


Resumen

El conocimiento de las bases de la interaccidn planta-patdgeno y los mecanismos de defensa de las
plantas son fundamentales para el desarrollo de alternativas para el control de patologias
vegetales. Mientras que en plantas vasculares hay mucha informacién sobre los mecanismos que
participan en la defensa vegetal, muy pocos estudios existen sobre los procesos implicados en la
respuesta de defensa de Physcomitrella frente a la infeccidén por patdgenos.

Durante el desarrollo de este trabajo hemos empleado una aproximacién de genémica funcional
para profundizar en la respuesta de defensa de Physcomitrella frente al estrés bidtico. Mediante la
secuenciacion masiva del transcriptoma (RNAseq) de plantas de Physcomitrella tratadas con
elicitores de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum y plantas control, se realizd una
categorizacion funcional de los genes expresados diferencialmente, lo que permitid obtener una
representacion global de los genes inducidos en Physcomitrella en respuesta a elicitores de esta
bacteria comparado con plantas control. Los resultados obtenidos muestran que durante el
tratamiento con elicitores de la cepa SCC1 de A.c. carotovorum, se inducen un conjunto de genes
de Physcomitrella que codifican para proteinas homdlogas a proteinas de plantas vasculares
relacionadas con la defensa vegetal como MAP quintasas involucradas en sefalizacion, proteinas
de resistencia, enzimas detoxificadoras de ROS como catalasas y peroxidasas, proteinas
involucradas en el fortalecimiento de la pared celular como dirigentes, pectin metil esterasas, entre
otros. El andlisis global de los resultados muestra un redireccionamiento del metabolismo general
de Physcomitrella durante este tratamiento hacia rutas del metabolismo secundario implicadas en
la sintesis de compuestos relacionados con respuestas de defensa, en especial compuestos de la
familia de los flavonoides y fenilpropanoides. Estos datos indican que Physcomitrella activa una
respuesta de defensa frente al tratamiento con elicitores de P.c. carotovorum, y el andlisis
detallado de los transcriptomas obtenidos en este trabajo permitird generar informacion sobre la
evolucion de las vias de defensa que se activan en las plantas en respuesta a patdgenos, algunas
de las cuales podrian ser novedosas.

Se seleccionaron dos genes de Physcomitrella, inducibles por elicitores de A.c. carotovorum para
determinar su relevancia funcional mediante la sobre-expresion; el gen PpPKC que codifica para
una policétido ciclasa y el PpBI-1 que codifica para la proteina Bax inhibitor. Las policétidos ciclasas
(PKC) son enzimas involucradas en la sintesis de policétidos. Existe un creciente interés en
determinar la actividad bioldgica de los metabolitos secundarios que sintetizan las plantas,
incluyendo los policétidos debido a que estas funciones pueden ser beneficiosas para la agricultura.
Con el fin de contribuir con la comprension del rol que cumplen este tipo de compuestos en
Physcomitrella nos centramos en el andlisis de la funcidn del gen PpPKC. Las PKC vegetales son
enzimas muy poco estudiadas y su papel en la tolerancia al estrés no ha sido reportado. La
expresion de PpPKC se induce por patdgenos, estrés salino y estrés osmotico. Los estudios
fenotipicos de lineas de Physcomitrella que sobre-expresan PpPKC revelaron que este gen participa
en la resistencia al oomicete Pythium irregulare. La sobre-expresion de PpPKC en Arabidopsis

aumenta la resistencia a P, irregulare y mejora la tolerancia de las plantas al estrés salino. Estos



resultados sugieren que PpPKC, y los metabolitos producidos por esta, contribuyen a la resistencia
al estrés en este musgo y Arabidopsis, y ofrece nuevas herramientas para incrementar la tolerancia
al estrés bidtico y abidtico en cultivos.

La muerte celular programada (PCD) en plantas, participa en procesos del desarrollo y en la
respuesta de defensa a patdgenos. Hasta la fecha, muy pocas proteinas reguladoras de la PCD han
sido identificadas en las plantas. Entre ellas, la proteina BI-1, que posee, al igual que su homdlogo
humano, la capacidad de suprimir la letalidad causada por Bax en levaduras. Sin embargo, existen
pocos estudios sobre la importancia fisioldgica de BI-1 en las interacciones planta-patogeno, asi
como durante el desarrollo. La expresion de PpBI-1 se induce por patdgenos, acido abscisico y UV-
B. Los estudios fenotipicos de lineas de Physcomitrella que sobre-expresan PpBI mostraron una
alteracién en el patron de desarrollo y un aumento de resistencia a la infeccién por el hongo
Botrytis cinerea. Los resultados obtenidos en este trabajo refuerzan la hipotesis de que PpBI-1
cumple un rol en el control de la PCD en Physcomitrella, probablemente modulando procesos que
afectan el desarrollo de este musgo, asi como la respuesta de defensa frente a la infeccion por

patdgenos.
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1. Introduccion

Diversos factores medioambientales de naturaleza bidtica y abidtica afectan el crecimiento y el
desarrollo de las especies vegetales, incidiendo gravemente sobre la actividad agricola. Las
especies vegetales han desarrollado respuestas de defensa que les permite tolerar y adaptarse a
condiciones ambientales adversas. Los mecanismos moleculares involucrados en tales respuestas
no son totalmente comprendidos, siendo su estudio una de las principales areas de investigacion
en la biologia vegetal. La informacion generada a través de este tipo de andlisis ha sido
fundamental para el disefio de estrategias biotecnoldgicas orientadas al desarrollo de cultivares

tolerantes a factores de estrés.

1.1 Interaccion planta-patdgeno

Las plantas estan en contacto continuo con una gran variedad de microorganismos incluyendo
bacterias, hongos, virus y viroides, algunos de los cuales son agresores potenciales, y pueden
colonizar las plantas provocando una enfermedad. Los fitopatdgenos poseen diferentes estilos de
vida, los cuales han sido agrupados en dos categorias principales. Los patégenos bidtrofos son
aquellos especializados en alimentarse y crecer en el interior de tejidos vivos, dentro de los que se
encuentra Pseudomonas sp (Glazebrook 2005). Algunos ejemplos incluyen Phytophtora infestans
(que ataca a la papa) y el género Colletotrichum, que en primer lugar se alimenta del hospedero
mediante haustorios y luego emite unos segundos haustorios que directamente matan a la planta
(Abad et al., 1995; Miinch et al., 2008).

Los patdgenos necrdtrofos actlan provocando la muerte de la célula hospedadora, normalmente
mediante la produccién de toxinas y enzimas que degradan la pared celular como
poligalacturonasas, celulasas, etc., para poder nutrirse a partir del tejido muerto (Glazebrook 2005).
Muchos patégenos necrétrofos tienen un rango de hospedero muy amplio, son oportunistas y
aprovechan la debilidad de la planta o heridas para infectarla. También atacan especialmente a
plantas jovenes, viejas o debilitadas en general. Algunos ejemplos incluyen Botrytis cinerea (B.
cinerea) y Phytium sp. Sin embargo, muchos otros patdgenos se comportan como bidtrofos y
necrétrofos, dependiendo del momento del ciclo vital o de las condiciones en las que se
encuentren. A este tipo de patdgenos se les denomina hemibiétrofos. Algunos hongos que son
comunmente considerados necrétrofos, podrian ser en realidad hemibidtrofos, en tanto que en las

primeras fases de la infeccidn siguen una estrategia bidtrofa. También la bacteria Pseudomonas
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syringae, considerada generalmente como un bidtrofo, ocasionalmente se comporta como un
necrétrofo (Butt 1998), por lo que probablemente deberia ser tratada como un hemibidtrofo
(Thaler et al, 2004). Esta bacteria penetra en la planta a través de heridas o de estomas y se
multiplica en los espacios intercelulares. En las primeras fases de las infecciones no produce la
muerte celular, pero en las Ultimas fases de la infeccidn se produce clorosis y necrosis en la planta.
Estas diferencias provocan que los bidtrofos establezcan una relacion mucho mas intima con sus
hospederos. De hecho, muchos de ellos han desarrollado la capacidad de vivir en el espacio
intercelular del mesofilo, un ambiente muy rico en nutrientes. En el caso de aquellos que son
patdgenos obligados, esta relacion es tan extrema que no pueden ser cultivados en un medio de
cultivo artificial. Los necrotrofos, al contrario que los bidtrofos, pueden vivir como saprofitos fuera

de sus hospedadores, alimentandose de materia organica muerta (Agrios 2005; de Wit 2007).

Las plantas han desarrollado un sofisticado sistema inmune para defenderse de una gran variedad
de patdgenos. Las plantas difieren de los animales en dos aspectos principales que determinan las
estrategias a seguir para defenderse de los patégenos. En primer lugar, las plantas no poseen
células especializadas mdviles para defenderse, y como consecuencia, cada célula individual debe
tener la capacidad de responder al ataque del patdgeno. En segundo lugar, las plantas pueden
perder porciones considerables de su estructura sin que ello traiga consigo problemas de
supervivencia, pudiendo inducir la muerte de dérganos invadidos por el patdgeno para evitar la

propagacion de éste al resto de la planta (Heath 2000).

La interaccién planta-patdgeno es el resultado de un proceso de coevolucion de mecanismos a
nivel molecular y celular. La mayoria de las plantas son resistentes a la infeccién por patdégenos,
debido a que poseen barreras preformadas, presentes en la planta. Estas barreras pueden ser
fisicas que incluyen la cuticula y la pared celular o quimicas que implican la acumulacion de
compuestos con actividad antimicrobiana presentes en las células (terpenoides, compuestos
fendlicos, alcaloides, etc.). Este tipo de defensas confieren resistencia inespecifica, puesto que son
efectivas frente a un gran nimero de patégenos (Heath 2000). Si los patdgenos son capaces de
superar estas barreras constitutivas, la planta podra activar una serie de mecanismos inducibles
que actian tanto en los tejidos locales donde infectd el patdgeno, como en los tejidos sistémicos
alejados del sitio de infeccion (Shah et al., 1999). Dentro de esta respuesta inmune inducida, es
posible diferenciar dos niveles. La primera respuesta activa de la planta se produce gracias a un
conjunto de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, de Pattern Recognition Receptors)
situados en la superficie extracelular (Figura 1). Las plantas poseen este tipo de receptores que les
permiten detectar la presencia de patrones o huellas moleculares (como la quitina de los hongos o
los peptidoglucanos de las bacterias) que identifican una amplia variedad de patdgenos (PAMPs, de
Pathogen Associated Molecular Pattern).

Se considera actualmente que estos receptores PRR reconocen patrones moleculares asociados a

patdgenos (PAMPs) (Chisholm et al., 2006), estando englobados estos ultimos en un concepto mas
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amplio denominado patrones moleculares asociados a microbios MAMPs (de Microbe-Associated
Molecular Patterns) (Boller y He 2009), propuesto tras el descubrimiento de que las plantas
también son capaces de reconocer de este modo otros microorganismos no patogénicos. El
reconocimiento de MAMPs es indispensable para la activacién de un tipo de inmunidad denominada
PTI (de PAMP Triggered Immunity) o Inmunidad activada por PAMPs (Boller y Felix 2009; Jones y
Dangl 2006). Como medida de control, para que se produzca tal activacidon es necesario superar un
umbral en el nivel presente de MAMPs (Bent y Mackey 2007). El concepto de PTI equivaldria de
manera amplia a la conocida anteriormente como resistencia basal u horizontal. Existe otro grupo
de moléculas capaces de ser reconocidas por los PRRs y disparar la PTI. Durante el proceso
infectivo, el patdgeno genera una serie de heridas en los tejidos de la planta que liberan al
apoplasto un conjunto de moléculas como por ejemplo, los fragmentos de pared celular liberados
por la accion de enzimas hidroliticas de los patdgenos. Estas moléculas reciben el nombre de
patrones moleculares asociados al dafo (DAMPs, de Damage Associated Molecular Pattern) y
pueden ser percibidas como sefiales de peligro por los PRRs. En el pasado, estos compuestos han
sido denominados elicitores enddgenos (Lotze et a4/, 2007). Las moléculas reconocidas por la
planta, ya sea PAMPs o DAMPs, capaces de activar una respuesta de defensa se denominan

elicitores y son las primeras sefiales que se perciben para iniciar la respuesta de defensa.

Figura 1. Vias de sefalizacion mediadas por moléculas pequeiias en la inmunidad vegetal. La
percepcion de patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP) por parte de la planta, conduce a la
activacion de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRS), lo que resulta en una cascada de
sefializacion corriente abajo que conduce a la inmunidad activada por PAMPs (PTI). (b) los patégenos
virulentos han adquirido efectores (estrellas purpuras) que suprimen la PTI, lo que resulta en la
susceptibilidad activada por efectores (ETS). (c) A su vez, las plantas han adquirido proteinas de resistencia
(R) que reconocen estos efectores especificos, lo que resulta en una respuesta inmune secundaria llamada
inmunidad activada por efectores (ETI). Tomado de Pieterse et al., 2009.
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Durante el proceso coevolutivo, los microorganismos han desarrollado estrategias para superar
esta respuesta defensiva, tanto mediante interferencias en el reconocimiento de los PAMPs como,
sobre todo, a través de la secrecidn de proteinas efectoras en el interior del citoplasma de la célula
vegetal. Esta respuesta de los patdgenos da lugar a la susceptibilidad activada por efectores (ETS,
de Effector Triggered Susceptibility) (Jones y Dangl 2006).

Cuando el patdgeno es capaz de superar este tipo de inmunidad, debe enfrentarse a un segundo
mecanismo de deteccion mucho mas especializado denominado inmunidad activada por efectores
(ETI, de Effector Triggered Immunity) (Jones y Dangl 2006; Chisholm ef al., 2006). Los efectores
son moléculas que los patdgenos producen para intentar suprimir la inmunidad PTI y son
especificos de la especie (Bent y Mackey 2007). Por este mecanismo, las plantas son capaces de
reconocer de forma directa o indirecta muchos de estos efectores a través de proteinas codificadas
por genes R (de Resistance). Existen diferentes tipos de proteinas R. Las mas comunes presentan
un dominio de unién a nucledtidos NB (de Nucleotide Binding) y un dominio de repetido rico en
leucina LRR (de Leucine Rich Repeat), (Jones y Dangl 2006; Boller y He 2009). Cabe destacar que
esta respuesta mediada por las proteinas de tipo NB-LRR es efectiva frente a patdgenos bidtrofos o
hemibidtrofos, pero no frente a necrétrofos (Glazebrook 2005). Si el patdgeno es capaz de superar
esta segunda barrera lograra nutrirse y dispersarse dando lugar a la ETS (Jones y Dangl 2006). Se
ha postulado que la PTI basada en MAMPs seria una inmunidad mas estable y antigua, mientras
que la ETI podria ser el resultado de la coevolucion entre planta y patdgeno para mantener la

inmunidad PTI a pesar de los efectores del patdgeno (Jones y Dangl 2006).

