormente en cada botén floral
en lugar de sumergir la planta (Martinez-trujillo et al. 2004). Se cosecharon las semillas y se
sembraron en medio ¥2 MS pH 5.7, agar 0.7% suplementado con glufosinato de amonio 10
ug/mL (BASTA, Sigma-Aldrich). El proceso anterior se repitid hasta obtener plantas T, (se

considera Ty a las plantas originadas por las semillas obtenidas luego de la transformacion).

3.9 Andlisis moleculares de las lineas que sobreexpresan PpAP2

3.9.1 Analisis de las lineas de Physcomitrella patens generadas

Los niveles de transcriptos de PpAP2 de los posibles transformantes fueron analizados
mediante Northen blot tal cual fue descrito en el punto 3.5.6 y comparados con los de plantas
salvajes. Las extracciones de ARN de plantas salvajes tratadas y las sobreexpresantes sin tratar

se realizaron tal como se describe en la seccién 3.5.2.

3.9.2 Andlisis de la ploidia relativa por citometria de flujo en transformantes
de Physcomitrella patens

El método de transformacion de P. patens empleado involucra la generacion de protoplastos,

los cuales al regenerarse pueden fusionarse dando lugar a plantas provenientes de protoplastos
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fusionados (Schween et al. 2005). Estas plantas tendran afectados los niveles de ploidia por lo
que es importante el chequeo de los mismos en los clones transformantes en comparacion con

plantas salvajes.

Para determinar el nivel de ploidia de las lineas que sobre-expresan PpAP2 respecto a plantas
salvajes de P. patens se realizo citometria de flujo. Para esto se tomd una colonia de cada linea
vegetal crecida tres semanas en condiciones normales y se pic6 utilizando un bisturi con 1 mL
de Woody Plant Lysis Buffer (WPB) [Tris-HCI 0.2 M, pH 7.5, MgCl,.6H,O 4 mM; EDTA
Na,.2H,0 2 mM; NaCl 86 mM; Triton 1%; K,0sS, 10 Mm; PVP10 1%]. La suspension
obtenida se incub6 15 minutos a 0°C y luego se pasé a través de un filtro de 0.45 pm.
Posteriormente se agregd 50 puL de RNasa (concentracion final: 1 mg/mL) y 50 uL de ioduro
de propidio (concentracion final: 1 mg/mL) y se incubé a temperatura ambiente por 10
minutos. Esta suspension se analizd mediante un citdmetro de flujo FACS Vantage (Becton
Dickinson, USA) del Servicio de citometria de flujo del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable. Este citdbmetro esta equipado con un laser Innova 300 de emisién a 488 nm
(100 mW de potencia durante el andlisis). La fluorescencia emitida por los nacleos tefiidos con
loduro de Propidio se detectd con una fotomultiplicadora en el canal FL2 con filtro de banda
575/26. El citdmetro se ajustd inicialmente con CRBC (Chicken Red Blood Cells) y
posteriormente con el kit “DNA QC particles” (Becton Dickinson) para optimizar la resolucion

de la deteccidon de fluorescencia y chequear la linealidad del equipo (Machado et al. 2015).

La adquisicion de los datos y su posterior andlisis fue efectuado con el programa Cell Quest
(Becton Dickinson). Se emple6 el procesamiento de pulso en el canal FL2, para excluir
dobletes en graficos FL2-W vs FL2-A. La dispersion lateral (SSC) se utilizo para descartar del

analisis nucleos muy dafiados. Se analizaron 5000 nucleos por muestra.

3.10 Tratamientos con microorganismos fitopatégenos

Se trataron colonias de P. patens salvajes, y lineas que sobre-expresan el gen PpAP2 con el
filtrado de cultivo (CF, de “culture filtrate”) de la cepa SCC1 de P.c. carotovorum y como
control se utilizaron colonias tratadas con agua. La inoculacion con B. cinerea o C.
gloesporioides se realizd una suspensién de esporas de 2.5x10° esp/mL. Como control se

utilizaron colonias sin tratar o tratadas con agua. Los tratamientos se realizaron rociando con un
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atomizador (aproximadamente 3 mL por placa) colonias crecidas en medio BCDAT con

celofan durante aproximadamente tres semanas.

3.11 Evaluacion de las lineas de Physcomitrella patens

3.11.1 Ensayo de daiio celular en Physcomitrella patens

Se trataron colonias de P. patens con el CF obtenido de la cepa SCC1 de la bacteria P. c.
carotovorum. La muerte celular se midio a las 24 h del tratamiento. Para esto se incubaron las
colonias de P. patens en una solucion de azul de Evans 0.1% (AppliChem) durante 30 min.
Posteriormente se hicieron 4 lavados con agua desionizada para remover el exceso de
colorante. El colorante unido a las células muertas fue solubilizado en metanol 50% con SDS

1% durante 30 min a 60°C y se cuantificd por absorbancia a 600 nm (Oliver et al. 2009).

También se incubaron colonias de P. patens con una suspension de esporas (2.5x10° esp/mL)
de B. cinerea en solucion de azul de Evans 0.05% (AppliChem) durante 2 horas.
Posteriormente se hicieron 4 lavados con agua desionizada para remover el exceso de
colorante. El colorante unido a las células muertas fue solubilizado en una solucion de metanol
50% con SDS 1% durante 45 min a 50°C y cuantificado por espectrofotometria a 600 nm
(Levine et al. 1994). Luego se determind el peso seco de las colonias tras 16 horas de secado a
65°C para determinar la relacion densidad 6ptica a 600 nm/mg de peso seco.

3.11.2 Tinciones para visualizar los fitopatégenos

Para visualizar el hongo B. cinerea se utilizé el colorante Solofenil Flavine 7 gfe. Para esto se
incubaron gametéforos a las 24 hrs de infectados con una suspensién de esporas de 2.5x10°
esp/mL en una solucion de Solofenil Flavine 7 gfe 0.1% en agua. Las hojas infectadas se

observaron en un microscopio Confocal Leica TCS-SP5.

3.11.3 Visualizacion de cambios a nivel de la pared celular

Para detectar modificaciones de la pared celular la tincion de Safranina-O se realiz6 de acuerdo
a Lucena et al. 2003. Los tejidos se incubaron con Safranina-O 0.01% en etanol al 50% durante
5 minutos. Las microscopias de campo claro y epifluorescencia se realizaron con Olympus
BX61 microscope (Shinjuku-ku, Tokyo, Japdn), y todas las imagenes mostradas en este estudio

se capturaron con el paquete de software Cell F o MICROSUITE (Olympus).
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4. Resultados

4.1 Comparacion de PpAP2 con otras proteinas homadlogas en P. patens y
plantas vasculares

4.1.1 Secuencia proteica de PpAP2

La secuencia proteica de PpAP2 se obtuvo a partir de su prediccion utilizando la secuencia
codificante (CDS) publicada en la pagina web de Phytozome 10.2. La composicion
aminoacidica de PpAP2 se muestra en la siguiente figura donde el dominio AP2 se encuentra
remarcado (Figura 14).

MQSSIHSGAGGHGGGHSIVCNSPLPSLSTHLHAVCI
TKKPINYN

FEDSPSILEPLPENLTPEEEHVEIQKKAKAAAARVQATQVMLETKPP
RNYVSDMTERFHESQMY CAKPHEPPREIQFAVVLDR

Figura 14. Secuencia aminoacidica de la proteina PpAP2 predicha a partir de su
secuencia nucleotidica de la CDS. En oliva se muestra la regién aminoacidica
correspondiente al dominio AP2/ERF encontrado en esta proteina.

4.1.2 Comparacion con otras proteinas con dominio AP2 de P. patens

La comparacion por alineamiento multiple fue realizado por el método ClustalW con el
software BioEdit version 7.1.3.0 (Hall 1999). Esta se realiz6 entre la secuencia aminoacidica
deducida de PpAP2 vy las siete proteinas de P. patens mas homdlogas a PpAP2. El resultado se
muestra en la figura 15 donde se aprecia que la region que contiene al dominio AP2/ERF es la
mas conservada y la de mayor similitud entre las distintas secuencias, mientras que las regiones

por fuera del dominio AP2/ERF tiene menor homologia.
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Figura 15. Comparacion y alineamiento multiple entre PpAP2 (Phpat. 011G053400.2) y las siete proteinas mas homélogos
en Physcomitrella. Los residuos idénticos se encuentran sobre fondo gris oscuro mientras que los residuos con
caracteristicas similares, pero no iguales, estan sobre fondo gris claro. El recuadro rojo delimita el comienzo y fin del
dominio AP2/ERF.