Si bien las plantas han desarrollado respuestas defensivas muy efectivas, la seleccion natural
impulsa a los patdgenos hacia nuevas vias que les permitan suprimir la ETI, ya sea modificando o
eliminando los efectores desencadenantes, o generando nuevos efectores (de Wit 2007). El
modelo de zig-zag propuesto por Jones y Dangl en 2006 (Figura 2) resume las diferentes etapas

existentes en la interaccion planta-patdgeno.

1.1.1 Inmunidad activada por PAMPs (PTI)

La mayoria de los patdgenos acceden al interior de la planta a través de heridas o de aberturas
naturales, como estomas o lenticelas. El siguiente paso consiste en penetrar la pared celular
vegetal. Es en este punto cuando el patdgeno queda expuesto al reconocimiento por parte de los
receptores PRRs (Chisholm et al., 2006). Este tipo de receptores esta presente tanto en plantas
como en animales y tiene la capacidad de reconocer MAMPs que identifican a una gran variedad de
patdgenos y que no estan presentes en el propio hospedador. Esta forma de reconocimiento les
permite a las plantas identificar la presencia de un agente externo (Boller y Felix 2009).

Los MAMPs mas comunes en los hongos son la quitina y el ergosterol, componentes principales de
su pared celular. En las bacterias, se destacan los lipopolisacaridos, en las Gram negativas, o los

peptidoglucanos en las Gram-positivas. Pero no todos los MAMPs forman parte de estructuras
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extracelulares. El factor de elongacion Tu (EF-Tu, Elongation Factor Tu) es un claro ejemplo de
elementos intracelulares que actian como MAMPs (He et al., 2007; Schwessinger y Zipfel 2008).

Los pocos receptores PRR identificados en plantas son proteinas transmembrana que pueden
clasificarse en dos familias segin presenten o no un dominio serina/treonina (Ser-Thr) quinasa en
su region citoplasmatica. En las proteinas de la familia RLK (de Receptor Like Kinase) este dominio
esta presente mientras que en las de la familia RLP (de Receptor Like Protein) esta ausente. Estas
proteinas también presentan un dominio extracelular que es el responsable del reconocimiento y
unién del MAMP o DAMP. Este dominio puede contener una region rica en leucina (LRR, de Leucine
Rich Region), hecho que sucede en la mayoria de los PRRs descritos, o bien motivos ricos en lisina
(LysM, de Lysine Motifs). Los PRRs presentan una gran afinidad y especificidad por un MAMP
concreto pudiendo llegar a detectarlo a concentraciones por debajo de nanomolar (Chisholm et ai.,
2006; Boller y He 2009; Segonzac y Zipfel 2011).

El ejemplo de PTI mejor estudiado en plantas es el que tiene lugar tras la percepcion de la
flagelina bacteriana por parte del receptor FLS2 (de Flagellin Sensitive 2) de Arabidopsis. Esta
proteina es uno de los componentes principales del flagelo bacteriano y es la responsable de su
motilidad, caracteristica fundamental para su patogenicidad en plantas. Se ha comprobado que el
péptido flg22, correspondiente a una region de 22 aminoacidos muy conservada de su dominio N-
terminal, es el causante del reconocimiento por FLS2 y de la consiguiente activacion de defensas
(Felix et al., 1999; Zipfel 2008). Se han descrito homdlogos funcionales a FLS2 en Solanum
lycopersicum (tomate), Oryza sativa (arroz) y Nicotiana benthamiana (tabaco). Esto indica que el
reconocimiento de esta proteina bacteriana por FLS2 se ha conservado a lo largo del proceso
evolutivo de las plantas vasculares (Zipfel 2009).

Como resultado del reconocimiento de flg22, o de otros MAMPs, se inician rapidamente mdltiples
eventos de fosforilacién y se activan varias cascadas de sefializacién mediadas por MAPKs (de
Mitogen Activated Protein Kinases). Como consecuencia, se limita el crecimiento del patdgeno
mediante la induccidén de la expresién de genes de defensa, en muchos casos a través de la
activacién previa de los factores de transcripcion (TFs, de Transcription Factors) tipo WRKY (Asai
et al,, 2002; Segonzac y Zipfel 2011).

Las plantas que son defectivas en alguno de los PRR identificados presentan un aumento en la
susceptibilidad a bacterias, resaltando la importancia de la PTI en plantas. Por ejemplo, el mutante
fls2 de Arabidopsis, presenta una mayor susceptibilidad a la bacteria bidtrofa Pseudomonas
syringae patovar tomato DC3000 (Zipfel et al., 2004).

1.1.2 La supresion de la PTI: los efectores patogénicos

Los verdaderos patdgenos de plantas son aquellos capaces de suprimir o evadir su resistencia
basal o PTI. Para ello, este tipo de patdgenos han desarrollado un elevado nimero de factores de
virulencia que les permiten manipular las funciones celulares del hospedador en su propio beneficio.

Dentro de este conjunto de mecanismos de virulencia se destaca la secrecidn de moléculas
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denominadas efectores. En muchos casos, estos efectores poseen actividades enzimaticas que les
permiten modificar determinadas proteinas del hospedero con el objetivo de aumentar la virulencia
del patégeno y evadir su deteccion, promoviendo asi la ETS (Jones y Dangl 2006; Speth et al.,
2007).

Las bacterias patdgenas de plantas y de animales presentan al menos cuatro sistemas diferentes
de secrecion de efectores, siendo el denominado sistema de secrecion tipo III (TTSS, de 7ype IIT
Secretion System) el mas relevante para la virulencia. El TTSS permite a las bacterias inyectar
efectores en el interior de la célula hospedadora los cuales contribuyen a la virulencia del patégeno,
ya sea mimetizando o inhibiendo funciones celulares concretas. La importancia del TTSS puede
observarse en cepas patogénicas de P. syringae mutadas en dicho sistema de secrecion, las cuales
no pueden suprimir la PTI y pasan a ser no patogénicas (Jones y Dangl 2006; de Wit 2007).

En la literatura han sido reportados varios efectores bacterianos que acttian directamente sobre los
complejos PRRs inhibiendo la PTI. Un ejemplo son los efectores AvrPto y AvrPtoB de A. syringae,
que son capaces de interactuar fisicamente con el dominio quinasa de FLS2 evitando que se
autofosforile y afectando las respuestas de defensa corriente abajo mediadas por PAMPs tales
como el estallido oxidativo (Xiang et a/., 2008), deposicion de calosa (Hauck et a/., 2003; Xiang et
al., 2008), activacion de MAPK (He et al., 2006) y la expresion de genes inducidos por flg22 (Xiang
et al, 2008). Otra estrategia utilizada por las bacterias para evadir la PTI es alterar
estructuralmente los MAMPs que son detectados por las defensas de la planta. Es el caso de la
flagelina de Xanthomonas campestris pv. campestris, que no puede ser reconocida por la FLS2 de
Arabidopsis (Sun et al., 2006). Respecto a los efectores producidos por patdgenos eucariotas de
plantas, como los hongos, sus funciones y mecanismos han sido menos estudiados. Estos efectores
pueden actuar tanto en la matriz extracelular como en el interior de la célula hospedante. La
quitina, componente principal de la pared celular de los hongos, es reconocida por las defensas de
la planta para disparar la PTI. Ademas, las plantas han desarrollado quitinasas que liberan
pequeios polimeros activos de la pared celular de los hongos que actian como amplificadores de
la sefal de peligro. Es el caso del efector Avr4 de Cladosporium fulvum que presenta un dominio
de unién a quitina que actla protegiendo su pared celular de las quitinasas, disminuyendo asi

parte de la induccidn de defensas de la planta (Chisholm et a/., 2006).

1.1.3 Inmunidad activada por efectores (ETI)

Los procesos defensivos que se desencadenan en la planta con la ETI son muy similares a los
activados por la PTI. Por ello, hay autores que consideran que esta diferenciacion no es necesaria.
Esto se debe al hecho de que los mecanismos descritos como propios de cada tipo de defensa han
coexistido desde el principio de la evolucion de las plantas con semillas. Ademas, existe un elevado
grado de solapamiento entre los datos de expresion de genes obtenidos en plantas
independientemente del tipo de inmunidad activada. Las plantas tampoco parecen discriminar
entre el tipo de patdgeno causante de la activacion. Asi se plantea un modelo por el que la planta

ejecuta el mismo tipo de programa defensivo cuando percibe cualquiera de las posibles sefiales de
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peligro (MAMPs, DAMPs o efectores), si bien existen diferencias cinéticas y cuantitativas en dicha
induccién. A grandes rasgos, la ETI suele ser mas rapida, eficaz y prolongada que la PTI (Boller y
Felix 2009). Segun la teoria propuesta por Flor en 1961, las plantas poseen un conjunto de genes
R cuyas proteinas resultantes actian como receptores capaces de detectar una serie de proteinas
Avr del patégeno (o factores de avirulencia) (Avr), actualmente llamados efectores. De acuerdo
con esta hipdtesis, si existia una interacciéon entre la proteina R de la planta y la proteina Avr del
patdgeno, la planta desencadenaria una respuesta inmune que la haria resistente al patdgeno
(interaccion incompatible). Si no existiese tal interaccion, la planta seria susceptible (interaccion
compatible). Resultados experimentales posteriores condujeron a una modificacion de este modelo.
En la hipotesis del gen guardian, se plantea que no es necesaria una interaccién fisica entre la
proteina R y el efector del patdgeno. Esta hipdtesis propone que en la mayoria de los casos se
produce un reconocimiento indirecto de los efectores a través del monitoreo del estado de
diferentes componentes de la célula vegetal (van der Biezen y Jones 1998; Jones y Takemoto
2004).

La ETI también suele conducir a la aparicion de una respuesta hipersensible (HR, de
Hypersensitive Response). La HR es una respuesta asociada principalmente a la resistencia
mediada por genes R, que incluye una muerte programada de células de la planta en el lugar de la
infeccion (Heath 2000). También se han descrito MAMPs capaces de inducir la HR (Naito et al.,
2008). La flagelina completa de P. syringae pv tabaci 6605 induce la HR en Arabidopsis, en
contraposicién con la fig22 clasica de Pseudomonas aeruginosa, esto es debido a la presencia de
un aspartato en la regién central del epitope de flg22, el cual es importante para la virulencia
(Naito et al, 2008). La identificaciébn de los mutantes hrp (de hypersensitive response and
pathogenicity) en bacterias fitopatdgenas corrobora la estrecha relacion entre la virulencia o
avirulencia de un patdgeno y la actividad de sus efectores. Esto se debe a que las bacterias hrp
pierden la habilidad tanto de inducir la HR en hospederos resistentes como de infectar hospederos
normalmente susceptibles (Lindgren et a/., 1986; Bent y Mackey 2007).

La mayoria de los genes R codifica proteinas receptoras del tipo NB-LRR. Presentan dos dominios
caracteristicos (un sitio conservado de unién a nucleétido en la zona central y una region rica en
repeticiones de leucina en el extremo C-terminal, respectivamente) (Dangl y Jones 2001). Las
proteinas NB-LRR son citoplasmaticas y también pueden presentar dominios funcionales en su
extremo N-terminal. De hecho, se pueden subdividir en dos categorias en funcidon de estos
dominios: las TIR-NB-LRR (de 7o/ Interleukin 1 Receptor) y las CC-NB-LRR (de Coiled Coil). El
dominio LRR estaria implicado en el reconocimiento de efectores o de las perturbaciones que estos
generan (en muchos casos junto con los dominios en N-terminal). En cambio, el NB ejerceria como
dominio de activacidon mediante la sustitucion de un nucleétido difosfato (ADP) por otro trifosfato
(ATP) (Chisholm et al., 2006; Takken et al., 2006; Collier y Moffett 2009).

Hay alrededor de 200 genes de Arabidopsis que codifican las proteinas que contienen dominios
caracteristica de las proteinas de resistencia de plantas (Meyers et a/, 2003). Mientras que el

dominio CC es un dominio estructural comin que se encuentra en muchas proteinas, el dominio
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TIR tiene homologia con el receptor de la inmunidad innata TOLL en Drosophila y con el
interleucina 1 de la inmunidad innata de humanos (Shirasu 2009). El dominio central NB es parte
de un dominio mas grande, llamado NB-ARC (van der Biezen y Jones 1998). El dominio LRR
también se encuentra en los receptores de inmunidad de mamiferos con similitudes sorprendentes
con las proteinas R de vegetales (Shirasu 2009). Algunos de las 200 proteinas R de Arabidopsis
carecen de uno de estos tres dominios basicos, y algunos tienen dominios adicionales en sus
extremos N o C—terminales (Meyers et al, 2003). Mucho trabajo se ha llevado a cabo para poder
descifrar los requisitos genéticos de las proteinas. Se ha encontrado que la funcidn de la mayoria
de las proteinas R tipo CC-NB-LRR depende de la proteina NDR1 (de non-race specific disease
resistance 1) (Knepper et al., 2011a). Hay sin embargo, excepciones a esta regla; varias proteinas
CC-NB-LRR de Arabidopsis confieren resistencia al patdgeno oomiceto Hyaloperonospora de forma
independiente de NDR1 (Knepper et al, 2011b). Las proteinas TIR-NB-LRR requieren de dos
proteinas tipo lipasa: la EDS1 (de enhanced disease susceptibility 1) y la PAD4 (de phytoalexin
deficiente 4) y SAG101 (de senescence associated gene 101) (Feys et al., 2005).

Una diferencia sustancial entre los MAMPs y los efectores radica en que los primeros han sido
estables evolutivamente, puesto que forman parte de elementos imprescindibles para la viabilidad
del patdgeno. En cambio, los efectores pueden variar considerablemente, o incluso desaparecer en
determinadas cepas del patégeno, porque no son necesarios para el crecimiento y desarrollo del
microorganismo fuera del hospedero. La posible modificacion de estos efectores esta influenciada

por como son percibidos por las proteinas R (Bent y Mackey 2007).

Figura 2. Modelo de zig-zag Esquema que representa las diferentes etapas que tienen lugar en la
interacciéon planta-patdgeno. Etapa 1: Las plantas detectan el ataque de los patdgenos a través de los
receptores PRRs que reconocen a un conjunto de patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPSs) y se
desencadena la inmunidad activada por PAMPs (PTI). Etapa 2: Los patdgenos evaden la PTI mediante la
secrecion de efectores, generando la susceptibilidad activada por efectores (ETS). Etapa 3: Las proteinas R de
las plantas son capaces de reconocer determinados efectores de los patdégenos (en rojo) y activar la
inmunidad activada por efectores (ETI). La ETI es mas rapida y contundente que la PTI, llegando a superar el
umbral de inducciéon de la muerte celular programada (HR). Etapa 4: Los patdgenos pierden o modifican
algunos de los efectores previamente reconocidos (en rojo) o bien generan otros nuevos (en azul). Como
consecuencia, logran suprimir la ETI y provocar enfermedad. En etapas sucesivas, la seleccion favorecera la
aparicion de nuevas proteinas R que permitan a la planta reconocer estos nuevos efectores. Tomado de Jones
y Dangl 2006.
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1.2 Etapas de senalizacion de las respuestas defensivas en plantas

1.2.1 Respuestas Locales

La deteccidn de la presencia del patdgeno, independientemente de que esta se haya producido via
PRRs o via genes R, dispara las respuestas defensivas de las plantas que, dada su similitud,
pueden ser analizadas en conjunto (Lopez et a/., 2008). Uno de los efectos mas inmediatos es la
alteracién del flujo de iones a través de la membrana plasmética. El Ca** actlla como segundo
mensajero, tanto promoviendo la apertura de otros canales idnicos en la membrana, como
activando a las quinasas dependientes del calcio (CDPKs, de Calcium Dependent Protein Kinase).
También se produce una alcalinizacion del espacio extracelular debido a la salida de iones K*
(Boller y Felix 2009; Segonzac y Zipfel 2011).

Otro efecto casi inmediato es la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, de Reactive
Oxygen Species), tales como el radical superdxido (*O,) y el perdxido de hidrogeno (H,0,) (Lamb
y Dixon, 1997). En Arabidopsis, la produccion de ROS requiere de la activacion de una oxidasa
(RbohD, de Respiratory burst oxidase homologue D) que es parcialmente dependiente de la
concentracién de Ca®* citoplasmatica (Ogasawara et a/, 2008). Las ROS juegan un rol importante
en la respuesta de defensa, pudiendo presentar un efecto antimicrobiano directo, inducir el
reforzamiento de la pared celular, la expresion de genes de defensa y de genes detoxificadores. No
obstante, si la infeccidn persiste se producira una mayor produccion de ROS relacionada con la HR.
En este proceso, conocido como estallido oxidativo, también es relevante la produccién de dxido
nitrico (Boller y Felix 2009).

Ademas de la defensa local, la resistencia de las plantas puede extenderse hacia regiones
totalmente intactas de la misma, alejadas del sitio de infeccién, que no han sido lesionadas por el
patdgeno. Esta defensa generalizada ha sido denominada respuesta sistémica adquirida o SAR (de
Systemic Acquired Resistance). La SAR tiene una duracidon de semanas y es una resistencia de
amplio espectro, ya que actia de forma semejante para una amplia variedad de patégenos (Ross,
1961; Ryals et al, 1996).

1.2.2 Seiializacion hormonal

La senal del patdgeno es percibida y amplificada a través de la acumulacién de moléculas senales
de la planta, como las hormonas acido salicilico (SA, de salicylic acid), etileno (ET, de ethylene) y
jasmonatos (JA, de jasmonic acid) (Yang et al., 1997). La induccion de estas vias conduce en cada
caso a la activacion transcripcional de un grupo especifico de genes de defensa, los cuales
contribuyen a la proteccion de la planta frente a distintos tipos de patdgenos, aunque existe una
intrincada interconexién de sefiales regulatorias entre las tres vias (Feys y Parker 2000; MCDowell
y Dangl 2000). De forma general, la resistencia mediada por genes R esta asociada a la activacion
de la via del SA y a la aparicion de la HR. Este tipo de muerte celular programada beneficia a la
planta evitando la dispersién de patdgenos biotrdficos tales como Pseudomonas syringae,
Peronospora parasiticay Erysiphae orontii (Bowling et al., 1994; Bowling et al., 1997, Clarke et al.,

1998). De forma contraria, los patdgenos necrétrofos tales como Alternaria brassicicola'y Botrytis



1 - Introduccion

cinerea, se benefician de la muerte celular, y son limitados por mecanismos alternativos
dependientes de JA y ET (Glazebrook 2005).

La respuesta de una planta a cualquier estimulo exdgeno o enddgeno nunca es el resultado de la
activacion de una Unica ruta de sefalizacion hormonal, sino que es la consecuencia de una
compleja red de interacciones entre distintas rutas de sefalizacidn. Distintos estimulos provocan
una activacion asimétrica de esas redes sefalizadoras complejas y el balance final de interacciones
entre las mismas es el que determina las respuestas especificas al estimulo inicial. A pesar de que
las rutas de transduccién que responden al SA y al JA, actian de forma independiente, se
encuentran ejemplos tanto de antagonismo como de cooperacidn (Turner et al., 2002; Rojo et al.,
2003).

Como se ha mencionado anteriormente, la percepcion del patégeno provoca la activacion de varias
cascadas de sefalizacién mediadas por MAPKs cuyo resultado final es inducir la expresion de los
genes de defensa. En Arabidopsis se ha planteado que las CDPKs actlan sinérgica e
independientemente de las MAPKs para inducir esta activacion. Para conseguirlo, estas cascadas
de sefalizacion conducen a la fosforilacién de varios factores de transcripcién, siendo estos los
que regulan finalmente la expresién de dichos genes. Destacan por su relevancia los factores de
transcripcion de tipo WRKYs (de Wit 2007; Boudsocq et /., 2010). Ademas, existe una inhibicién
cruzada entre estas dos vias de sefalizacion. De esta forma, una elevada resistencia a bidtrofos
esta correlacionada con un incremento de la susceptibilidad a necrotrofos. Asimismo, una elevada
resistencia a necrétrofos condiciona una mayor susceptibilidad a biétrofos (Robert-Seilaniantz et 4.,
2011). Este antagonismo ha sido aprovechado por algunos patdgenos para superar las defensas de
la planta. Algunas cepas de P. syringae producen el efector coronatina (COR, de Coronatine), cuya
estructura quimica es muy similar a la hormona JA. Su secrecidon consigue simular varias de las
respuestas activadas por esta hormona. De hecho, se ha demostrado que la coronatina de Pto
contribuye a su virulencia en Arabidopsis mediante la supresion indirecta de los mecanismos
defensivos mediados por SA, mas relevantes para combatir a este patdgeno (Brooks et al., 2005,
Van der Does et al., 2013).

Otra hormona vegetal involucrada en respuestas de defensa es el acido abscisico (ABA), la cual
varia su rol dependiendo del tipo de interaccién planta-patdgeno. EI ABA mejora la resistencia de la
planta frente a organismos necrétrofos y aumenta la susceptibilidad contra bidtrofos y
hemibidtrofos. Su forma de operar en la defensa de la planta involucra, en parte, el cierre de
estomas y formacion de calosa en los sitios de infeccion, lo cual interfiere con el ingreso de los
patdgenos (Maksimov 2009).

En los Ultimos afos, existe un nimero creciente de trabajos que implican a otras hormonas,
ademas de las tres ya mencionadas, en las respuestas de la planta frente al ataque del patdgeno;
ya sea favoreciendo la resistencia o la susceptibilidad al mismo. Es el caso del las citoquininas (CK,
de Cytokinins, Choi et al., 2010), las giberelinas (GAs, de Gibberellins; Navarro et al., 2008), las
auxinas (Wang et al., 2007) y los brasinosteroides (BR, de Brassinosteroids, Nakashita et al,, 2003).
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El ataque del patégeno provoca una modificacién de la abundancia relativa de todas estas
hormonas (Lopez et al., 2008). Esta nueva homeostasis hormonal conduce a la expresidon de los
genes defensivos adecuados que permitan a la planta presentar una respuesta defensiva eficiente.
Las funciones bioldgicas de estos genes incluyen, entre otras, la produccion de agentes
antimicrobianos o de proteinas capaces de catalizar dicha produccién, el reforzamiento de la pared
celular mediante la deposicién de calosa en los puntos de infeccién y una mayor lignificacion o la

aparicién de la HR en el lugar de inicio de la infeccién limitando su avance.

No obstante, los patégenos provocan una alteracién de esta homeostasis como parte de su
estrategia de virulencia, llegando incluso a producir fitohormonas o compuestos que las mimetizan.
De hecho, ha quedado probada la producciéon de SA, CK, ABA, auxinas, JA y ET en diferentes
especies de bacterias y hongos (Forchetti et a/, 2010; Costacurta y Vanderleyden, 1995; Tuomi et
al, 2013). Ademas también ha sido reportado que los patdgenos pueden inducir la produccion de
hormonas en el hospedero (Lopez et a/., 2008; Robert-Seilaniantz et a/, 2011).

1.2.3 Expresion de genes de defensa

Un componente clave para una defensa eficaz por parte de la planta, es la capacidad de inducir y
regular de forma especifica los patrones de expresion temporal y espacial de genes de defensa. La
reprogramacion de la expresidon génica durante las reacciones de PTI, ETS y ETI ha sido bastante
estudiada en diferentes patosistemas a través de la aplicacion de microarreglos o ADNc-AFLP (de
Amplified Fragment Length Polymorphism). Estudios por microarrays en Arabidopsis, revelaron que
mas de 1000 genes se regulan en los primeros 30 minutos después del tratamiento con flg22
(Zipfel et al., 2004; 2006). Mientras que algunos genes estan involucrados en las cascadas de
transduccidn de sefiales, otros activan defensinas o enzimas que estan implicadas en la biosintesis
de fitoalexinas o enzimas protectoras (Bell et a/., 1986; Ron y Avni 2004; Fritz-Laylin et a/., 2005;
Yu et al., 2005; Richter et al, 2006). De forma similar, un gran nimero de genes aumentan su
expresion rapidamente después del tratamiento con el peptidoglicano elf26, y el tratamiento con
quitina (Ramonell et a/, 2002; Libault et al, 2007), lo que sugiere que las respuestas PTI
desencadenadas por diferentes PAMPs implican mecanismos comunes de sefializacion corriente

abajo de su reconocimiento por parte de la célula vegetal.

Como ya se ha mencionado, para que el patdgeno logre colonizar un hospedero tiene que
atravesar una serie de barreras estructurales que presentan las plantas (Gohre y Robatzek 2008).
Una de las principales barreras la constituye la pared celular, y se sabe que durante la infeccidn las
plantas generan modificaciones en la pared con el fin de reforzar esta barrera estructural
(Chisholm et al., 2006; Gohre y Robatzek 2008). Una de estas modificaciones consiste en la
deposicion de calosa en aposiciones de la pared celular denominadas papilas (Gohre y Robatzek
2008). Estudios de expresion diferencial mediante microarreglos en el patosistema Arabidopsis-

Pseudomonas han mostrado que ciertos efectores previenen la sintesis de proteinas que se
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relacionan con el refuerzo de estas barreras estructurales, tales como la deposicién de calosa para
la formacion de papilas (Hauck et al, 2003). Igualmente, estudios de microscopia de
epifluorescencia con azul de anilina han demostrado que el efector XopN de Xanthomonas
campestres pv vesicatoria suprime la deposicion de calosa tanto en tomate como en Arabidopsis
(Kim et al., 2009).

En cuanto al uso de ADNc-AFLP para analisis de transcriptomas vegetales en patosistemas, esta ha
sido aplicada fundamentalmente para la busqueda de perfiles polimorficos, relacionados con la
expresion de genes frente al ataque por patdgenos (Birch y Kamoun 2000; Durrant et a/., 2000).
También a través de ADNc-AFLP se han estudiado perfiles de expresion relacionados con la HR en
tabaco y tomate (Vandenabeele et al, 2003; Gabriéls et a/, 2006), asi como en la SAR en
Arabidopsis (Maleck et al, 2000); sin embargo, como se menciond antes, estas técnicas o bien
requieren de pasos de hibridacién como los microarreglos, o poseen una baja cobertura de
transcriptos. Actualmente, y gracias a los avances en las técnicas de secuenciacion del ADN, a
través de tecnologias de nueva generacidn, se han revolucionado campos como los de la gendmica
y la transcriptémica. La caracterizacion completa y el analisis global de la expresidon génica en una
célula o tejido, aun sin ninguna informacion gendmica previa, es ahora posible a través de la
implementacion de la secuenciacion de ADNc, o mas recientemente de la secuenciacién directa de
ARN, tecnologia conocida como RNA-seq (Wang et a/., 2009; Garber et al., 2011; Egan et al.,
2012; Ward et a/., 2012). Esta herramienta transcriptdmica cambia la manera de cdmo se analizan
y comprenden los transcriptomas (Wang et a/, 2009). Ademas, el RNA-seq da una cobertura
completa de transcriptos, genera informacién no solo de la secuencia, sino también de la
estructura de exones y posibles eventos de splicing alternativo (Lister et a/., 2009; Gulledge et al.,
2012). A la fecha se han reportado estudios de transcriptdmica frente a patdgenos en Arabidopsis,
arroz, algoddn y soja, entre otros (Zhu et al., 2013; Bagnaresi et al., 2012; Sun et al., 2013; Kim et
al., 2011).

1.2.4 Muerte celular programada en plantas

La muerte celular programada (PCD, de programmed cell death) es un proceso de suicidio celular
controlado genéticamente, que cumple un rol esencial en la biologia de las plantas. La regulacion
de este programa es fundamental para asegurar que la PCD se active solamente en determinadas
células y en el momento apropiado (Ellis et a/, 1991). En plantas, una de las formas mas
estudiadas de PCD es la HR (Morel y Dangl, 1997). La PCD que se desencadena durante la HR
permite aislar al patdgeno y restringir su acceso a nutrientes y factores celulares necesarios para
su crecimiento y dispersion. Dentro de los procesos moleculares que desencadenan la HR, se
encuentra la produccion de ROS, la acumulacion de NO y el SA (Lam et &/, 2001). El andlisis de
mutantes de Arabidopsis afectados en el desencadenamiento de la HR, asi como en la dispersion
de la respuesta, ha generado evidencias de la importancia de la PCD en la respuesta de resistencia
a patdgenos inductores de HR (Lorrain et al, 2003). La activacion de PCD en plantas induce una
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serie de cambios celulares tales como condensacion de la cromatina, de fragmentacion del ADN,
cambios ultraestructurales en membranas y organelos, y la activacion de proteasas (del Pozo y
Lam, 1998; Rojo et al., 2004).