4.1.3 Comparacion interespecifica entre la proteina PpAP2 y otras proteinas

de plantas vasculares

Se buscaron homologos de PpAP2 en plantas vasculares como Solanum lycopersicum, Citrus
clementina, Solanum tuberosum, Glycine max, Vitis vinifera y Arabidopsis thaliana. De cada
especie se selecciono la proteina con mayor homologia a PpAP2 para compararles mediante un
nuevo alineamiento multiple entre dichas secuencias. El alineamiento resultante se muestra en

la siguiente figura (Figura 16).
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Figura 16. Comparacién y alineamiento multiple entre la secuencia aminoacidica de PpAP2 (Phpat. 011G053400.2) y
las demas secuencias de proteinas con dominio AP2/ERF en Solanum lycopersicum (Solyc069054630.1.1), Citrus
clementina  (Ciclev10009540m), Solanum  tuberosum (PGSC0003DMT400079094), Glycine  max
(Glyma.15G180000.1), Vitis vinifera (GSVIVT01035502001) y Arabidopsis thaliana (AT5G21960.1). Los residuos
idénticos se encuentran sobre fondo gris oscuro mientras que los residuos con caracteristicas similares pero no iguales
estan sobre fondo gris claro. El recuadro rojo delimita el comienzo y fin de la regién que comprende el dominio
AP2/ERF segun el gen PpAP2.

El porcentaje de identidad a nivel de las secuencias aminoacidos entre las proteinas
seleccionadas de plantas vasculares y PpAP2 se encuentra entre 41 y 52% segun se muestra en
la Tabla 2.

Especie Gen Cubrimiento  E-value Identidad
S. lycopersicum Solyc06¢g054630.1.1 49% 6,00E-18 52%
C. clementina Ciclev10009540m 38% 4,00E-18 49%
S. tuberosum PGSC0003DMT400079094 59% 8,00E-18 52%
G. max Glyma.15G180000.1 64% 2,00E-17 41%
V. vinifera GSVIVT01035502001 50% 5,00E-18 49%
A. thaliana AT5G21960.1 52% 4,00E-17 41%

Tabla 2. Cuadro que muestra el cubrimiento, el E-value y la identidad para cada proteina analizado
resultante de comparar su secuencia aminoacidica con la de PpAP2. Resultados obtenidos de la pagina
web de National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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4.2 Expresion de PpAP2 en respuesta a fitopatégenos

Se expusieron plantas salvajes de P. patens a fitopatdégenos tal cual fue descrito en el punto
3.10. Se hicieron las extracciones de ARN a las 4 y 24 horas luego de realizado cada
tratamiento y se analiz6 mediante Northen blot (puntos 3.5.2 y 3.5.6 respectivamente) como se
muestra en la figura 17. Los resultados muestran que el gen PpAP2 se induce en respuesta al
tratamiento con el CF de las dos cepas de Pectobacterium (SCC1 y SCC3193) y a esporas de B.
cinerea, comparado con plantas tratadas con agua. La mayor expresion de PpAP2 se observa a
las 24 hrs luego de la inoculacion con esporas de B. cinerea, lo cual coincide con la etapa de

mayor crecimiento del micelio (Ponce de Leon et al. 2012).

Control SCC1 SCC3193 B. cinerea
4 24 4 24 4 24 4 24

trea? o W e “

Figura 17. Arriba, northen blot con sonda PpAP2 de los
distintos tratamientos con fitopatégenos a 4 y 24 horas post
inoculacion. Abajo, control de carga con ARNTr.

4.3 Sobreexpresion del gen PpAP2

4.3.1 Construccion de los vectores de sobreexpresion de PpAP2 para P.
patensy A. thaliana

Para la construccion de los vectores de sobreexpresion se siguieron los pasos que se muestran
en los esquemas de las Figuras 12 y 13. Dado que el gen PpAP2 no contiene intrones la
amplificacion se realizd sobre ADN genomico segun fue descrito en el punto 3.3.2. Para
corroborar que el producto de amplificacion concuerde en tamario al esperado se hizo una

electroforesis en gel de agarosa (punto 3.5.3) cuyo resultado se muestra en la Figura 18.
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa

donde se muestra el producto de amplificacion

correspondiente a PpAP2 (carril 1) y el marcador

de peso molecular (A/Pstl) en pares de bases

(pb).
El producto de amplificacién tiene un tamafio de 540 coincidiendo con lo esperado para el gen
PpAP2. Se purificé el producto de amplificacion con “QIAquick Gel Extraction Kit” segin

punto 3.5.5 y se cuantifico en gel de agarosa 1%.

4.3.1.1 PpAP2-pGEM

El producto de amplificacion purificado, se ligo al plasmido pGEM-T Easy segun fue descrito
en el punto 3.6.3. Con la mezcla de ligacién obtenida se transformaron células competentes E.
coli DH10B, se seleccionaron algunas de las colonias transformantes resistentes al antibiotico
ampicilina para extraer ADN plasmidico y corroborar la presencia del fragmento PpAP2 por
medio de digestion con la enzima EcoRI (Figura 19). De 6 clones analizados, se confirmé la
presencia de PpAP2 en todos ellos y se eligid el clon 3 para guardar gliceroles y seguir con los

ensayos posteriores.
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Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con BrEt para
corroborar la insercion del fragmento PpAP2 en pGEM T-Easy. Carriles 1-6:
Digestiones con EcoRI de seis minipreparaciones de ADN plasmidico de clones
elegidos al azar crecidos en medio LB con ampicilina. A/Pstl es el marcador de
peso molecular en pares de bases (pb).

4.3.1.2 PpAP2-pENTR
Los plasmidos PpAP2-pGEM obtenidos en el punto anterior y pENTR™2B fueron digeridos

con EcoRI. De esta forma se crearon extremos cohesivos compatibles entre el fragmento
PpAP2 y el vector pPENTR™2B. Una vez digerido pENTR™2B, se desactivé la enzima EcoRI
a 65°C por 20 minutos, y se desfosforilo dicho plasmido segun lo planteado en el punto 3.6.2
para evitar la recircularizacion del mismo durante la reaccion de ligacion. Se corroboro la
digestion de los plasmidos por medio de una electroforesis en gel de agarosa (Figura 20), y se
procedid a la purificacién a partir de gel de agarosa con QIAquick Gel Extraction Kit (punto
3.5.5.) del fragmento PpAP2 y del plasmido pENTR™2B desfosforilado (pENTR).
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las digestiones
con EcoRI de PpAP2-pGEM (Carril 2) y pENTR™2B (Carril 1).
Recuadro verde, fragmento que contiene a PpAP2. Recuadro rojo,
vector pENTR™?2B linealizado y sin gen letal ccdB. Flecha blanca,
plasmido PpAP2-pGEM linealizado y sin el fragmento PpAP2.
Flecha negra, gen letal ccdB. A/Pstl es el marcador de peso molecular
en pares de bases (pb).