Las ROS y el NO se proponen como moléculas claves para el desarrollo de la HR (Delledonne et a/,
1998, 2001). Estudios farmacoldgicos y moleculares proporcionan evidencia de que la regulacion
de la PCD de células animales actian de manera similar en las células vegetales (Lam et al,, 2001).
En las células animales, las mitocondrias desempefian un papel en la PCD. Al percibir sefales de
muerte celular, una proteina pro-apoptoética llamada Bax forma canales en la membrana externa
de las mitocondrias y desencadena la liberacion de citocromo ¢, que es normalmente secuestrado
en el interior de las mitocondrias (Bultynck et a/, 2012). La liberacidn de citocromo c activa una
serie de proteasas de cisteina denominadas caspasas que conducen a la protedlisis de las proteinas
esenciales para el mantenimiento de la integridad celular (Bultynck et a/., 2012).

El estrés oxidativo causado por ROS y la peroxidacion lipidica (Figura 3) cumplen un rol importante
en la regulacién de la PCD (Slater et al., 1995). Las células estan constantemente generando ROS,
incluyendo perdéxido de hidrégeno, superéxido y radicales hidroxilos durante el metabolismo
aerobico. Los sustratos moleculares mas frecuentes de las ROS incluyen a los acidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares, nucledtidos en el ADN, proteinas y carbohidratos
(Beckman y Ames 1998). Frente a estas especies oxidantes, los organismos vivos han desarrollado
una serie de mecanismos de proteccidon que sirven para eliminar las ROS antes de que puedan
dafar partes sensibles de la maquinaria celular. Esencialmente, estos mecanismos se dividen en
dos grandes grupos: los enzimaticos y los no enzimaticos: 1) los enzimaticos que protegen a las
células frente a los ROS producidos durante el metabolismo, dentro de los que se encuentran la
superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutatién peroxidasa (GPX) y 2) antioxidantes-
no enzimaticos tales como tocoferoles, carotenoides, acido ascérbico (AsA, de ascorbico acid) y
glutatién (GSH) (Scandalios 2005).

Cuando las defensas antioxidantes se ven sobrepasadas por las fuerzas oxidantes se genera el
denominado estrés oxidativo. El estrés oxidativo es un estado de la célula en el cual se encuentra
alterada la dxidoreduccidn intracelular, es decir el balance entre prooxidantes y antioxidantes. Este
desbalance se debe a una excesiva produccién de ROS y/o por deficiencia en los mecanismos

antioxidantes, conduciendo al dafio celular.

La PCD es efectiva para evitar el desarrollo de hongos bidtrofos, como Peronospora sp. o Erysiphe
sp., los cuales necesitan de las células del hospedador para desarrollarse. Sin embargo, en el caso
de hongos necrotrofos, como Botrytis sp., Alternaria sp. o Penicillium sp., la HR no es efectiva, ya
que estos patdgenos obtienen del tejido muerto los nutrientes que necesitan para su desarrollo
(Glazebrook, 2005). La modificacion mediante transgénesis de las vias que regulan la PCD es una
estrategia potencial para desarrollar tolerancia a dichos patdgenos (Mitsuhara et a/., 1999; Qiao et
al., 2002). Se sabe muy poco sobre el mecanismo molecular subyacente de la PCD en plantas
(Dangl et al, 2000). Sin embargo, hay evidencias de que los mecanismos de regulacién basicos
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para la activacion de la PCD en animales y plantas estan parcialmente conservados (Kawai et al,
1999; Lacomme y Cruz, 1999; Mitsuhara et a/, 1999; Solomon et a/, 1999; Lam et a/, 2001;
Elbaz et al., 2002). En particular, evidencia morfoldgica y bioquimica ha sugerido la similitud entre
la HR de plantas y la muerte celular inducida por Bax en animales (Lacomme y Cruz, 1999;
Abramovitch et al,, 2003). Aunque hasta la fecha, ningin homdlogo de Bax fue identificado en los
genomas de plantas, la sobreexpresién de Bax de mamiferos en tabaco (Lacomme y Santa Cruz
1999) y Arabidopsis (Kawai-Yamada et al., 2001) induce la muerte celular, lo que sugiere la
existencia de mecanismos de regulacion de muerte celular similares en plantas y animales. En
1998 Xu y Reed identificaron una proteina humana capaz de suprimir la muerte celular mediada
por Bax en levadura, que denominaron (BI-1; de Bax Inhibidor-1;). Posteriormente, se aislaron
homdlogos a BI-1 en Arabidopsis (ABI-1) y arroz (OsBI-1) y su sobreexpresion en levaduras
suprimid la muerte celular mediada por Bax (Kawai et a/., 1999). En Arabidopsis, el gen AtBI-1 se
induce por heridas y en respuesta a patdgenos (Sanchez et /., 2000). Esta induccién se observa
tanto en interacciones compatibles como en incompatibles entre la planta hospedera y el patégeno
(Pseudomonas syringae), asi como después de la inoculacion con un microorganismo no
patogénico como es Escherichia coli (Huckelhoven 2004).

Figura 3. Seiializacion mediada por ROS. El reconocimiento del patdgeno por parte de la plantas conduce
a la produccion de ROS y a la activacién de los mecanismos de defensas de la planta. Tomado de Torres 2010.

1.2.5 Respuestas sistémicas

En 1961 se constatd que las plantas son capaces de transmitir informacion a hojas distales del sitio
de infeccion (Ross 1961). Esta comunicacidn a distancia en el interior de la planta requiere tanto
de la existencia de una sefial sistémica mévil como de un buen sistema de transporte que permita
una eficiente translocacion de la misma (Shah 2009). El tejido vascular de la planta representa una

perfecta via de transporte y distribucién de estas sefales sistémicas. También se ha comprobado
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que determinados compuestos volatiles pueden contribuir a esta sefalizacion sistémica sin
necesidad de utilizar el tejido vascular. Dichos compuestos volatiles pueden ser translocados por
via aérea y actuar sobre la propia planta o sobre plantas vecinas. También pueden ser emitidos por
plantas atacadas por ciertos herbivoros, induciendo una defensa indirecta mediante la atraccién de
los insectos predadores de estos herbivoros (Frost et al, 2008; Heil y Ton 2008).

Para que un determinado metabolito sea considerado como una seial sistémica de las defensas de
la planta, ha de poder translocarse desde el tejido atacado hasta las zonas distales antes de que se
induzcan en ellas las respuestas defensivas, pudiendo asi ser responsable de influir en la activacion
de las mismas. En este contexto cabe destacar el concepto de resistencia sistémica adquirida
(SAR), como un buen ejemplo de un mecanismo defensivo inducible que es activado en los tejidos
distales de la planta en respuesta a una infeccién local por un patégeno. Como se menciond
anteriormente, la SAR proporciona a la planta un aumento en la resistencia basal frente al posible
ataque posterior por parte de una amplia gama de patégenos (Viot et al., 2008; Shah 2009). La
resistencia sistémica inducida (ISR, de Induced Systemic Resistance) es otro tipo de sefializacion
sistémica defensiva que tiene lugar en la planta tras su colonizacion por parte de microorganismos
beneficiosos. Un ejemplo tipico de ISR es la colonizacidn de las raices de la planta por parte de
rizobacterias no patogénicas, hecho que proporciona a dicha planta una mayor resistencia frente a
infecciones posteriores por parte de diversos patégenos (van Loon, 2007). Durante los Ultimos
afos se han hecho bastantes esfuerzos para identificar posibles metabolitos que funcionen como
sefiales sistémicas defensivas, especialmente con aquellos involucrados en la SAR (Shah 2009). El
SA durante muchos afios fue considerado la sefal sistémica responsable de la induccion de SAR,
aunque varios estudios mas recientes mostraron que el SA no es la molécula translocada
responsable de la induccidn de resistencia en los tejidos sistémicos (Vernooij et al., 1994; Park et
al., 2007). En este sentido se ha demostrado que el acido metilsalicilico actia como una sefal
volatil que induce la SAR, y que es trasmitida a partes distantes de la planta e incluso a plantas
vecinas (Park et a/., 2007). Sin embargo, en los Ultimos afios se ha observado que el metilsalicilato
no es la uUnica sefal y podrian actuar otras moléculas como DIR1 (de Defective in Iiduced
Resistance 1), AzA (de dicarboxylic acid azelaic acid), GP3 (de glycerol-3-phosphate) (Shah y Zeier
2013).

1.3 Physcomitrella como organismo modelo

Los musgos o briofitas dominaron regiones terrestres hace 400 millones de afos, y se encuentran
hoy en dia ampliamente distribuidas en el planeta, desde los tropicos hasta la Antartida (Proctor y
Tuba 2002; Robinson et al, 2003). Se originaron como una rama divergente de las plantas
vasculares, aunque probablemente compartan un ancestro comun. Physcomitrella patens
pertenece a las briofitas y habita predominantemente en zonas templadas. Physcomitrella es la
primera planta terrestre sin flor, cuyo genoma fue secuenciado, por lo que resulta un modelo ideal

para responder preguntas fundamentalmente acerca de la evolucién de plantas a nivel molecular.
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La primera versidon del genoma de Physcomitrella v1.1 (la utilizada en este trabajo para hacer los
estudios transcriptdmicos) reflejaba que el genoma contenia 480 MB distribuidas en 27
cromosomas y contenia mas de 32.000 genes predichos, a diferencia 25.000 en el genoma de
Arabidopsis thaliana (125Mb) y mas de 50.000 en Oryza sativa (466Mb) (Yu et al., 2002; Rensing
et al., 2008; Zimmer et al, 2013). Esta version solo contiene un 41% de los loci anotados. A
mediados del 2013 Zimmer et al.,, presentaron la versién v1.6 del genoma de Physcomitrella, la
cual presenta la anotacion estructural de 32.275 genes que codifican proteinas, resultando en 8387
loci adicionales que incluyen 1.456 loci con dominios de proteinas conocidas u homdlogos en el
reino Plantae. Esta es la primera versidn que incuye informacidon sobre las isoformas de
transcripcion, lo que sugiere eventos de splicing alternativo por lo menos en 10.8% de los loci.
Ademas, esta nueva version también proporciona informacion sobre loci no codificantes de
proteinas. Se mejoraron las anotaciones funcionales en cuanto a calidad y cobertura, lo que resulto
en 58% de los loci anotados (anteriormente: 41%), que comprenden también 7.200 loci anotados
adicionales. El acceso a la anotacion del genoma funcional y estructural se proporciona a través de

la base de datos www.cosmoss.org.

Una herramienta poderosa para estudiar la funcién de genes especificos es la genética reversa, a
través de la alteracion dirigida de genes y la produccién de plantas mutantes knockout.
Physcomitrella es el primer musgo en ser transformado eficientemente (Schaefer et a/,, 1991), y
mas interesante es el primer eucariota multicelular en el cual la integracion de ADN en el genoma
ocurre mediante recombinacidon homdloga con una eficiencia similar a la observada en la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Schaefer y Zryd 1997; Schaefer 2001). La habilidad de Physcomitrella
para dirigir ADN exdgeno a un locus en particular, provee una herramienta para la disrupcién

dirigida y el analisis funcional de genes en estudio.

1.3.1 El ciclo de vida de Physcomitrella

El cico de vida Physcomitrella consiste en un gametofito haploide dimdrfico dominante y un
esporofito reducido. A diferencia de las angiospermas, Physcomitrella utiliza esperma flagelado
capaz de nadar libremente para la fertilizacién, un proceso totalmente dependiente del agua
(Prigge y Bezanilla 2010). A lo largo de la evolucidn de las plantas, el cambio de la alternancia de
generaciones did lugar a un esporofito diploide dominante y un gametofito haploide reducido
(Gerrienne y Gonez 2011).

El ciclo de vida de Physcomitrella comienza ya sea con la germinacidn de esporas o artificialmente,
con la regeneracidn de protoplastos. Ambos procesos implican crecimiento polar y la produccion de
redes filamentosas de protonemas (Figura 4). El protonema se compone de dos tipos de
filamentos; cloronema y caulonema. El caulonema crece mas rapido que el cloronema. Los
primeros tipos de filamentos que emergen son el cloronema y estos son ricos en cloroplastos,
entre 50-100 cloroplastos por célula. Los tabiques divisorios que se forman entre las células del

cloronema son siempre perpendiculares al eje del filamento (Menand et &/, 2007). El caulonema


http:www.cosmoss.org

1 - Introduccion

surge de la divisidn de las células apicales del cloronema de una manera dependiente de auxinas.
Las células del caulonema crecen mas rapido y por lo general poseen un menor nimero de
cloroplastos que las células del cloronema. Las divisiones entre células del caulonema son siempre
oblicuas al eje longitudinal de la célula (Prigge y Bezanilla 2010).

Las ramas laterales del caulonema se diferencian en las yemas, de las cuales se desarrollan los
gametodforos. La division celular en diagonal produce una célula apical que da lugar a un
gametdforo y células basales que dan lugar a rizoides. Las briofitas no tienen lo que se define
como 'hojas verdaderas". Las hojas del gametofito son diferentes a las de las plantas vasculares
porque no tienen estomas, tejido vascular, cuticula y solo tienen una capa de células. Las hojas
juveniles no tienen tejido vascular y en el caso de las hojas adultas estas desarrollan una
nervadura centra que probablemente funcione como un tejido conductivo (Sakakibara et al., 2003).
Los gametdforos llegan a la fase adulta y contintan diferenciandose, produciendo finalmente los

organos reproductivos masculinos (anteridios) y los femeninos (arquegonios).

Figura 4. Ciclo de vida de Physcomitrella. En la fase haploide, el gametofito produce los 6rganos
sexuales masculinos (anteridios) y femeninos (arquegonios). Las células sexuales masculinas (anterozoides) y
las células sexuales femeninas (oosfera) se producen por mitosis. Luego de la fecundacion se forma un
pequefio esporofito diploide dependiente del gametofito. En la capsula del esporofito se forman las esporas,
haploides, que se liberan al alcanzar la madurez. Luego de ser liberadas germinan y forman filamentos que se
denominan protonema y se forman nuevos gametofitos (Tomada de
www.cfg.uu.se/models Physcomitrella.html).

Dado que Physcomitrella es una planta monoica, ambos gametos, masculinos y femeninos, se
producen en la misma planta. En presencia de agua, los anteridios forman anterozoides, que
nadan hacia los arquegonios, que contienen las células huevo. Después de la fecundacion, se

forma un cigoto, que luego crece y se desarrolla en un esporofito diploide maduro, compuesto por
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una seta corta cubierta con una capsula de esporas. Después de la meiosis, varios miles de
esporas son producidos dentro de la capsula de esporas y son dispersados en el ambiente
circundante. Tras la germinacion de estas esporas se reanuda el ciclo de vida, que tiene una
duracién aproximada de tres meses (Schaefer y Zryd 2001; Prigge y Bezanilla 2010). Los tejidos
vegetativos de Physcomitrella se pueden propagar continuamente /in vitro, lo cual requiere muy
poco espacio en el cuarto de cultivo. Las células vegetales son totipotentes, y en consecuencia
pueden regenerarse a partir de protoplastos o después de la rotura mecanica de los tejidos
(Sugimto et al., 2011, Ishikawa et a/, 2011). La transformacion de Physcomitrella es llevado a
cabo por bombardeo de particulas de protonemas o por transformaciéon de protoplastos mediada
por polietilenglicol (PEG), que pueden dar lugar a transformantes estables luego de 4-6 semanas
(Schaefer et al., 1991; Prigge y Bezanilla 2010).

1.3.2 Physcomitrella como sistema modelo para estudios funcionales de genes

El potencial de los musgos como sistemas modelo para el estudio de procesos bioldgicos fue por
primera vez reconocido en los afos 40. Dentro de las caracteristicas principales que hacen al
musgo Physcomitrella un excelente modelo, se encuentran su patrén de desarrollo relativamente
sencillo, sus respuestas a factores de crecimiento vegetales similares a plantas vasculares, y la
facilidad para aproximaciones genéticas resultantes de su dominancia gametofitica de su ciclo de
vida (Cove et al., 1997). La principal ventaja de que Physcomitrella posea un gametofito haploide
dominante es que no se requieren retrocruzamientos con el fin de generar mutantes homocigotos,
lo cual ahorra muchisimo tiempo y trabajo (Reski y Frank 2005). Sin embargo, una de las
desventajas mas importantes es que los “mutantes knockout’ de algunos genes pueden causar
letalidad embrionaria por lo que no serian viables. Esto ha sido resuelto mediante el uso de la
técnica de ARN de interferencia ARNi (Prigge y Bezanilla 2010). Construcciones de ARNi pueden
ser disefiadas para reducir los niveles transcripcionales de genes de interés, lo que resulta en una
disminucién en lugar de una anulacion de los niveles transcripcionales de genes especificos o
incluso familias génicas enteras de genes simultaneamente (Bezanilla et a., 2003; Khraiwesh et
al., 2008).

El andlisis del transcriptoma de esta planta en relacién a los genes de Arabidopsis, demostr6é que
66% de los genes de Arabidopsis tienen homologos en Physcomitrella y que ademas existe un
numero de al menos 850 genes que son especificos de Physcomitrella y estan ausentes en plantas
vasculares (Nishiyama et al, 2003). Los musgos en general son mas tolerantes a cambios
ambientales bruscos en comparacion con plantas vasculares, incluyendo una mayor tolerancia a
sequia, radiacidon y temperaturas extremas (Frank et a/, 2005, Rensing et a/.,, 2008) y también hay
evidencias de una mayor resistencia a patdgenos (Lawton y Saidasan 2009). Por estos motivos en
conjunto, Physcomitrella representa una fuente de genes que podran ser utilizados para conferir

mayor tolerancia a diferentes tipos de estrés en plantas de interés agrondmico.
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1.3.3 Antecedentes en el estudio de la interaccion planta-patégeno en Physcomitrella

En los Ultimos afios nuestro grupo de investigacidn se ha enfocado en el andlisis de los
mecanismos de defensa que se activan en Physcomitrella frente a la infeccion con
microorganismos patdgenos. Demostramos que tres patdgenos de plantas vasculares de amplio
rango de hospedero, incluyendo la bacteria Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (P.c.
carotovorum), el hongo B. cinerea, y los oomicetes Pythium debaryanum (P. debaryanum) y
Pythium irregulare (P. irregulare) infectan Physcomitrella causando sintomas de enfermedad,
incluyendo la maceracion del tejido vegetal (Ponce de Ledn et al., 2007; Castro et al., 2009; Ponce
de Ledn 2011) (Figura 5 parte i y ii). Dado que Physcomitrella tiene una sola capa de células en la
mayor parte de sus tejidos, lo cual facilita enormemente las observaciones /n-vivo mediante
microscopia, hemos podido observar el amarronamiento de las paredes de las células infectadas,
que en el caso de la infeccidon con P. debaryanumy P. irregulare se acompana de un cambio en la

distribucion de los cloroplastos (Castro et al., 2009).

La bacteria P.c. carotovorum produce enzimas que degradan la pared celular (PCWDE, de Plant
Cell Wall Degrading Enzymes), incluyendo celulasas, proteasas y pectinasas (Perombelon y Kelman,
1980; Palva et a/.,, 1993). Tratamientos de plantas vasculares con el filtrado de cultivo (CF) de A.c.
carotovorum, el cual es libre de células y contiene CWDEs, que liberan oligogalacturénidos de la
pared de las células vegetales que actlan como DAMPS, son capaces de activar la respuesta de
defensa vegetal evidenciada por la acumulacién de fitoalexinas y la activacion de genes
relacionados con la defensa (Norman ef a/, 2000; Vidal ef al, 1997 y 1998). Dado que el CF
induce sintomas y la expresidon de genes de defensa de manera muy similar a lo que sucede con la
bacteria P.c. carotovorum (Vidal et al., 1997), los CFs son utilizados frecuentemente en el estudio
de las respuestas de defensa inducidas por esta bacteria. Los estudios en Physcomitrella
demostraron que tanto el CF de la cepa SCC1 de P.c. carofovorum, que tiene el gen ArpN que
codifica para la proteina harpin, inductora de la HR, como el CF de la cepa SCC3193 HrpN-negativa
de Pectobacterium wasabiae (ex P.c carotovorum cepa SCC3193) (Mattinen et a/, 2004, Nykyri et
al., 2012) son capaces de causar maceracion en los tejidos de Physcomitrella (Ponce de Ledn et
al., 2007, 2012) (Figura 5 parte i).

Ademas, tanto B. cinerea, como las dos especies de Pythium, y el CF de la cepa SCC1 de P.c.
carotovorum y SCC3193 de A. wasabiae, pueden inducir una respuesta de defensa en
Physcomitrella (Ponce de Ledn et al,, 2007; Castro et al,, 2009; Ponce de Ledn et al,, 2012).

Las ROS pueden ademas contribuir al fortalecimiento de la pared celular al catalizar uniones
cruzadas entre los polimeros de la pared celular, y sirven como una sefal a las células vecinas
indicando que un ataque esta en marcha. En respuesta a la infeccion con Pythiumy B. cinerea se
acumulan ROS y se refuerza la pared celular mediante la acumulacién de compuestos fendlicos
(Castro et al., 2009; Ponce de Ledn et al., 2012).
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Tejidos de Physcomitrella tratados con el CF de A.c. carotovorum también presentaron
modificaciones de la pared celular, incluyendo la incorporacion de compuestos fendlicos
evidenciado por tinciones con safranina-O (color rosa-rojo de las células y las paredes celulares)

(datos del grupo no publicados, manuscrito en preparacion) (Figura 6).

Figura 5 Sintomas de enfermedad de tejidos de Physcomitrella en respuesta a elicitores y
patégenos. Parte i) Desarrollo de sintomas en respuesta al CF de A.c.carofovorum y k y esporas de B.
cinerea. Colonias y gameetoforos tratados con LB (A, B), CF (SCC1) (C, D), CF (SCC3193) (F, G) o con
esporas de B. cinerea spores (H, I). Se presentan acercameitnos de colonias tratadas con el CF(SCC1) (E), o
inoculadas con esporas de B. cinerea. Las fotos fueron tomadas de colonias inoculadas durante 48 horas.
Tomado de Ponce de Ledn et al, 2007. Parte ii) Sintomas de enfermedad en los tejidos infectados de
Physcomitrella con Pythium. A) gametdforo tratado con PDA, b) gametdforo inoculado tratado con A,
debaryanum, c) gametoforo inoculado con P. jrregulare, d) hoja tratada con PDA, e) hoja inoculada con A.
debaryanum, f) hoja inoculada con P. irregulare g) colonias tratadas con PDA, h) colonias inoculadas con A.
debaryanum, i) colonias inoculadas con P, irregulare. Las fotos se tomaron a 1 dia post tratamiento. Tomado
de Castro et al., 2009.

Las células vegetales también responden al ataque microbiano al sintetizar rapidamente y
depositar calosa entre la pared celular y la membrana de la célula adyacente al patdgeno invasor.
La calosa es un polimero B-1,3-glucano y su deposicion permite que la pared celular sea menos

vulnerable a la infeccidn y la degradacion por parte del patdgeno mediante CWDEs (Jacobs et al.,
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2003; Ton et al, 2004). Al analizar tejidos de Physcomitrella tratados con elicitores de A.c
carotovorum se observé que los filamentos de protonema acumulan calosa (Figura 6f) (datos no
publicados; manuscrito en preparacion). Estos resultados indican que los elicitores de la cepa P.c.
carotovorum SCC1 inducen la fortificacion de la pared celular en los tejidos de Physcomtirella,
evidenciadas por la incorporacién de compuestos fendlicos y deposicion de calosa. Esto es
consistente con el refuerzo de la pared celular observado en plantas vasculares tratadas con
elicitores (Hickelhoven et al., 2007, Hématy et al., 2009).

Figura 6. Cambios a nivel de la pared celular (a, b, d, €) La incorporacion de compuestos fendlicos en
las paredes de células de Physcomitrella tratadas con elicitores. Tejido de protonema tratado y tefiido con
safranina-0. (a, b) tratadas con agua, (d, e) tratados con elicitores de la cepa SCC1 de P.c caratovorum ((c,
f) Deposicion de calosa en tejidos de Physcomitrella tratadas con elicitores. c) protonema de Physcmitrella
tratados con agua y f) tratados con elicitores de la cepa SCC1 de P.c caratovorum.. Las fotografias de
muestras representativas fueron tomadas 24 horas después del tratamiento. Los depdsitos callose aparecen
como manchas fluorescentes brillantes. La barra de escala representa el 20 um.

Como se menciond anteriormente, la PCD es un mecanismo importante en la respuesta de defensa
frente a patdgenos (O 'Brien et a/, 1998; del Pozo y Lam 1998; Rojo et al., 2004). B. cinerea 'y
elicitores de la cepa SCC1 de A.c. carotovorum la cual tiene el gen Arp/N que codifica para la
proteina harpin, inductora de la HR, generan muerte celular de los tejidos de Physcomitrella con
caracteristicas de PCD, incluyendo el colapso del citoplasma, acumulacién de compuestos fendlicos
y amarronamiento de los cloroplastos (Ponce de Ledn et &/, 2007). Recientemente confirmamos
mediante la técnica de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end
labeling) que B. cinerea induce PCD, particularmente en células colonizadas por hifas del hongo,
indicando la fragmentacion del ADN (Ponce de Ledn et al, 2012). Si bien estos resultados
muestran que se induce este tipo de muerte celular en Physcomitrella, seria importante poder

determinar si la PCD participa y contribuye a la defensa de este musgo frente a patdgenos.
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Hemos puesto a punto la cuantificacién de la muerte celular en plantas enteras (colonias de
Physcomitrella) mediante tinciones con azul de Evans. Este colorante solo entra en las células que
estan muertas o que estan muriendo, y nos ha permitido cuantificar la muerte celular producida en
Physcomitrella después del tratamiento con diferentes patégenos (Castro et a/, 2009; Ponce de
Ledn et al., 2012) y compuestos inductores de PCD, incluyendo el SA, paraquat, NO, shock térmico,
sulfato de cobre, etc.

Mediante la colaboracion establecida con el Dr. Schmeltz (Center for Medical, Agricultural, and
Veterinary Entomology de Florida, USA), hemos medido en Physcomitrella varias hormonas
implicadas en la defensa vegetal, incluyendo SA, ABA, JA y auxinas, en muestras infectadas con los
diferentes patdgenos (P.c. carotovorum, B. cinerea, y las dos especies de Pythium). Uno de los
resultados mas sorprendentes obtenidos de estos andlisis es la ausencia de JA en en plantas de
Physcomitrella inoculadas con patdgenos (Ponce de Ledn et al., 2012). La ausencia de JA también
habia sido reportada para plantas de Physcomitrella control y sometidas a heridas (Stumpe et a/,
2010; Browse 2009). Estos resultado indican que en Physcomitrella esta hormona no se produce,
probablemente debido a la ausencia de la OPDA reductasa 3, enzima encargada de la conversion a
JA. Sin embargo, Physcomitrella es capaz de responder a jasmonatos, evidenciado por la induccién
de genes de defensa y por el acortamiento de los rizoides, de manera similar al acortamiento de
raices que ocurre en plantas vasculares (Ponce de Ledn et al., 2012). También detectamos un
aumento en los niveles de SA en respuesta a la infeccién con B. cinerea (Ponce de Ledn et al.,
2012). A su vez el pretratamiento con SA aumenta notoriamente la resistencia de Physcomitrella
frente a P. jrregulare (datos de nuestro grupo no publicados). De manera similar, el pretratamiento
con SA induce un aumento en la resistencia a A.c. carotovorum (Andersson et al., 2005). Estos
resultados sugieren que la resistencia mediada por SA podria involucrar la activacién de
mecanismos de defensa similares en musgos y angiospermas. En plantas vasculares, el SA
desempefia un papel clave en la activacion de mecanismos de defensa asociados con la HR y
participa amplificando la sefial, tanto corriente arriba como corriente debajo de la muerte celular
(Alvarez et al., 1998). La generacion de plantas transgénicas NahG, deficientes en la acumulacién
del SA, podria contribuir a aclarar la participacién del SA en la respuesta de defensa de

Physcomitrella, incluyendo respuestas como la HR.

Con el objetivo de identificar genes de Physcomtrella inducibles por patdgenos, analizamos la
expresion de un conjunto de 150 genes, cuyos ADNc fueron pedidos al Physcobase
(http://moss.nibb.ac.jp) utilizando la técnica de Northern inverso. Para algunos de los genes que

mostraron un aumento de expresion en plantas tratadas con el CF de la cepa SCC1 de A.c
carotovorum, y la cepa SCC3193 de P.c. wasabiae y/o inoculadas con esporas de B. cinerea
comparados con plantas control, se analizd el patrén de expresidn mediante Northern blot. Como
resultado de estos andlisis identificamos varios genes inducibles por patdgenos incluyendo aquellos

que codifican para proteinas con homologia a la proteina relacionada con la patogenicidad PR-1,


http:http://moss.nibb.ac.jp
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chalcona sintasa (CHS), fenil-amonioliasa (PAL) y lipoxigenasa (LOX) de plantas vasculares (Ponce
de Ledn et al, 2007; Castro et al, 2009). La LOX es una enzima clave en la sintesis de
compuestos relacionados con la defensa, incluyendo JA (Feussner et a/., 2002). La PAL media la
biosintesis de fenilpropanoides y SA (Dixon et al, 1995; Hahlbrock et a/, 1989), la CHS es la
primera enzima en la sintesis de flavonoides (Dixon et a/., 1995) y PR-1 es considerado como un

marcador de la via del SA en plantas vasculares (Durrant y Dong, 2004).