Se realiz una reaccion de ligacion entre PpAP2 y pENTR segun lo descrito en el punto 3.6.3.
Esa mezcla de ligacion fue utilizada para transformar células competentes E. coli DH10B. La
seleccion de los transformantes se realizé en medio LB suplementado con kanamicina 30
ug/mL. Se seleccionaron 10 clones para analizar la presencia y correcta insercién de PpAP2 en
PENTR. Para ello se hicieron extracciones de ADN plasmidico de los 10 clones y se corrieron
alicuotas en un gel de agarosa donde se confirmé la presencia de ADN plasmidico de un

tamafio aproximado a lo esperado para plasmidos superenrollados (Figura. 21).
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Figura. 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los diez clones seleccionados a
partir de reaislamientos en medio LB suplementado con kanamicina. Carriles 1-10:
ADN plasmidico de los distintos clones seleccionados para analizar. A/Pstl es el
marcador de peso molecular en pares de bases (pb).
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Para esta construccion es importante que el sentido en el cual se encuentre inserto el fragmento
PpAP2 sea el correcto. Debido a que no fue posible seguir una estrategia de clonado
direccional, la insercion en pENTR de PpAP2 en uno u otro sentido se dio indistintamente. Por
ello se decidi6 analizar los plasmidos por patron de restriccion. Se eligié Sall para analizar el
sentido de insercion de PpAP2, dado que si el fragmento se encuentra clonado en sentido
correcto, se obtendrian dos fragmentos, uno de 3167 pb y otro de 88 pb aproximadamente,
mientras que cuando el fragmento se encuentra clonado en antisentido se obtendrian dos bandas
de 452 pb y 2803 pb aproximadamente. Como se muestra en la figura 22 se pudieron identificar
tres clones positivos, en los que el fragmento PpAP2 estaria clonado en sentido correcto dentro
de pENTR. En dichos clones no es posible visualizar los fragmentos de 88 pb debido a su

tamario, por lo que se veria una Unica banda de unos 3167 pb aproximadamente.
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las digestiones realizadas con Sall
para identificar sentido de insercion de PpAP2 en pENTR. Carriles 1-10: ADN plasmidico
de los distintos clones digerido con Sall. A/Pstl es el marcador de peso molecular en pares
de bases (pb).

Los clones 3, 6 y 7 presentan un patrén de restriccion que coincide con lo esperado para
aquellas construcciones en las cuales el fragmento PpAP2 se insertd en sentido correcto. Para
corroborar este resultado se decidid realizar una nueva digestion con EcoRI de dichos
plasmidos y asi ver si todos estos clones escinden el inserto PpAP2 (Figura 23). En la figura se
ve que los clones 3, 6 y 7 tienen el fragmento PpAP2, ya que es escindido luego da la digestion,
sin embargo el clon 5 no presenta el fragmento PpAP2 debiendo ser un plasmido pENTR

recircularizado. Se eligié el clon 7 para guardar gliceroles y seguir segun lo planeado.
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las
digestiones realizadas con EcoRI para corroborar presencia
de PpAP2 en clones 3, 5, 6 y 7. A/Pstl es el marcador de
peso molecular en pares de bases (pb).

4.3.1.3 PpAP2-pTHUDbi

Una vez obtenido el plasmido PpAP2-pENTR se realiz6 una reaccién de recombinacién entre
éste y el plasmido pTHUbi-Gateway utilizando el sistema Gateway (punto 3.7.1.). Se
seleccionaron los 28 clones que crecieron en medio LB suplementado con ampicilina, se les
realizo extraccion de ADN plasmidico y se hizo una electroforesis en gel de agarosa para ver
los tamafios de los plasmidos (Figura 24). Los plasmidos en los carriles 1, 2, 21, 25 y 26

mostraron un tamafo aproximado a lo esperado (11000 pb).
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Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las distintas extracciones de ADN plasmidico (carriles 1-28), de las
colonias crecidas y reaisladas en medio LB suplementado con ampicilina, a partir de la transformacién con la mezcla de
recombinacion entre PpAP2-pENTR y pTHUDbi-Gateway. A/Pstl es el marcador de peso molecular en pares de bases (pb).

Para verificar la presencia y el sentido de PpAP2 en aquellos clones considerados como
posibles positivos (1, 2, 21, 25 y 26) se realizaron PCRs (punto 3.3.2 modificado). Se uso el
cebador prom-Ubi como cebador sentido (se une a su secuencia complementaria en el promotor
de la ubiquitina del plasmido pTHUbi-Gateway) y el cebador OEAP2 3’ rv como cebador
sentido. Se usaron 20 ng de cada plasmido como molde y las condiciones para la amplificacion
fueron; para la fase de desnaturalizacion inicial se realizo un ciclo unico a 94°C por cinco
minutos, la segunda fase fue de 40 ciclos con temperaturas sucesivas de 94°C, 51°C y 72°C,
todas de 30 segundos de duracién. Por ultimo se programé una fase final de extension a 72°C
por cuatro minutos. Como se ve en la Figura 25 los clones 1, 2, 25 y 26 se confirmaron como
positivos para la presencia de PpAP2 evidenciada por la visualizacién de bandas de un tamafio
de 600 pb aproximadamente. De éstos, los clones 25 y 26 dieron bandas muy tenues. Dado que
la amplificacién funciond, se puede inferir ademas de la presencia de PpAP2, que el sentido en

que PpAP2 se insert6 en el pTHUbi-Gateway es el correcto.
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Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de los
productos de amplificacion por PCR de PpAP2 obtenidos a
partir de ADN molde de los clones 1, 2, 21, 25 y 26. A/Pstl
es el marcador de peso molecular en pares de bases (pb).

Se eligi6 ADN plasmidico del clon 2 para enviar a secuenciar y verificar que la secuencia de
PpAP2 no se haya visto alterada a lo largo de los distintos procedimientos realizados hasta el
momento. Para ello se enviaron 100 ng del plasmido de PpAP2-pTHUDi del clon 2 y 5 uL (10
uM) del cebador Prom-Ubi al servicio de secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo
(IPM). Como se ve en la Figura 26 se observa un 100% de identidad y 0% de “Gaps” entre la

secuencia CDS de PpAP2 obtenida a partir de la pagina web de Phytozome 10.2 y la secuencia

enviada por el servicio de secuenciacion.
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Score Expect Identities Gaps Strand
998 bits(540) 0.0 540/540(100%) 0/540(0%) Plus/Plus
PpAP2-pTHUbI 141 CAGGTAATGCAGTCGAGCATACATTCGGGTGCAGGAGGGCATGGCGGAGGGCACAGCATT 200
PoAP2 1 CAGGIAATGUAGTCOAGATACAT TLOGATGLAGBAGBLATELEACOOEALAGEATT 62
PpAP2-pTHUbi 201 GTGTGTAACTCACCATTGCCGTCTCTGTCGACACACTTGCACGCCGTTTGCATTCCCAAA 260
PoAP2 61  GTGIGIAACTCACCATIGLSTIEIGTCOACACALTTGCALGLL T TGLATTELCARA 120
PpAP2-pTHUbI 261 TATAAGGGAATCAGATATCGTCCAGAATTGGGTCGGTACATCTCAGAGATTCGTCCCGCC 320
PRAP2 121 TATAACOGAATCAGATATCOICOAGAATIESOTERTALATLTAGABATTECTLL L 180
PpAP2-pTHUbL 321 (CAGCCTCGCAAGCGCAAGATCTGGCTAGGAACGTACAAGACAGCTGAGGAAGCCGCGCGC 380
PRAP? 181 CAGLLICGAGLGUMATLTGLLTAGGAALTAAMBACAGLTGAGGAAGLLGLSCEL 240
PpAP2-pTHUbI 381 GCCTTCGATGCGGGCATCTTCTACACGAAGAAGCCCATTAACTACAATTTCGAAGACTCT 440
PRAP2 241 GCCITCOATGGOGATLTTLTALACAAGAAGLCATTAACTALAAT T CGARGALTLT 300
PpAP2-pTHUbI 441 (CCATCCATCCTCGAGCCTCTACCGGAGAATCTAACCCCTGAGGAGGAACACGTCGAGATT 500
POAP2 301 COATCCATCLICOAGLTLTACACAAATLTAALECTGAGGAGRARCALGTLAGATT 360
PpAP2-pTHUbI 501 CAGAAGAAAGCTAAGGCTGCGGCTGCTAGGGTCCAAGCCACACAAGTGATGCTTGAGACC 560
POAP2 361 CAGAAGAAAGCTAAGOCTUOSCTELTAGGETLCARGLLAACARGIGATGLITGABALL 420
PpaP2-pTHUbL 561 ccccccGGAATTATGTGTCTGACATGACGGAACGCTTTCATGAGAGCCAGATGTAC 620
PpAR2 21 i,
PpAP2-pTHUbL 621 TGCGCCAAACCTCACGAACCACCTCGAGAAATCCAATTCGCGGTTGTCTTAGACAGGTGA 680

LEELUEEEEREEEEELE e e et et e e e e e ettt
PpAP2 481 TGCGCCAAACCTCACGAACCACCTCGAGAAATCCAATTCGCGGTTGTCTTAGACAGGTGA 540

Figura 26. Alineamiento entre la secuencia CDS obtenida a partir de la base de datos de Phytozome 10.2
(PpAP2) y la secuencia (PpAP2-pTHUDI) enviada por el servicio de secuenciacion. Se muestra el porcentaje de
identidad (ldentities), espacios (Gaps) y sentido (Strand).