Los resultados obtenidos demuestran que Physcomitrella activa mecanismos de defensa en
respuesta a elicitores de AP.c. carotovorum 'y P. wasabiae, B. cinereay Pythium. Probablemente,
Physcomitrella perciba la presencia del patdgeno a través de la deteccion de PAMPs, o DAMPs
como fragmentos de pared celular liberados por la accién de CWDEs, lo que conduciria a la
activacion de defensas relacionadas a la produccion de ROS, el fortalecimiento de la pared celular,
la acumulacién de hormonas de defensa y finalmente la activacion de genes involucrados en la
defensa vegetal. Mas de 450 millones de afios separan a las briofitas de las plantas vasculares, sin
embargo algunas reportes sugieren que los musgos podrian utilizar mecanismos para el
reconocimiento de patdgenos similares a los de las plantas vasculares. Un ejemplo es el
reconocimiento de la quitina (Lawton y Saidasan 2009). Ademas, PRRs tipicos, incluidos los
homdlogos de los receptores de quitosano (Lawton y Saidasan 2009), y genes con homologia a los
genes R estan presentes en el genoma de Physcomitrella (Shiu et al., 2004; Vij et al, 2008). Por lo
tanto, Physcomitrella es un buen modelo para el estudio de la percepcidn, sefalizacion y activacion
de la defensa vegetal mediada por PAMPs y DAMPs, y el conocimiento generado puede ser

comparado con el de plantas vasculares.

Figura 7. Elicitores de P.c. carotovorumy P. wasabiaey los hongos B. cinerea, P. debaryanumy
P. irregurare inducen genes relacionados con la defensa vegetal en Physcomitrella. Perfiles de
expresion de genes de Physcomitrella homdlogos a PR-1. PAL, CHS y LOX. Andlisis por Northern blot
utilizando muestras de ARN de colonias de Physcomitrella: A) en condiciones control (C) o tratadas con el CF
de las cepas SCC1 y SCC3193 de A.c. carotovorumy P. wasabiae, y tratadas con una suspension de esporas
de B cinerea y B) en condiciones control (C) o tratadas con plug de PDA conteniendo micelio de
P. deberyanumy P. irregulare.
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Dada la poca informacion que hay sobre los mecanismos de defensa que se activan en
Physcomitrella, es importante generar conocimiento sobre las vias de defensa y genes de
respuesta que se activan frente a la infeccidn. La identificacidén y caracterizacion de genes que se
inducen o se reprimen en respuesta a patdgenos, junto con el analisis funcional de alguno de estos
genes, permitira abordar el estudio de los mecanismos moleculares que tienen lugar en las
respuestas de defensa que se disparan en Physcomitrella. Esto permitira identificar mecanismos de
defensa que son compartidos entre Physcomitrella y plantas vasculares, asi como estrategias de

defensa novedosas.



2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Esta tesis esta centrada en la identificacién y caracterizacion de genes que permitan comprender
los mecanismos de respuesta a patdgenos en Physcomitrella patens.

2. 2 Objetivos especificos:

1. Identificar genes de Physcomitrella inducidos en respuesta a elicitores de Pectobacterium
carotovorum sp. carotovorum.

2. Andlisis funcional de genes de Physcomitrella con un posible rol en la defensa vegetal.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

3.1.1 Physcomitrella patens

El musgo Physcomitrella tipo salvaje (Schaefer ef al., 1991) fue utilizado en todos los estudios de
este trabajo. Los cultivos de Physcomitrella tanto en estado de protonema como en forma de
colonia fueron mantenidos y subcultivados in vitro en placas de petri con medio sélido BCDTA
[CuS0O4.H,O 0.055 mg/L, ZnS0..7H,0 0.055 mg/L, H3BOs 0.614 mg/L, MnCl,.4H,0 0.389 mg/L,
CoCl,.6H,0 0.055 mg/L, KI 0.028 mg/L Na,Mo004.2H,0 0.025 mg/L, MgS0.,.7H,0 0.25 g/L (1mM),
KH,PO, 0.25 g/L (1.8 mM) pH 6.5, KNO; 1.01 g/L (10 mM), FeSO4 12.5 mg/L (45 uM), CaCl, 1 mM,
tartrato de amonio 5 mM] con agar 10 g/L, (Ashton y Cove 1977) y en algunos casos cubiertos con
discos de celofan estéril. Physcomitrelia fue crecido a 22-24°C con un fotoperiodo de 16 horas luz/
8 horas oscuridad. La micropropagacion del material vegetal se realizd con material estéril en una
camara de flujo laminar.

Para la induccion del gametofito se cultivaron protonemas frescos de Physcomitrella wt y lineas
sobre-expresantes en discos Jiffy7, cubiertos por agua por debajo de 1 cm, a 229-24°C en
condiciones de dia largo (16 h de luuz/dia). Después de 6 semanas de crecimiento, cuando los
gametofitos tenian entre 8 a 10 hojas se transfirieron a camara de crecimiento a 15°C en

condiciones de dia corto (8 h de luz / dia) para la induccidn del esporofito.

3.1.2 Condiciones de cultivo que favorecen el desarrollo del caulonema
Para analizar el desarrollo del caulonema, las colonias de Physcomitrella fueron crecidas en medio
BCDTA suplementado con 0.15 M de glucosa durante 10 dias. Luego se colocaron las placas hacia

abajo y en oscuridad y asi se crecieron las colonias durante 10 dias mas (Olsson et a/., 2003).

3.1.3 Arabidopsis thaliana

Para la obtencion de lineas sobre-expresantes y para la comparacion fenotipica bajo condiciones de
estrés y control, se us6 Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0. Las plantas de Arabidopsis se cultivaron
en camara de crecimiento con 100 umol fotones m2seg™ de intensidad luminica y fotoperiodo 16 h
luz/8 h oscuridad a 24°C. Para las plantas de Arabidopsis crecidas in vitro se utilizé el medio MS
(Murashinge y Skoog 1962) con la mitad de concentracién (Y2 MS) pH 5.7, 0.7% agar. Se esterilizd
la superficie de las semillas sumergiéndolas primero en 70% EtOH por un maximo de 5 min y

luego en una solucidn 7% de hipoclorito de sodio y 0.05% 7ween durante 15 minutos con
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agitacion. Se realizaron cuatro lavados de 5 min con agua destilada estéril y se procedié a
sembrarlas en el medio mencionado anteriormente. Las semillas se estratificaron durante 2 dias en
heladera a 4°C y se transfirieron a cdmara de crecimiento. Para las plantas de Arabidopsis crecidas
ex vitro se utilizaron las mismas condiciones de crecimiento con turba rubia como sustrato. Como

solucién de riego se utilizé agua destilada.

3.1.4 Nicotiana tabacum

Para realizar los analisis de localizacion subcelular mediante agroinfiltracion se us6 Nicotiana
tabacum cv. samsun. Las semillas de Nicotiana fueron esterilizadas como se describe en 3.1.3.
Transcurrida una semana, las plantulas fueron pasadas a macetas con turba y regadas
regularmente. Las condiciones de cultivo fueron de dia largo (16 horas de luz y 8 de oscuridad),

22°C y 50% de humedad relativa. Como solucién de riego se utilizé agua destilada.

3.2 Cepa y cultivo de microorganismos

3.2.1 Escherichia coli

Para las transformaciones se utilizaron células competentes de la cepa DH5a 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 sélido (LB 1,5% agar).

3.2.2 Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum

Se utilizd la cepa SCC1 de Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Pcc) (antiguamente
denominada Erwinia carotovora subsp. carotovora (Rantakari, et al, 2001). Las bacterias fueron
cultivadas en medio LB por 16 h a 28°C. Para obtener el filtrado de cultivo (CF) se inocul6 un
cultivo liquido de LB que se incubd con agitacién a 28°C hasta alcanzar una densidad de 1x10®
ufc/mL (densidad Optica a 600 nm de 1.8-2.0). 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
-200C.

3.2.3 Botrytis cinerea

El hongo Botrytis cinerea (B. dinerea) fue crecido en medio PDA (de Potato Dextrose Agar) (PDB
comercial (Applichem); 1.5% agar). Las esporas se recogieron a partir de cultivos de
aproximadamente 3 semanas crecidas a 22°C, resuspendidas en H,O mQ (bidestilada) y se
contaron en una camara Improved-Neubauer. Para inocular se utilizaron dos concentraciones,
5x10° esporas/mL y 1x10° esporas/mL.

Para los estudios de microscopia se utilizo una cepa modificada de B. cinerea que expresa
constitutivamente GFP (de Green fluorescent protein) y permite visualizar el avance de la

enfermedad en los tejidos infectados.
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3.2.4 Pythium irregulare

Pythium irregulare (P. irregulare) fue cultivado en PDA (Applichem) a 22°C. Plugs de agar de 0.5
cm de diametro conteniendo micelio de P. jrregulare fueron colocados sobre las colonias de
Physcomitrella. El desarrollo de Pythium dentro de los tejidos vegetales fue monitoreado tifiendo
los tejidos con 0.1% de Solophenyl Flavine 7GFE 500 en agua durante 10 min, lavado con agua y

visualizado por microscopia de epifluorescencia (Hoch et al,, 2005).

3.2.4 Agrobacterium tumefaciens

La bacteria Agrobacterium tumefaciens fue crecida 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 autoclave. La

temperatura optima de crecimiento es de 25-28°C.

3.3 Tratamientos

3.3.1 Tratamientos con microorganismos fitopatogenos

Se trataron colonias de Physcomitrella salvajes, y lineas que sobre-expresan los genes PpPKC
(OEPKC) y PpBI-1 (OEBI) con el filtrado de cultivo (CF, de culture filtrate) de la cepa SCC1 y
SC3193 de A.c. carofovorumy P. wasabiae respectivamente, y como control se utilizaron colonias
sin tratar. La inoculacién con B. dnerea se realizd con suspensiones de esporas con
concentraciones de 1x10° y 5x10° esporas/mL. Como control se utilizaron colonias sin tratar o
tratadas con agua. Los tratamientos se realizaron rociando con un atomizador (aproximadamente
150 pL por colonia) colonias crecidas en medio BCDAT con celofan durante aproximadamente tres
semanas. La inoculacidn con P. jrregulare se realizd colocando plugs conteniendo el micelio del

hongo sobre las colonias. Como control del tratamiento se utilizaron plugs de PDA.

3.3.2 Tratamientos con inductores de PCD
Se trataron protoplastos de Physcomitrella salvaje y lineas que sobre-expresan PpBI-1 con
quitosano a una concentracion final de 50 y 150 ug/mL durante 4 horas y posteriormente se

evaluod la muerte celular como se describe en 3.8.1.

3.3.3 Tratamientos con moléculas relacionadas con el estrés abiotico
Se realizaron tratamientos con acido abscisico (ABA, 100 uM), manitol 0,9M, cloruro de sodio (Nad,
0,5 M), 2 horas con luz UVB y shock térmico (37°C). Los tratamientos se hicieron incorporando los

compuestos en el medio de cultivo.
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3.4 Modificaciones generales del ADN

3.4.1 Digestiones con 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, los
fragmentos se purificaron utilizando los kits comerciales GenCatch (TM) Gel Extraction Kit o
GenCatch (TM) PCR Cleanup (Epoch Biolabs, Missouri City, USA).

3.4.2 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 toda la noche a 16°C.

3.5 Preparacion y analisis de acidos nucleicos

3.5.1 Obtencion de ADN plasmidico

Las extracciones de ADN plasmidico a pequeiia escala se realizaron a partir de cultivos liquidos de
3-5mL en medio LB y el antibidtico correspondiente. Las muestras fueron centrifugadas durante 1
minuto a 13000 rpm vy el pellet bacteriano fue resuspendido en 300 pL de buffer 1 (tris-HCl 50 mM
pH 8.0, EDTA 10mM, RNAsa 100ug/mL). Se agregaron 300 pL de buffer 2 (NaOH 200 mM, SDS
1%) y se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se agregd 300 uL de buffer 3
(acetato de potasio 3.0 M pH 5.5) y se incub6é 5 minutos en hielo. Luego se centrifugd 10 min a
13000 rpm y se recuperd el sobrenadante. EI ADN plasmidico fue precipitado con 0.7 volimenes
de isopropanol, se centrifugd a 13000 rpm durante 30 minutos, se lavo el pellet con etanol (EtOH)
70% y se resuspendidé en 50 pL de H20. También se utilizd el kit comercial de extraccion GenCatch
(TM) Plasmid DNA Minjprep (Epoch Biolabs, Missouri City, USA). Las extracciones a mayor escala
se realizaron a partir de cultivos bacterianos de 100 mL y se utilizé el kit comercial GenCatch (TM)
Plasmid DNA Midiprep (Epoch Biolabs, Missouri City, USA).

3.5.2 Obtencion de ADN a partir de tejidos vegetales

Las extracciones de ADN gendmico se realizaron utilizando protocolos caseros o con el kit DNVeasy
Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las
extracciones de ADN gendmico de Physcomitrella se realizaron a partir de tejidos de Physcomitrella
correspondientes a 3-4 placas crecidos en estadio de protonema de 15-20 dias.

Con el método casero se maceraron los tejidos vegetales en N, liquido y se resuspendieron en 15
mL de buffer de extraccion (Tris-HCl 100 mM, pH 8.0; EDTA 100 mM, pH 8.0; NaCl 500 mM; B-
mercaptoetanol 10 mM) y 1 mL de SDS 20% con agitacion suave. Las muestras fueron incubadas a
65°C durante 15 minutos e inmediatamente se agregaron 5 mL KAc 5 M y se mezclaron

suavemente. Luego, se incubaron las muestras a 0°C por 30 minutos y se centrifugaron por 30
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minutos a 7000 rpm. Se agregaron 10 mL de isopropanol a los sobrenadantes, se mezdd e incubo
a -20°C toda la noche. Las muestras se centrifugaron a 10000 rpm durante 30 minutos y los
pellets se lavaron con 1 mL de EtOH 70% y se secaron a temperatura ambiente. A continuacién se
resuspendieron con 450 pL de TE (10-1) y 50 yL de NaCl 3 M y se incubaron por 30 minutos a
37°C con 2 pL de RNasa (10mg/mL). Luego se procedié a la purificacién del ADN a través de una
extraccién con fenol y dos extracciones con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Se precipitd el
ADN con 0.8 volimenes de isopropanol y se centrifugd durante 10 minutos a 12000 rpm. Los
pellets se lavaron con 0.5 mL de EtOH 70%, se secaron a temperatura ambiente y se
resuspendieron en 100 UL de H,0. Los ADNs se corrieron en geles de agarosa 1% teiidos con
Bromuro de Etidio (BrEt) para visualizar la calidad de los mismos; y la concentracién y la pureza se

estimaron utilizando un Nanodrop modelo Nanodrop1000 spectophotometer 7hermo Scientific.