4.3.1.4 PpAP2-pUB-DEST

Como se expreso en el punto 3.7.2 y se ilustra en la Figura 13 se utilizo el plasmido PpAP2-
PENTR obtenido en el punto 4.3.1.2 y utilizado en la construccion de PpAP2-pTHUDbi, para la
construccion de PpAP2-pUB-DEST. De igual forma que con PpAP2-pTHUbi se realiz6 una
reaccion de recombinacion mediante el sistema Gateway (punto 3.7.1.) entre PpAP2-pENTR y
el plasmido pUB-DEST. Se obtuvieron 16 colonias en medio LB-Agar suplementado con
espectinomicina (Sp), las cuales fueron reaisladas en iguales condiciones para la extraccién del
ADN plasmidico. La Figura 27 muestra que los plasmidos obtenidos presentan un tamafio que
concuerda con lo esperado para PpAP2-pUB-DEST (10037 pb aproximadamente).
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las minipreparaciones de ADN plasmidico de los 16 clones
reaislados en medio LB-Agar suplementado con el antibiético espectinomicina. A/Pstl es el marcador de peso molecular
en pares de bases (pb).

Para corroborar la insercion de PpAP2 en el plasmido pUB-DEST se utilizé Bglll la cual
presenta dos sitios de restriccion en el plasmido vacio produciendo un fragmento de 1819 pb y
otro de 8999 pb. En cambio, aquellos plasmidos que hayan integrado a PpAP2 tendran un
tercer sitio de restriccion, ubicado dentro de la secuencia CDS de PpAP2, generando dos
fragmentos de aproximadamente 500 pb y uno de 8999 pb. Se eligieron aleatoriamente los
clones 1, 3, 6, 11, 12 y 15 para digerir con Bglll, luego se realizd una electroforesis en gel de

agarosa para visualizar los resultados (Figura 28).
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Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las digestiones de
ADN plasmidico realizadas con Bglll de los clones 1, 3, 6, 11, 12, 15 y del
plasmido vacio pUB-DEST. A/Pstl es el marcador de peso molecular en
pares de bases (pb).
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Como se ve en las digestiones con Bglll, los clones 1, 3, 12 y 15 dieron positivos como
plasmidos que integraron a PpAP2 a pUB-DEST. Esto fue evidenciado por la presencia de dos
bandas en cada carril, una de 500 pb que contendria dos fragmentos diferentes producto de la
digestion dentro PpAP2 y una Unica banda de 8999 pb generada por dos sitios de restriccion
ubicados por fuera de la region de recombinacion y que por lo tanto coincide con la banda de
mayor tamafio generada por digestion del vector vacio pUB-DEST.

Para corroborar la presencia de PpAP2 y deducir su sentido en el vector pUB-DEST se envié
una muestra de ADN plasmidico del Clon 1 (400 ng) junto con el cebador OEAP2 3’ rv 10uM
(Tabla 1) al servicio de secuenciacion. La Figura 29 muestra el “reverse-complement” de la
secuencia enviada por el servicio de secuenciacion donde se resalta la secuencia del promotor
de la ubiquitina 10 de A. thaliana y de la secuencia nucleotidica de PpAP2 que tiene un 100%
de identidad con respecto a la CDS de este gen obtenida a partir de la base de datos de la pagina

web de Phytozome 10.2.

5 _GATTAACACTCGAGTGCGGGATCCTCTAGAGGGCCCCATCACAAGTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGCGCCG
GAACCAATTCAGTCGACTGGATCCGGTACCGAATTCACTAGTGATTCAG

Figura 29. Secuencia “reverse-complement” obtenida a partir de la secuencia deducida y enviada por el servicio de
secuenciacion del Instituto Pasteur de Montevideo del clon 1 PpAP2-pUB-DEST. En gris suave se muestra la region de la
secuencia con homologia al promotor de la ubiquitina 10 de A. thaliana proveniente del vector pUB-DEST vy en gris fuerte se
observa la regién con un 100% de identidad con el gen PpAP2 de P. patens.

4.3.2 Transformacion de protoplastos de Physcomitrella patens

La transformacion se realizé utilizando protoplastos de P. patens salvaje mediante PEG tal cual
se explica en la seccion 3.7.1. El plasmido utilizado para esta transformacion fue la
construccion que se muestra en la figura 30 obtenida a partir de los ensayos realizados en el
punto 4.3.1.3.
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Figura 30. Vector PpAP2-pTHUbI. Se esquematizan las secuencias que le componen y
sitios donde digiere la enzima Swa | que se utiliza para la transformacion de P. patens.

Para la transformacion de protoplastos debe linealizarse el plasmido utilizando la enzima Swal
que digiere lo mas préximo posible a los extremos de la secuencia que se insertd en el genoma
de P. patens. Se digirieron 20ug de PpAP2-pTHUbI por duplicado. Una vez linealizado el
plasmido se precipitd y se cuantificd para ser usado en la transformacion. Se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa para verificar la digestiébn completa y calcular la concentracion
de los fragmentos luego de la precipitacion (Figura 31A y 31B). Se obtuvo una concentracion
final de aproximadamente 15 ug totales en cada reaccion, los cuales fueron utilizados parta

transformar los protoplastos segun punto 3.7.1.
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Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de (A) plasmido
PpAP2-pTHUDiI digerido con Swal (carriles 1y 2) y sin digerir (carril
3) y (B) PpAP2-pTHUDi digerido y precipitado (carriles 1y 2). A/Pstl
es el marcador de peso molecular en pares de bases (pb).
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Los protoplastos asi transformados fueron regenerados durante 7-10 dias en medio
PRMB/PRMT. Luego se pas6 a medio solido BCDTA suplementado con higromicina (Hyg) a
una concentracion final de 25 pug/mL. Después de siete dias, se realizd otro pasaje a medio
solido BCDTA sin higromicina. Este procedimiento de alternar entre medio sélido BCDTA
suplementado con y sin Hyg se repitio dos veces mas. De esta forma se logré dar tiempo a los
protoplastos para que regeneren, eliminando aquellos protoplastos que no hayan integrado el
fragmento deseado en su genoma. Los resultados de la transformacién se muestran en la Figura
32A. Se obtuvieron 12 colonias en los primeros pasajes de regeneracion de protoplastos, pero
solo 7 resultaron ser transformantes estables al terminar con el proceso de seleccion con

higromicina, clones 1, 2, 3,4, 7, 8 y 9 (Figura 32B).

Figura 32. (A) Protoplastos de P. patens regenerados luego del proceso de transformacion con PpAP2-pTHUDbi.
(B) Transformantes obtenidos al final de los pasos de seleccion en medio sélido BCDTA suplementado con
higromicina. La flecha blanca muestra protonema salvaje (WT) de P. patens como control negativo. Las flechas
negras muestran clones inestables que si bien sobrevivieron a las primeras rondas de seleccion en celofan, no lo
hicieron en medio BCDTA sin celofan y suplementado con higromicina.

4.3.2.1 Analisis de la ploidia relativa por citometria en las lineas de
Physcomitrella patens

Luego de finalizada la seleccion de los transformantes es necesario chequear su ploidia ya que
durante el proceso de transformacion suelen formarse clones poliploides debido a la fusién de
protoplastos (Schween et al. 2005). Este ensayo se realiz6 segln lo expuesto en el punto 3.9.2.
Se encontraron cuatro clones haploides (clones 1, 2, 4 y 7, nombrados como pUBI:AP2.1, 2, 4
y 7) y tres poliploides (pUBI:AP2.3, 8 y 9). Los resultados del analisis de ploidia por citometria

de flujo se muestran en las Figura 33.
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Figura 33. |agramas de citometria de Iujo de plantas salvajes (W y los siete transformantes e P. patens.