3.5.3 Obtencion de ARN a partir de tejidos vegetales

Las extracciones de ARN total de Physcomitrella fueron realizadas siguiendo el método de
aislamiento de ARN vegetal (Farrell 1993). 3-4 placas de colonias de Physcomitrella de
aproximadamente 3 semanas fueron maceradas en N, 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 3 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 volimenes de EtOH 96% a -20°C ON.
Posteriormente se centrifugaron a 10000 rpm durante 20 minutos a 4°C y los pellets se
resuspendieron en 750 uL de H,ODEPC. El ARN fue precipitado con LiCl 2M incubando las muestras
a 4°C ON. Luego se centrifugaron a 10000 rpm durante 15 minutos a 4°C y el ARN se precipitd
incubando las muestras con 0.1 volumen de NaAc 3M pH 5.2 y 2.5 volimenes de EtOH 96% a -
20°C ON. Finalmente se resuspendié en H,0 tratada con 0.1% de DEPC (H,O-DEPC). Se estimé la
concentracion utilizando un Nanodrop modelo Nanodrop1000 spectophotometer 7hermo Scientific.

3.5.4 Recuperacion de ADN a partir de gel de agarosa

La recuperacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se realizé utilizando los kits
comerciales GenCatch (TM) Gel Extraction Kit (Epoch Biolabs, Missouri City, USA) o QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) y siguiendo las recomendaciones del fabricante.

3.5.5 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Las corridas electroforéticas de ADN se realizaron en geles de agarosa tenidos con BrEt 500ng/mL,
utilizando buffer TAE 1X (Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0.001 M) A las muestras se les agreg6 buffer
de carga 1X (bromofenol blue 0.05%, xylene cyanol FF0.05%, glicerol 0.05%) previo a la corrida.
Para estimar el tamafio y la concentracion de los fragmentos se incluyd en cada corrida un
marcador de peso molecular. El marcador utilizado fue el ADN del fago Lambda A digerido con Pstr.
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3.5.6 Analisis por Northern blot

10 pg de ARN total fueron separados en geles de agarosa desnaturalizante y transferidos a
membranas de nylon (Amaersham Hybond-N’, GE Health Care, Buckinghamshire NA) mediante
capilaridad en solucién SSC 20X (3 M NaCl, 0.3 M Citrato de sodio) (Sambrook et a/., 1989). A
continuacion el ARN fue fijado a la membrana mediante horneado a 120°C durante 45 minutos.
Las membranas fueron prehibridadas 4 h e hibridadas (toda la noche) a 65°C con solucidn
conteniendo formamida 50% (v/v) 5X SSC, 0.2% SDS, 0.125 g de leche descremada en polvo, y
20 pg/mL de esperma de salmén desnaturalizado. Se agregaron 50 ng de sondas de ADN
desnaturalizadas, marcadas con [a-32P] dCTP y se dejo proceder la hibridacién toda la noche. Las
membranas fueron lavadas a 65°C 2 veces durante 40 min con 5X SSC, 0.5 % SDS y 2 veces con
1X SSC, 0.5 % SDS a 65°C. El revelado se realizd por medio de peliculas de autoradiografia KODAK
a -80°C, asi como con el equipo Fuji Imager FLA-3000. Los fragmentos de ADN utilizados como
sonda se obtuvieron a partir de la digestion con

Los insertos se purificaron a partir de los geles utilizando el Qiagen Gel extraction Kit (Qiagen,
Hilden, Germany). Se marcaron 50 ng de ADN con [a-32P]dCTP 50 pCi, 3000 Ci/mmol (MP
Biomedicals, USA) usando el kit Amersham Rediprime II DNA Labeling System (GE Health Care,
Buckinghamshire NA). Las sondas se purificaron con columnas de exclusion cromatografica Illustra
MicroSpin G-25 Columns (GE Health Care, Buckinghamshire NA).

3.6 Construcciones para sobre-expresion y determinacion de la

localizacion subcelular

3.6.1 Construcciones para la sobre-expresion en Physcomitrella

Se amplifico la region codificante del gen PpPKC a partir del ADNc de plantas de Physcomitrella
tratadas con el CF de la cepa SCC1 de Pcc a 4 y 24 horas. La sintesis del mismo se llevd a cabo a
partir de 5 pg de ARN total utilizando el kit SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen, San
Diego, CA) y 0.5 pL del cebador (dT) (100 uM) en un volumen final de 20 pL. Los cebadores se
disefaron generando sitios de restriccién para el subclonado orientado en el vector de entrada
pENTR2B.

El ADNc de PpBI-1 fue amplificado por PCR, utilizando cebadores especificos a partir del clon
pdp02459 obtenido del Physcobase (http://moss.nibb.ac.jp). Los cebadores utilizados asi como el

programa de amplificacion se detallan en la Tabla 1.

Gen Cebadores y programa de amplificacion

PpPKC 5'- TCGCCGTGTGGGGATCCGTTGAG-'3 / 5'- TCCATACATGCGGCCGCGTCACCATG-'3
94°C 3 min y 30 ciclos de 94°C 30 s/ 50°C 30 s/ 68°C 1 min.; 68°C 7 min.

PpBI- 5'- TCGCCGTGTGGGGATCCGTTGAG-'3 / 5'- TCCATACATGCGGCCGCGTCACCATG -'3
1 94°C 3 min y 30 ciclos de 94°C 30 s/ 50°C 30 s/ 68°C 90 s; 68°C 7 min.

Tabla 1. Lista de cebadores para la amplificacion y aislamiento de los ADNc de PoPKC 'y PpBI-1.
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Todas las amplificaciones se realizaron con un termociclador Perking Elmer 2400 utilizando la
polimerasa Dream Tag (Thermo Scientific). Los productos de PCR fueron purificados y sometidos a
una doble digestion con las enzimas BamHl y Nod. Posteriormente, los amplicones obtenidos
fueron clonados en el vector de entrada pENTR2B (Invitrogen, San Diego, CA) previamente
digerido con las mismas enzimas, defosforilado y purificado. Una vez clonados en este vector, los
CDS (de Coding Sequence) quedaran flanqueados por las secuencia attLl y attL2, las cuales
podran ser recombinadas con las secuencias attR1 y attR2 que se encuentran en el vector de
destino pTHubi utilizado para la posterior sobreexpresion, utilizando la enzima clonasa LR
(Invitrogen, San Diego, CA). El plasmido pTHubi fue cedido por Pierre-Francois Perroud,
Universidad de Washington, USA. Posee un casette de seleccion que confiere resistencia a
hygromicina (Hyg) y contiene una regién 5’ y una 3’ homologas al locus 108 de Physcomitrella, €l
cual es una regién no codificante presente en copia Unica en el genoma (Schaefer y Zryd, 1997).
Tanto los vectores de destino como los de entrada contienen el gen ccdB, el cual es letal en la
mayoria de las cepas de E£. coli. Estos vectores vacios son por lo tanto seleccionados luego de su
transformacion en las células £. coli. Esta seleccién negativa combinada con la seleccién positiva
debido a la resistencia de un antibidtico, asegura que las colonias resultantes contengan el
plasmido que hayan incorporado exitosamente el gen en estudio.

Luego de clonar los CDS en el vector de entrada, los vectores resultantes se utilizaron para
transformar células DH50. quimiocompetentes y los transformantes fueron seleccionados en medio
LB suplementado con Kanamicina 50 pg/mL. Se realizaron minipreparaciones de plasmidos
utilizando el método de lisis alcalina y se seleccionaron colonias que fueron analizadas mediante
ensayos de restriccion y secuenciacion.

Se recombinaron 150 ng del vector pTHubi con 100 ng del vector pENTR2B (conteniendo el CDS
de los genes seleccionados) utilizando 2 pL de buffer de reaccion Gateway LR Clonase II Enzyme
mix (Invitrogen, San Diego, CA). Se incubd a 24°C toda la noche, se agregd 1 L de proteinasa K
y se incub6 10 min a 37°C. Se transformaron células DH50. quimiocompetentes con la mitad de la
reaccion y los transformantes se seleccionaron en medio LB con espectinomicina 50 pg/mL. Se
seleccionaron algunas colonias que fueron analizadas mediante PCR (para determinar la presencia
del CDS) y entre las que dieron positivas se seleccioné una de ellas para ser secuenciada y

transformar protoplastos de Physcomitrella.

3.6.2 Construcciones para la determinacion de la localizacién subcelular en
tabaco y sobre-expresion en Arabidopsis

Se amplificaron las CDS sin el coddén STOP de los genes PpPKCy PpBI-1 en las mismas condiciones
que en 3.12.1. Los programas y cebadores especificos se detallan en la Tabla 2.
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Gen Cebadores y programa de amplificacion

PpPKC 5'- CTTGGATCCATGGCCCACACTCTCTCCC-'3/ 5'-
CGAGTGCGGCCGCGCGGCGGCAGCAGCCTC -'3 94°C 3 min y 30 ciclos de 94°C 30
s/ 50°C 30 s/ 68°C 1 min.; 68°C 7 min.

PpBI-1 5'- TCGCCGTGTGGGGATCCGTTGAG -3 / 5'-
CGAGTGCGGCCGCTCGCGGCGCCTCCGGLGTTC -'3
94°C 3 min; 30 ciclos de 94°C 30 s/ 50°C 30 s/ 68°C 90 s; 68°C 7 min.

Tabla 2. Lista de cebadores para la amplificacion y aislamiento de los CDS (sin codén STOP) de
PDPKC vy PpBI-1, para su utilizacidon en construcciones conteniendo el gen reportero GFP
fusionado al extremo carboxilo terminal del producto proteico codificado por los genes
seleccionados.

Para determinar la localizacion subcelular de los productos proteicos codificados por los genes
estudiados se utilizd el vector binario pK7FWG2 (Karimi et al, 2002) que permite fusionar la
proteina fluorescente GFP (de Green Fluorescent Protein) al extremo carboxilo terminal de la
secuencia clonada en el vector por medio de la tecnologia Gateway. Los amplicones obtenidos
fueron clonados en el vector pENTR2B (Invitrogen, San Diego, CA) en los sitios BamHI/Nod. La
ligacién se llevo a cabo con 1 U de ligasa T4 a 16°C toda la noche. Se transformaron 4 L de
ligacion en células DH50. quimiocompetentes y los transformantes fueron seleccionados en medio
LB con Kanamicina 50 pg/mL. Se realizaron minipreparaciones de plasmidos utilizando el método
de lisis alcalina y se seleccionaron colonias que fueron analizadas mediante ensayos de restriccion
y secuenciacién. Se recombinaron 150 ng del vector pK7FWG2 con 100 ng del vector pENTR2B
(conteniendo la regidn codificante de los genes seleccionados) utilizando y 2 pL de buffer de
reaccion Gateway® LR Clonase® II Enzyme mix (Invitrogen, San Diego, CA). Se incubd a 24°C
toda la noche y al dia siguiente se agregd 1 pL de proteinasa K e incubé 10 min a 37°C. Se
transformaron células DH50. quimiocompetentes con 10 pL de reaccion y los transformantes se
seleccionaron en medio LB con espectinomicina 50 pg/mL. Se seleccionaron colonias que fueron
analizadas mediante ensayos de restriccion y entre las que dieron positivas se seleccioné una de

ellas para ser secuenciada y transformar A. tumefaciens.

3.6.3 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

Para introducir los plasmidos en Agrobacterium se utilizé en todos los la conjugacion triparental. EL
método triparental consiste en cultivar tres bacterias juntas en una misma placa de LB sin
seleccion:

- una cepa de E.coli (Helper) que contiene el plasmido de movilizacion (PRK2013), que lleva los
genes de transferencia

- una cepa de E.coli que contiene el plasmido recombinante.

- una cepa de Agrobacterium receptora (GV3101)

El plasmido PRK2013 provee las proteinas de transferencia RK2 y ColEl mob que permite al

plasmido recombinante ser movilizado dentro de Agrobacterium. Para la purificacion de las cepas
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recombinantes se debe sembrar en placas usando medio LB con 100 pg/mL de rifamicina, 25
Mg/mL gentamicina y 100 pg/mL espectinomicina.

3.7 Transformacion de Physcomitrella patens

Se transformaron protoplastos de Physcomitrella con las construcciones correspondientes digeridos
con la enzima Swal (Fermentas). Luego de la digestién con Swal el ADN se precipité con 2
volimenes de EtOH absoluto y 1/10 volumen de NaAc 3 M, pH 5.2 a -20°C toda la noche. Se
centrifugd 15 min a 13000 rpm a 4°C, el pellet se lavd con EtOH 70% y se resuspendié en 30 uL
de Tris-HCl 1 mM pH 7.5 o H,0 mQ (bidestilada). La transformacion mediada por PEG se realizd
segun el protocolo descrito por Schaefer et a/. (1991) con algunas modificaciones puestas a punto
en nuestro laboratorio. Para obtener los protoplastos se partié de 1 a 3 placas de tejido en estadio
de protonema de 10-13 dias, que habian sido subcultivadas sucesivamente por lo menos tres veces
con intervalos de 7-10 dias. El material vegetal fue incubado en una soluciéon de D-manitol 8% con
Driselasa (SIGMA) 0.2% a temperatura ambiente durante toda la noche. La digestion fue filtrada
sobre un colchdn de sacarosa 0.44 M, se centrifugd a 80 g durante 10 min y se extrajo la interfase
donde se encuentran los protoplastos. Se realizaron 3 lavados uno con solucién de D-manitol 8% y
dos con solucion CaPW (D-manitol 8%, CaCl,.2H,O 50 mM). Posteriormente, se contaron los
protoplastos en una camara de Neubauer, siendo la concentracion ideal para la transformacion
1.6x10° por mL. Luego se resuspendieron en solucién 3M (D-manitol 0.49 M, MgCl, 15 mM, MES
0.1% pH 5.6). En la transformacion se utilizaron 300 L de la suspension de protoplastos a los que
se le agregaron 10-30 pg de ADN. A continuacion se agregaron 300 pL de la solucién PEG (PEG
8000 40%, D-manitol 40%, Ca(NOs), 1 M, Tris-HCl 1 M pH 7.8), y se realizd el shock térmico a
450C 5 min. Luego se incubd a temperatura ambiente por 5 min y se realizd un lavado con la
solucién CaPW. Finalmente los protoplastos fueron resuspendidos en 300 uL de PRML (medio
BCDAT conteniendo CaCl, 10 mM y D-Manitol 8%) y 2.5 mL de PRMT (medio BCDAT conteniendo
CaCl, 10 mM, D-Manitol 8% y agar 0.5%), dispersados en placas de PRMB (medio BCDAT
conteniendo D-Manitol 8% y agar 1%) e incubados con luz continua por 7-9 dias. La seleccion se
realizd mediante pasaje de los celofanes con protoplastos a placas de medio BCDAT con
higromicina (Hyg) (SIGMA) 25 pg/mL.