Los transformantes pUBI:PpAP2.1, 2, 4 y 7 presentan un diagrama de citometria similar al de
plantas salvajes y por lo tanto fueron identificados como haploides. Estas lineas transformadas
no presentan una alteracion en el desarrollo y fenotipicamente son similares a plantas salvajes.
Sin embargo el fenotipo observado en las colonias de los transformantes pUBI:PpAP2.3, 8 y 9
que resultaron ser poliploides, presentan un crecimiento compactado, protonema rizado y no

desarrollan gametdforos (Figura 34).

Figura 34. Protonema de P. pats svaje (WT) y transformantes poliploides
(pUBI:PpAP2.3, pUBI:PpAP2.8 y pUBI:PpAP2.9).
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4.3.2.2 Analisis de los transformantes haploides mediante “Northen blot”

Se extrajo ARN (punto 3.5.2) a partir de los transformantes haploides para ver los niveles de
expresion de PpAP2 y la expresion de la proteina Dirigente (DIR), involucrada en la defensa de
la planta, en comparacion a plantas de P. patens salvajes sin tratar o tratadas durante 24 horas
post inoculacion (hpi) con esporas de B. cinerea. Se detectaron altos niveles constitutivos de
transcriptos de PpAP2 en los transformantes pUBI:AP2.2 y pUBI:AP2.4, mientras que los otros
transformantes no tenian niveles de expresion constitutiva de PpAP2. La sonda de PpAP2
obtenida no permitid observar el aumento de expresion de este gen en plantas salvajes
inoculadas con B. cinerea. Sin embargo, la sonda generada para DIR si detecta un aumento de
expresion de este gen de defensa en plantas salvajes inoculadas con B. cinerea. Los resultados
muestran ademas, que los niveles de expresion de DIR en muestras sin inocular con B. cinerea
son iguales entre plantas salvajes y los diferentes transformantes (Figura 35). Esto sugiere que
PpAP2 no induce la expresion de DIR.

WT WT+Bot 1 2 4 7

PpAP2

DIR

ARNr

L

Figura 35. Andlisis de expresion a 24 hpi de PpAP2 y proteina DIR en
plantas salvajes (WT), inoculadas con esporas de B. cinérea (Wt+Bot)
y transformantes de PpAP2. Los carriles 1, 2, 4 y 7 corresponden a los
transformantes pUBI:PpAP2.1, pUBI:PpAP2.2, pUBI:PpAP24 vy
pUBI:PpAP2.7 respectivamente. El control de carga se realizé con
ARN ribosomal (ARNr)

4.3.2.3 Andlisis de la susceptibilidad de las plantas de P. patens que
sobreexpresan PpAP2 en respuesta a fitopatdgenos comparado con plantas
salvajes

Para medir la susceptibilidad de las plantas transformantes que sobreexpresan PpAP2 ante

distintos tipos de patogenos se realizo el ensayo de dafio celular por tincion con Azul de Evans

62



(3.11.1). Para esto se realizaron tres tratamientos por duplicado para cada linea transformante y
plantas salvajes de P. patens de tres semanas de crecidas. Los tratamientos fueron: agua, CF de
P. c. carotovorum cepa SCC1 o esporas de B. cinerea (2.5x10° esp/mL). Los tratamientos con
agua y CF fueron de 24 hrs mientras que el tratamiento con esporas de B. cinerea fue realizado
durante 36 horas. Los datos que se obtuvieron al medir la OD a 600 nm para cada muestra, fue
normalizado con respecto al peso seco de las colonias. Los resultados muestran que las lineas
pUBI:PpAp2.2 y pUBI:PpAP2.4 presentan diferencias significativas en la susceptibilidad ante
la exposicion de CF y B. cinerea en comparacion con plantas salvajes, evidenciado por un
menor dafio de los tejidos (Figura 36). Sin embargo, las lineas pUBI:PpAp2.1 y pUBI:PpAP2.7
presentan un nivel de muerte celular similar a las plantas salvajes. Este resultado concuerda con
los ensayos por “northen blot” que demuestran una fuerte expresion constitutiva de PpAP2
solamente en las lineas pUBI:PpAp2.2 y pUBI:PpAP2.4.
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Figura 36. Grafico que muestra la cuantificacion del dafio celular en plantas salvajes de P. patens (WT) y lineas
pUBI:PpAP2.1, pUBI:PpAP2.2, pUBI:PpAP2.4, pUBI:PpAP2.7 (1, 2, 4 y 7 en leyenda respectivamente) obtenido a

partir del ensayo de azul de Evans normalizado en funcion del peso seco de las colonias de P. patens. Las barras de
error muestran diferencias significativas entre lineas utilizadas para este ensayo.

Al analizar los sintomas de las plantas salvajes y sobreexpresantes pUBI:PpAP2.2 y
pUBI:PpAP2.4 luego del tratamiento con el CF de P. c. carotovorum y esporas de B. cinerea,
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no se observaron visualmente diferencias, si bien los tejidos de las plantas salvajes estaban mas

macerados (datos no mostrados).

Luego de los resultados anteriores y con el objetivo de analizar el comportamiento de las lineas
pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 en respuesta a mas patogenos, se decidio estudiar un hongo
fitopatogeno de amplio rango de hospedero, C. gloeosporioides, el cual causa enfermedad en
plantas vasculares evidenciado por el amarronamiento de los tejidos. Para determinar si este
hongo es un patégeno de P. patens, se procedié a inocular con una suspension de esporas
plantas salvajes de P. patens y se evaluaron los sintomas a 1, 2 y 5 dia post inoculacion (dpi)
(Figura 37). Se vio que C. gloeosporioides es capaz de infectar los tejidos de P. patens y causar
sintomas de enfermedad. Los resultados muestran que a 1 dpi pueden verse tubos de
germinacién ramificados y apresorios melanizados en la superficie de las hojas (Figura 37K y
37L). A 2 dpi C. gloeosporioides infecta los tejidos de P. patens encontrandose hifas dentro de
las celulas (Figura 37 J). Al analizar los sintomas se observd que a 2 dpi habia tejido de
protonema amarronado en el borde de las colonias, células marrones y algunas nervaduras
marrones en hojas (Figura 37B, 37E y 37H), mientras que el tejido sin tratar seguia verde
(Figura 37A, 37D y 37G). A los 5 dpi las colonias se encontraban ya en muy mal estado con los
tejidos del protonema marrén y fuertemente macerados, con la nervadura central de hojas
marron y células marrones en hojas comparados con plantas control (Figura 37C, 37F y 371).

— ——— I P — {
Figura 37. Desarrollo de sintomas en tejidos de P. patens inoculado con C. gloeosporioides. (A). Colonias control de
musgo. (B). Colonias de musgos infectadas con C. gloeosporioides a 2 dpi. (C). Colonias de musgos infectadas con C.
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gloeosporioides a 5 dpi. (D). Gametdforo control. (E). Gametdéforo infectado con C. gloeosporioides a 2 dpi. (F).
Gametdforo infectado con C. gloeosporiodies a 5 dpi. (G). Hoja control. (H). Hojas infectadas con C. gloeosporiodies a 2
dpi. (). Hoja infectada con C. gloeosporioides a 5 dpi. (J). Crecimiento intracelular de hifa en célula de hoja de musgo.
(K). Hifa en crecimiento sobre superficie de hoja tefiida con solofenil. (L). Misma imagen que K mostrando el apresorio de
color marrén y maduro. El apresorio se encuentra indicado con una flecha blanca en Ky L. Barras de escala representan 50

pmenJy20 umen K, L.

Estos resultados demuestran que C. gloeosporioides es un patdgeno de P. patens (Reboledo et
al. 2015). Una vez confirmado esto, se procedid a inocular plantas salvajes de P. patens y lineas
pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 con C. gloeosporioides. Este hongo es capaz de infectar
tejidos de P. patens produciendo gran dafio en las plantas infectadas, macerando tejido e
induciendo una respuesta del tipo HR (Reboledo et al. 2015). Para ello se realizd una
suspension de esporas de 2.5x10° esp/mL con la cual se inocularon las plantas salvajes de P.
pantes y las lineas pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 de tres semanas de crecidas. Se dejaron
transcurrir 21 dias y se observaron los sintomas (Figura 38). La infeccion se hizo evidente en
todas las colonias avanzando el micelio por la superficie de los tejidos vegetales. Sin embargo,
los sintomas de enfermedad en los gametoforos fueron mayores en las plantas salvajes, siendo
mas notorios, evidenciados por una mayor maceracion de tejido, mayor crecimiento de micelio
y ausencia casi total de clorofila. Por el contrario las lineas pUBI:AP2.2 y pUBI:AP2.4 aln
mostraban tejido verde, crecimiento de hojas nuevas (hojas en desarrollo sin sintomas de
infeccion) y menor maceracion de tejido y crecimiento de micelio en comparacion a las plantas
salvajes. En conjunto, estos resultados demuestran que la sobreexpresion de PpAP2 en este

musgo aumenta la resistencia a patdégenos.
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Figura 38. Infeccidn con esporas de C. gloeosporioides (2.5x10° esp/mL) a los 21 dias después de la inoculacién en plantas
salvajes de P. patens (WT) y lineas pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4. Se muestra el dafio ocasionado por el hongo en colonias
y gametoforos. Las flechas negras sefialan los brotes de hojas nuevas en gametoforos y las flechas blancas el micelio creciendo
por encima del gametdforo.

4.3.2.4 Respuesta de defensa asociada a la pared celular

Para analizar si la sobreexpresién de PpAP2 altera las respuestas de P. patens asociadas a la
pared celular luego de la infeccion se realizaron ensayos de tincion con Safranina-O. Para ello
se trataron plantas salvajes y las lineas pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 con el CF de P.c.
carotovorum (CF SCC1). Luego de 24 hrs se tifio con Safranina-O como se describe en el
punto 3.11.3. La Safranina-O evidencia mecanismos de fortificacion de pared mediante la
incorporacion de compuestos fendlicos. Debido a que se encontraron diferencias, luego de la
tincion con Safranina-O, en la composicion de la pared celular a la altura de la base y punta de
hojas sin tratar se decidi6 analizar la parte media de la hoja (Oliver et al. 2009). Se observo una
mayor tincion por deposicion de compuestos fenolicos en plantas salvajes en comparacion a las
plantas que sobreexpresan PpAP2 (Figura 39). Esta diferencia podria atribuirse a un mayor
dafo de las paredes celulares en plantas salvajes provocando una respuesta de defensa de
mayor intensidad evidenciada por un aumento en la deposicion de compuestos fendlicos en

comparacion a las lineas transformantes que sobreexpresan PpAP2.
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Figura 39. Respuesta de defensa asociada a la pared celular evidenciada por tincidn con Safranina-O en plantas salvajes (WT)
y lineas pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 a 24 hrs de ser tratadas con CF SCC1. Las flechas negras muestran los sitios donde

se visualiza el reforzamiento de la pared celular. Las elipses negras muestran las secciones mas extensas en las que se dio el

refuerzo de la pared celular. Las barras de escala negras representan 100 pum.

4.3.2.5 Visualizacion de B. cinerea en tejidos de P. patens de plantas salvajes,
lineas pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4

Para visualizar la infeccion por el hongo B. cinerea se realizaron tinciones con el colorante
Solofenil Flavine 7 gfe (punto 3.11.2) en plantas de P. patens a 24 hrs de tratadas con una
suspension de esporas de 2.5x10° esp/mL. Se observé infeccién en plantas salvajes y lineas
pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 evidenciada por el desarrollo de hifas dentro de las células de
la planta y por el crecimiento de micelio (Figura 40A, 40B, 40C). En general, las hojas de
plantas salvajes presentaron mayor crecimiento del micelio comparado con hojas inoculadas de
las plantas transformantes (Figura 40D, 40E, 40F). Esto podria explicar lo visto en la figura del
dafo celular (Figura 36) donde se ve una diferencia significativa de los niveles de dafio celular
generada por este patdgeno en plantas salvajes en comparacion a las lineas transformantes
pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4.
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Figura 40. Visualizacion del hongo B. cinerea en hojas de P. patens salvaje (A, D), linea
pUBI:PpAP2.2 (B, E) y pUBI:PpAP2.4 (C, F) a 24 hrs dpi. La tincién fue con Solofenil
Flavina 7 gfe. Las imagenes A-C muestran el crecimiento del hongo dentro de las células,
mientras que las imagenes D-F muestran el crecimiento del hongo por sobre las hojas. Las
barras de escala blancas en A, By C representan 50 umy en D, E y F representan 200 pm.

4.3.3 Obtencion de plantas transformantes de Arabidopsis thaliana
4.3.3.1 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Debido a que la transformacion de A. thaliana se realiza utilizando a Agrobacterium
tumefaciens como vector bioldgico se procedié a la transformacién de la cepa C58C1 de A.
tumefaciens (3.2.4) con el plasmido PpAP2-pUB-DEST (4.3.1.4). Luego de la transformacion
se procedid a hacer una seleccion en medio LB-Agar suplementado con los antibioticos
rifampicina y espectinomicina (50ug/mL y 100 ug/mL respectivamente). Se reaislaron 16
colonias que crecieron en dicho medio a las cuales se les realizaron extracciones de ADN
plasmidico. Para analizar la presencia del plasmido PpAP2-pUB-DEST se realizd una
electroforesis en gel de agarosa de las 16 extracciones realizadas (Figura 41A) utilizando al
plasmido PpAP2-pUB-DEST utilizado para transformar la cepa C58C1 como control del peso
molecular deseado. Posteriormente se realiz6 una PCR de seis de los clones (6, 7, 10, 11, 15y
16) que presentaron plasmidos de un peso molecular similar al del control. Se utilizaron los
cebadores OEAP2 5’ fw y OEAP2 3’ rv descritos en la Tabla 1. Con los productos obtenidos
de las reacciones de amplificacion se realizd otra electroforesis en gel de agarosa para
corroborar la presencia del gen PpAP2 (Figura 41B).
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Figura 41. (A) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de 16 extracciones de ADN plasmidico (carriles 1-
16) de clones de A. tumefaciens obtenidos por transformacion con PpAP2-pUB-DEST, seleccionados y
reaislados a partir de medio LB-Agar suplementado con antibidticos. (B) Electroforesis en gel de agarosa al
1% del las reacciones de amplificacién por PCR de los clones 6, 7, 10, 11, 15 y 16. El control (C) utilizado
en A) es el plasmido PpAP2-pUB-DEST. A/Pstl es el marcador de peso molecular en pares de bases (pb).
Para el control en B) (Ctrl) se realiz6 la PCR sin ADN molde sustituyendo dicho volumen por agua mQ.

Todos los clones analizados mediante PCR dieron positivos y contenian el gen PpAP2. Se
decidié elegir al clon 6 para guardar gliceroles y seguir con los pasos siguientes para la

transformacion de A. thaliana.

4.3.3.2 Transformacion de Arabidopsis thaliana

Luego de obtenido el clon transformante de A. tumefaciens se realiz6 la transformacion de A.
thaliana segun fue descrito en el punto 3.8.2. Las semillas obtenidas de la transformacion
pertenecen a la generacion Ty, las cuales fueron sembradas en medio %2 MS pH 5.7, agar 0.7%
suplementado con glufosinato amonio 10 ug/mL (Sigma-Aldrich). Las semillas que lograron
germinar y crecer fueron seleccionadas para pasar a tierra y asi cosechar semillas T;. Luego de
recolectadas las semillas T, se volvio a repetir el procedimiento anterior para conseguir las
semillas T,. Estos pasos se repitieron con el proposito de obtener transformantes homocigotas
para PpAP2.
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4.3.3.3 Fenotipo de los transformantes que sobreexpresan PpAP2

Las plantas transformantes obtenidas a partir de la To y Ty presentan un desarrollo atrofiado
evidenciado por un crecimiento mucho menor y mas compacto que las plantas salvajes (Figuras
42A, 42E y 42C, 42G). Para ver si el fenotipo observado se debia a la construccion de PpAP2-
pUB-DEST y no era un artefacto técnico, se sembraron transformantes de A. thaliana
generacion T, obtenidas a partir de la transformacion con el plasmido 214-pUB-DEST que

tiene inserta la secuencia CDS del gen 214 (gen de funcién desconocida) en lugar de la de
PpAP2 (Figuras 42D y 42H).

Figura 42. (A) Plantas salvajes de A. thaliana sembradas en medio %2 MS sin glufosinato amonio. (B) Plantas salvajes de
A.thaliana sembradas en medio ¥ MS con glufosinato amonio. (C) Plantas T, PpAP2-pUB-DEST sembradas en medio %2 MS
con glufosinato amonio. (D) Plantas T, 214-pUB-DEST sembradas en medio ¥ MS con glufosinato amonio. (E-H) plantas
observadas en lupa de placas A-D respectivamente. Las barras de escala negras representan 20 mm, las blancas 2 mm.

Los resultados muestran que las plantas 214-pUB-DEST en medio con seleccién crecen igual
que las plantas salvajes crecidas sin seleccion, por lo que el fenotipo observado en las
transformantes PpAP2-pUB-DEST se debia probablemente a la sobreexpresion de PpAP2.

Otra diferencia a nivel del desarrollo es que las plantas salvajes y transformantes 214-pUB-
DEST presentan hojas redondas y alargadas mientras que las transformantes PpAP2 desarrollan
hojas mas lanceoladas y aserradas (Figura 43D). Las diferencias en el desarrollo se hicieron
mas visibles a medida que pasaba el tiempo como se muestra en la figura 43 donde se ven los
transformantes PpAP2-pUB-DEST y 214-pUB-DEST vy plantas salvajes a los 27 dias de
sembradas en medio %2 MS pH 5.7, agar 0.7% suplementado con glufosinato amonio 10 png/mL
(Sigma-Aldrich). Debido al enanismo que presentan las plantas transformantes para PpAP2 no

fue posible realizar ensayos de susceptibilidad a patdégenos.
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Figura 43. Imagenes a 27 dias de siembra en medio %2 MS con
glufosinato amonio de: (A) Linea salvaje de A. thaliana. (B)
Linea 214-pUB-DEST generacion T,. (C) Linea PpAP2-pUB-
DEST generacion T,. (D) Aumento de la planta dentro del
recuadro rojo en C. La barras de escala negras en A, By C
representan 20 mmy en D 2 mm.

Si bien se logré la transformacion de A. thaliana se obtuvieron plantas con fenotipo enano y

como puede observarse en la figura 43C la cantidad de plantas que sobreviven a la seleccion

son muy pocas.
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5. Discusion

5.1 Obtencion de sobreexpresantes del gen PpAP2 en Physcomitrella

patens

Luego de transformados los protoplastos y obtenidas las plantas transformantes luego de
sucesivos pasajes en medio BCDTA suplementado con higromicina, se observaron diferencias
entre los clones evidenciandose dos grupos. Uno de los grupos no presentd diferencias
fenotipicas observables con respecto a las plantas salvajes. ElI segundo grupo sin embargo,
present6 diferencias marcadas con respecto a las plantas salvajes. Las diferencias comprendian
la ausencia de gametdforos, crecimiento ondulado del caulonema y cloronema, y diferentes
grados de compactacion del protonema dando lugar a colonias méas chicas. La experiencia
previa en la transformacion de P. patens en el laboratorio, sugeria que el fenotipo observado en
el segundo grupo podia deberse a clones poliploides creados durante el proceso de
transformacion al fusionarse los protoplastos (Schween et al. 2005). Como forma de probar lo
anterior y para poder identificar los clones haploides con los que se seguiria trabajando se
verificd la ploidia de los transformantes obtenidos a través de citometria de flujo. Se verifico la
haploidia para cuatro de los siete transformantes analizados, incluyendo pUBI:PpAP2.1,
pUBI:PpAP2.2, pUBI:PpAP2.4 y pUBI:PpAP2.7. Los tres clones poliploides restantes,
pUBI:PpAP2.3, pUBI:PpAP2.8 y pUBI:PpAP2.9, presentaron diferencias fenotipicas con
respecto a plantas salvajes. De esta forma se siguid con los clones haploides pUBI:PpAP2.1,
pUBI:PpAP2.2, pUBI:PpAP2.4 y pUBI:PpAP2.7 a los cuales se les extrajo ARN para ser
analizado por “Northen blot” y ver el nivel de expresion de PpAP2. Dos de los cuatro clones
haploides, pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4, mostraron niveles de expresion constitutivos de
PpAP2 altos y similares entre si con respecto a plantas salvajes, no asi los clones restantes

(pUBI:PpAP2.1 y pUBI:PpAP2.7) cuyos niveles de expresion no fueron detectados.

5.1.1 La sobreexpresion de PpAP2 no altera el desarrollo de Physcomitrella
patens

Los factores de transcripcion con dominio AP2 forman una familia en plantas cuyos miembros
participan en el desarrollo y en la respuesta frente al estrés biotico y abidtico. En condiciones
normales de crecimiento PpAP2 no se expresa en los tejidos de P. patens. La sobreexpresion de
PpAP2 en este musgo parece no tener incidencia apreciable en el desarrollo de P. patens como

se evidencia al comparar transformantes haploides que sobreexpresan PpAP2 con plantas
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salvajes. Lo anterior es de esperar ya que al analizar la secuencia y hacer un blast contra otras
secuencias conocidas, se observa una alta homologia con factores de trascripcién ERF, los
cuales se caracterizan por activarse bajo estrés bidtico y no asi durante el desarrollo de la
planta. Si bien no se encontraron diferencias en el desarrollo de las plantas transformadas
comparadas con plantas salvajes en el estadio de desarrollo del gametofito seria interesante

analizar si existen cambios durante la formacién del esporofito y el desarrollo de esporas.

5.1.2 Las lineas que sobreexpresan PpAP2 son menos susceptibles al dafio
por patégenos

Para evaluar la susceptibilidad de los sobreexpresantes al dafio por patdgenos se realizaron
varios ensayos. El primero comprendié el ensayo de dafio celular por azul de Evans, donde se
evidencio un menor dafio celular en los clones pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 tratados con el
CF de la cepa SCC1 de P.c. carotovorum y esporas de B. cinerea en comparacion a plantas
salvajes y al resto de los transformantes. Los clones pUBI:PpAP2.1 y pUBI:PpAP2.7
desarrollaron un nivel de dafio celular semejante al de plantas salvajes para ambos tratamientos
(CF SCC1 y B. cinerea). Los resultados obtenidos son congruentes con los del northen blot ya
que aquellos clones que presentan altos niveles constitutivos de expresion de PpAP2 resultan
ser los menos susceptibles al dafio por patdgenos. Ademas, los sobreexpresantes
pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 no solo presentan menor dafio frente al tratamiento con el CF
de P. c. carotovorum y al hongo B. cinerea, sino que también mostraron una menor
susceptibilidad al dafio provocado por el hongo C. gloeosporioides. En las inoculaciones con C.
gloeosporioides se vio un menor crecimiento de micelio sobre las colonias transformantes de
pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 a los 21 dpi en comparacion a plantas salvajes. La
identificacion de C. gloeosporioides como un patdgeno capaz de infectar tejidos de P. patens es
novedoso y permite analizar respuestas de defensa activadas luego de la infeccion en esta
planta modelo (Reboledo et al. 2015).

Mediante tinciones con el fluoréforo Solofenil Flavine 7 gfe se pudo visualizar la infeccion de
B. cinerea y se observd que este hongo es capaz de producir dafio y alojarse dentro de las
células de las hojas de los gametdforos de plantas salvajes y plantas transformantes. En estas
plantas el micelio de B. cinerea crece menos en los clones pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 en
comparacion a plantas salvajes. En nuestro laboratorio hemos puesto a punto la cuantificacion

de micelio de B. cinerea mediante PCR cuantitativo (Ponce de Le6n et al. 2012). Por lo tanto
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mediante gPCR se podra corroborar la disminucion del crecimiento de B. cinerea en las plantas
que sobreexpresan PpAP2 en comparacion con plantas salvajes. También se observé un menor
crecimiento del micelio de C. gloeosporioides y menor maceracion y amarronamiento de los
tejidos en los sobreexpresantes de PpAP2 en comparacion con plantas salvajes.. EI menor
crecimiento de micelio de B. cinerea en las plantas sobreexpresante de PpAP2 podria explicar
los datos obtenidos a partir del ensayo de dafio celular por azul de Evans ya que si hay un
menor crecimiento del micelio en los transformantes es de esperar obtener un menor nivel de
dafo celular en comparacion a plantas salvajes. Por Gltimo se trataron plantas salvajes y
transformantes con el CF de la cepa SCC1 de P.c. carotovorum para luego realizar tinciones
con Safranina-O para analizar si la sobreexpresion de PpAP2 lograba alterar la respuesta de P.
patens asociada a la pared celular. Se observd una mayor modificacion de la pared por
acumulacion de compuestos fendlicos en plantas salvajes en comparacion a los clones
pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4. Ya que el CF contiene elicitores de P.c.carotovorum como
ser enzimas que degradan la pared celular de las plantas, una menor incorporacion de
compuestos fenolicos en la pared en los clones pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 reflejan
probablemente un menor dafio de la pared celular. Estos resultados concuerdan con el menor
dafo celular obtenido en el experimento realizado con azul de Evans donde el dafio celular, en
plantas pUBI:PpAP2.2 y pUBI:PpAP2.4 tratadas con CF SCC1, fue menor que para plantas
salvajes. EI aumento de la resistencia en plantas que sobreexpresan factores de transcripcion
con dominio AP2 también ha sido evidenciado en plantas vasculares. Un ejemplo es la Osmotin
promoter binding protein 1 (OPBP1), la cual es un factor de transcripcion del tipo AP2/ERF de
Nicotiana tabacum que se expresa bajo condiciones de estrés bidtico y abidtico. La
sobreexpresion de OPBP1 en plantas transgénicas de tabaco da lugar a la acumulacion de altos
niveles de los genes PR-1a y PR-5d y muestra un aumento en la resistencia a la infeccién por
los patdégenos Pseudomonas syringae pv tabaci y Phytophtohora parasitica var nicotianae y

ademas exhiben tolerancia al estrés salino (Guo et al. 2004).

Los resultados obtenidos en todos los ensayos realizados respaldan la observacion de que la
sobreexpresion de PpAP2 confiere una disminucion en la susceptibilidad a patdgenos en
plantas de P. patens. Considerando que PpAP2 es un factor de transcripcion que se expresa
bajo condiciones de estrés biotico, el mismo podria activar la expresion de diferentes genes de
defensa, incluyendo genes que codifican para proteinas con actividad antimicrobiana que

podrian interferir con el crecimiento de los hongos, proteinas involucradas en la sefalizacion,
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proteinas del tipo PRs, y proteinas involucradas en la defensa frente a patdgenos. En este
trabajo solo se analizd la expresion de un gen que codifica para la proteina Dirigente (DIR)
involucrada en el acoplamiento de monolognoles, no encontrandose un aumento de la
expresion en las plantas sobreepxresante PpAP2. Sin embargo, hay estudios en los que la
sobreexpresion de un factor de transcripcion del tipo AP2/ERF produce un aumento en la
resistencia a estrés bidtico y abidtico en transformantes de arroz, Oryza sativa. Mediante
analisis por microarray de plantas sobreexpresantes de este factor de transcripcion denominado
OsEREBP1 se observdo un aumento en la expresion de genes relacionados al metabolismo
lipidico como ser lipasas y lipoxigenasas asi como varios genes relacionados con la biosintesis

de jasmonato y acido abscisico (Jisha et al. 2015).

5.2 Obtencion de transformantes de Arabidopsis thaliana

Debido a que A. thaliana es un modelo vascular diploide de plantas se buscd obtener
transformantes que sobreexpresaran PpAP2. Sin embargo, la sobreexpresion de PpAP2 en esta
planta dio lugar a cambios severos en el desarrollo. Ademéas no se logré obtener plantas
homocigotas probablemente debido a que estas son letales. El fenotipo de las plantas
heterocigotas se caracterizO por ser enano, con un menor crecimiento de la planta, hojas
lanceoladas y de bordes acerados. Segun se encontro en la literatura hay registros de plantas de
Arabidopsis, Glycine max y plantas de arroz que al sobreexpresar un factor de transcripcion del
tipo AP2/ERF producen un fenotipo enano como consecuencia de una disminucion de la
biosintesis de giberelinas (Magome et al. 2004; Qi et al. 2011; Suo et al. 2012). Seria necesario
la utilizacion de promotores inducibles o probar la suplementacion con la hormona giberelina

para corroborar lo anterior y estudiar la accion de PpAP2 en A. thaliana.
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6. Conclusiones

En este trabajo fue posible obtener plantas transgénicas de P. patens que sobreexpresaran el
gen PpAP2 y analizar su susceptibilidad a patdgenos en comparacion con plantas salvajes. Se
obtuvieron resultados prometedores con dos transformantes haploides, pUBI:PpAP2.2 vy
pUBI:PpAP2.4, los cuales tienen altos niveles constitutivos de expresion de PpAP2. En estos
sobreexpresantes se observo una disminucion en la susceptibilidad ante el patégeno B. cinerea
y se identifico un nuevo patégeno de P. patens, C. gloeosporioides, frente al cual las plantas
que sobreexpresan PpAP2 también son mas resistentes en comparacion con plantas salvajes.
Ademas, el dafio celular generado al aplicar el CF de P.c. carotovorum también fue menor en
los sobreexpresantes que en plantas salvajes. Estos resultados sugieren que la sobreexpresion
de PpAP2 aumenta las defensas de las plantas frente a la infeccion. Dado que PpAP2 es
probablemente un factor de transcripcion, el aumento de resistencia se puede deber a un
aumento en la expresion de genes involucrados en la defensa los cuales podrian codificar para
proteinas con actividad antimicrobiana, proteinas involucradas en la sefializacién, proteinas

involucradas en la sintesis de hormonas de defensa, entre otras.

No fue posible conseguir plantas transformantes viables para ensayo de interaccion planta-
patdgeno de A. thaliana. Los transformantes obtenidos presentaron un crecimiento atrofiado
evidenciado por un fenotipo enano. La sobreexpresion del gen PpAP2 parece inferir de forma
directa en el desarrollo de A. thaliana por lo que futuros estudios para elucidar la funcién de
este gen en dicha planta u otras vasculares deberan realizarse bajo el control de un promotor

inducible y no constitutivo.
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7. Perspectivas futuras

Como perspectivas futuras se propone generar nuevos transformantes de P. patens que
expresen el gen PpAP2 fusionado a un gen reportero como la proteina verde fluorescente
(green flourescent protein, GFP) para determinar si PpAP2 es de localizacion nuclear. La
localizacion subcelular también se podria verificar mediante agroinfiltracion de hojas de tabaco

con dicha construccion.

Ademas proponemos generar plantas transgénicas de P. patens que expresen el gen PpAP2
fusionado al gen reportero que codifica para la B-glucuronidasa (GUS), lo cual permitird
analizar la expresion de PpAP2 en el desarrollo de la planta y en los diferentes tejidos

inoculados con patdgenos.

A su vez, seria muy interesante comparar el transcriptoma de plantas de P. patens salvajes sin
tratar o tratadas con agua con plantas tratadas con el hongo B. cinerea vy las lineas que
sobreexpresan PpAP2. Con ello se lograria ver diferencias en la expresion de genes e
identificar aquellos cuyo aumento o disminucion de expresion se deba a la sobreexpresion de
PpAP2. También seria posible identificar nuevos genes vinculados a la defensa de la planta y
que explicaran la disminucién en la susceptibilidad a patégenos observada en las lineas
transformantes que sobreexpresan PpAP2. También proponemos generar un mutante knockout
para PpAP2 y analizar su susceptibilidad a patdgenos en comparacion con plantas salvajes. Se
podria ademéas comparar el transcriptoma de este mutante inoculado con B. cinerea con el
transcriptoma de plantas que sobreexpresan PpAP2 y plantas salvajes inoculadas con el mismo

patdgeno. Esta aproximacidn también nos permitira identificar los genes inducibles por PpAP2

Por Gltimo seria interesante realizar construcciones de sobreexpersion de PpAP2 bajo el control
de un promotor inducible, para tratar obtener plantas de A. thaliana que no se vean afectadas en
el desarrollo y asi hacer estudios de susceptibilidad e interaccion planta-patégeno en un modelo

de planta vascular.
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