Para la obtencion de protoplastos para analizar la regeneracidon y desarrollo de los mismos se

realizd el mismo protocolo exceptuando el paso en el que se agrega la solucién 3M, PEG y el ADN.

3.8 Transformacion de Arabidopsis thaliana

Para cada construccién se sembraron al menos cuatro macetas con seis plantas de Arabidopsis en
cada una. Se cortaron las inflorescencias primarias y cuando se llegé al estado en que las plantas
presentaron una mayoria de botones florales, se procedid a la transformacion por inmersién floral
(Clough y Bent 1998). Para ello se inocularon 500 mL de medio YEP con 100 pg/mL de rifamicina,
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carbenicilina y espectinomicina, con cultivos frescos de A. tumefaciens conteniendo las diferentes
construcciones. Se incubd durante toda la noche a 28°C con agitacion a 200 rpm, o hasta llegar a
una densidad éptica a 600 nm (DO600) aproximadamente 2.0. Se centrifugd el cultivo durante 20
min a 5.500 x g y se resuspendié en buffer de infiltracion (MS 0.5 X, sacarosa 1%, Silwett L-77
0.05 %) obteniendo una DO600 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 dejoé una noche dentro de las bolsas y posteriormente se transfirieron a condiciones
normales de crecimiento. Se realizd 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 pipeted la suspension bacteriana detallada anteriormente
en cada botén floral en lugar de sumergir la planta (Martinez et al, 2004). Se cosecharon las
semillas y se sembraron en medio Y2 MS pH 5.7, 0.7 % agar con kanamicina 100 pg/mL. Las
plantas que sobrevivieron a las dos semanas fueron transferidas a maceta y se cosecharon semillas
para la siguiente ronda de seleccion. El proceso anterior se repitié hasta obtener plantas T2 y T3

(se considera TO a las plantas originadas por las semillas obtenidas luego de la inoculacién).

3.9 Agroinfiltracion de tabaco y microscopia

Para cada construccion se inocularon 5 mL de medio YEP con 100 pg/mL de rifamicina,
carbenicilina y espectinomicina, con cultivos frescos (1 6 2 dias) de A. tumefaciens. El crecimiento
se realiz6 en agitacion a 200 rpm durante toda la noche a 28°C. Antes de infiltrar se pulverizaron
las plantas con agua destilada y se las colocé bajo luces para que los estomas se abran. Se
centrifugd 1 mL del cultivo a 2200 xg 5 min a temperatura ambiente. Se resuspendid el pellet en 1
mL de buffer de infiltracién (50 mM MES pH 5.6, 2 mM NasPO4, 0.5 % glucosa y 100 puM
acetosiringona), se centrifugd y resuspendié nuevamente en 1 mL de buffer de infiltracién. Se
diluyd la suspension bacteriana con buffer de infiltracién hasta llegar a una DO600 de 0.1. Las
infiltraciones se realizaron con jeringas de 1 mL sin aguja, presionando sobre el envés de las hojas.
Se realizaron 3 6 4 infiltraciones por construccién. Transcurridos 2 dias, se cortaron los trozos de
hoja infiltrados y se montaron para ser visualizados en microscopio confocal espectral (Leica TCS

SP5 montado sobre un microscopio invertido Leica DM6000, software de imagen, LASAF v2.6.0).

3.10 Analisis moleculares de las lineas sobre-expresantes

3.10.1 Analisis de las lineas de Physcomitrella generadas

Los niveles de transcriptos de PpbPKCy PpBI-1 de los posibles transformantes fueron analizados
mediante Northern blot, como se describe en la seccién 3.5.6 y comparados con los de plantas
salvajes. Las extracciones de ARN de plantas salvajes tratadas y las sobre-expresantes sin tratar se

realizaron tal como se describe en la seccion 3.5.3.

41



3 - Materiales y Métodos

3.10.2 Determinacion de la ploidia relativa por citomentria de flujo

El método de transgénesis utilizado en Physcomitrella involucra la generacion de protoplastos, los
cuales al regenerarse pueden llegar a fusionarse generandose variaciones en la ploidia de los
mismos (Schween 2005). Para determinar el nivel de ploidia de las lineas que sobre-expresan
PpBI-1y PpPKC respecto a plantas salvajes de Physcomitrella se realiz6 citometria de flujo. Para
esto se tomd una colonia de cada linea vegetal crecida 3 semanas en condiciones normales y se
picod con 1 mL de Woody Plant Lysis Buffer (WPB) [Tris-HCI 0.2M, pH 7.5; MgCl,.6H,0 4 mM; EDTA
Na,.2H,0 2 mM; NaCl 86 mM; Triton 1 %; K,0sS, 10 mM; PVP10 1%)]. La suspensién obtenida se
incubd 15 minutos a 0°C y luego se pasd a través de un filtro de 0.45 pm. Posteriormente se
agregd 50 pL de RNasa (concentracion final: 1 mg/mL) y 50 pL de ioduro de propidio
(concentraciéon final: 1 mg/mL) y se incub6 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. La
adquisicidn de los datos y su posterior analisis fue efectuado con el programa Cell Quest (Becton

Dickinson). Se analizaron 5000 nucleos por muestra.

3.10.3 Analisis de las lineas de Arabidopsis generadas

Se realizd la extraccién de ADN gendmico de las plantas T2 obtenidas para cada construccion,
como se describe en la seccidn 3.5.2. Posteriormente se realizaron andlisis mediante PCR para
confirmar la presencia del transgen en el genoma de las mismas, utilizando los cebadores y

condiciones detalladas en XXX.

3.11 Evaluacion de las lineas de Physcomitrella

3.11.1 Medida de muerte celular

Para la deteccidén de las células muertas, se incubaron entre 12-16 colonias de Physcomitrella
durante 2 horas con 10 mL de una solucion 0.05% (m/v) del colorante vital Azul Evans
(Applichem), agitandose suavemente cada 20 minutos. Luego se lavaron cuatro veces con agua
destilada para remover el exceso de colorante no unido. Las colonias se trasvasaron de a pares a
tubos nuevos y el colorante unido a las células muertas fue solubilizado en tres ml de solucién
50% de metanol y 1% de SDS durante 30 min a 60°C . A continuacion se cuantificé por
absorbancia a 600 nm y finalmente se determind el peso seco de las colonias tras 16 horas de
secado a 65°C para determinar la relacion densidad optica a 600 nm/mg de peso seco (Castro et
al., 2009).

3.11.2 Tinciones para visualizar tejidos vegetales y fitopatégenos

Con el fin de visualizar las células de los distintos tejidos de Physcomitrella se realizé una tincion
con azul de toluidina 0.05% m/v, el cual tifie la pared celular. Las células se observaron en un
microscopio de fluorescencia invertido (Marca: Olympus, Modelo: IX81, Cadmara CCD: DP71).
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Para visualizar el hongo B. cinerea se utilizd el colorante Solofenil Flavina 7 gfe. Para esto se
incubaron gametdforos, infectados con B. cinerea, con una solucidn de Solofenil Flavina 7 gfe

0.1% en agua. Las hojas infectadas se observaron en un microscopio Confocal Leica TCS-SP5.

3.11.3 Tinciones para visualizar acumulacion de ROS en los tejidos vegetales

La deteccion histoquimica de la acumulacion de O, se realizd utilizando NBT (de Nitroblue
Tetrazolium) (Sigma-Aldrich) de acuerdo a la metodologia propuesta por (Trujillo et a/, 2004). 24
horas después de la pulverizacion con los CF de las cepas SCC1 y SCC3193 las colonias se
incubaron durante 2 h en 1 mg/ml NBT en 10 nM NaN; y buffer fosfato de potasio 10 mM pH 7.8.
Las colonias se enjuagaron dos veces en H,0 y la clorofila fue eliminada mediante la incubacién
durante la noche en 95% (v/v) de etanol.

La deteccidn de la produccion de H,O, se realizd utilizando DAB (de Diaminobenzidine) (Sigma-
Aldrich) segun Thordal-Christensen et al. (1997). 24 horas después de la pulverizacion con los CF
de las cepas SCC1 y SCC3193 las colonias se incubaron durante 2 h en 1 mg/ml DAB, HCI (pH 3,8).
Las colonias se enjuagaron dos veces en H,0 y la clorofila fue eliminada mediante la incubacién

durante la noche en 95% (v/v) de etanol.

3.11.4 Visualizacion de cambios a nivel de la pared celular

Para detectar modificaciones de la pared celular la tincién de safranina-O se realizd de acuerdo a
Lucena et al., 2003. Los tejidos se incubaron con safranina-O 0,01% en etanol al 50% durante 5
min. Para la deteccion de calosa, los tejidos se fijaron en etanol, se enjuagaron en agua y se
tifieron con un 0,01% de azul de metilo en buffer fosfato pH 7,0 durante 30 min y se observadoron
con epifluorescencia. Las microscopias de campo claro y epifluorescencia se realizaron con el

Microscopio Olympus BX61 y las imagenes capturadas con el software Microsuite.

3.11.5 Cuantificacion de los patégenos

Para evaluar el crecimiento de B. dinerea'y P. irregulare en los distintos genotipos se aisl6 ADN
total y se utilizaron cebadores especificos para B. cinerea, P. irregulare y Physcomitrella para
cuantificar la biomasa por PCR en tiempo real segiin Gachon y Saindrenan (2004). El ADN total se
aislé a partir de colonias de musgo inoculados con B. cinerea o P. irregulare utilizando el kit
DNeasy (Qiagen, Hilden, Alemania). Las muestras se congelaron en nitrogeno liquido
inmediatamente después de la inoculacion (tiempo cero en el caso de B. dginerea) y (2h en el caso
de P. irregulare) y después de 24 horas. Se aisld el ADN a partir de experimentos independientes
por triplicado. Cada muestra correspondidé a 16 colonias de Physcomitrella de tres semanas de
edad tratadas con una suspensidn de esporas de 5 x 10° esporas/ml en el caso de B. cinerea o
tratadas con plugs conteniendo el micelio de P. jrregulare. Los cebadores que se utilizaron para
amplificar una regién de copia Unica del gen Factor de Elongacion de Physcomitrella.

La PCR cuantitativa se realizd utilizando el kit Quanti Tect SYBR Green PCR (Qiagen, Hilden,
Alemania) y el Rotor -Gene 6000 termociclador (Corbett Ciencias de la Vida, Sydney, Australia). La
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temperatura de hibridacién fue 55 °C. La cantidad relativa de ADN de B. cinereay P. irregulare se
normalizaron respecto al ADN de la planta y se expresaron en relacion a las muestras calibradoras
tomadas como tiempo cero. La cuantificacidon relativa se realizd de acuerdo a Pfaffl (2001), un
modelo matematico que incluye las eficiencias de los genes diana y los genes de referencia
internos y no requiere de curvas de calibracién con ADN gendmico puro (Gachon y Saindrenan,
2004).

Target gene Sequence (5'-3") Tm primer Amplicon length (pb)
Forward TTGGGATTGAAATGTCGTG 53°C 180
ElongF 5
Reverse TGAGCATGAGAAATTGGGTCT  57°C
s Forward CTGTTCGAGCGTCATTTCAA 56°C 184
Reverse CCTACCTGATCCGAGGTCAA 60°C
Forward ATCTGTGTTTTTGCATACTTGTGT 58°C 263
ITSII =
Reverse TCCTCCGCTTATTGATATGC 56°C

Tabla 3. Lista de cebadores para la amplificacion y tamaio de los productos generados.

3.12 Evaluacion de las lineas de Arabidopsis

Las semillas se sembraron en placas de Petri con medio MS diluido al medio pH 5.7, agar 0.7 % y
se estratificaron durante 2 dias en heladera a 4°C. A los 5-7 dias, dependiendo del vigor, las
plantulas que presentaban los dos cotiledones expandidos, se transfirieron a los orrespondientes
medios de estrés y control. Las plantulas se colocaron de manera vertical, recostadas en el medio
de cultivo para evaluar el crecimiento de la raiz. Para estudiar el efecto de la sobre-expresion sobre
el crecimiento en condiciones control y de estrés. Para evaluar la tolerancia a estrés salino, se
utilizaron tratamientos de, NaCl 150 mM /n vitro y 300 mM de NaCl en tierra. Se tomaron
fotografias en tiempo inicial y final de los tratamientos. Transcurridos 6-9 dias de establecidos los
tratamientos de estrés y controles, se realizaron las mediciones de tamafio utilizando el software
Image] (Abramoff et al., 2004).

Para evaluar la resistencia a patdgenos las plantas de dos semanas crecidas /n vitro se inocularon
con plugs de agar conteniendo el micelio de A. irregulare a nivel de la raiz o con 5 ml de una
suspensidon de esporas de B. cinerea 5x10° esporas/mL sobre las hojas. Se tomaron fotos

representativas de los sintomas desarrolados para cada genotipo.

3.12.1 Extraccion de proteinas vegetales

Se extrajeron proteinas solubles de acuerdo a protocolos estandares (Sambrook et a/, 1989), el
cual consistid en moler el material vegetal en un mortero previamente enfriado, trabajando a 4 °C
con buffer de extraccién (Tris 50mM pH 7.2, sacarosa 250mM, EDTA 5mM, MgCl, 10mM10, CaCl,
1mM, B-mercaptoetanol 10mM y PMSF 1mM). Luego se centrifugaron durante 10 minutos a 4 °C.
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Se aisl6 el sobrenadante y se realizd una centrifugacién adicional con las mismas caracteristicas

que la anterior.

3.12.2 Cuantificacion de proteinas

Para determinar la concentracion proteica de los extractos obtenidos se utilizd el reactivo de Bio-
Rad (dye reagent concentrate Coomasie brillant blue G-250). Siguiendo las instrucciones de la casa
comercial. Se siguid el protocolo descrito por Bradford (Bradford, 1976), basado en la afinidad de
las proteinas por el azul de Coomassie. Se prepard una solucidon concentrada de albdmina bovina
(BSA), como proteina estandar, y a partir de esta solucion madre se prepararon varias diluciones
con concentraciones finales de 1, 2, 4, 8, 16 y 25 ug/uL. Se pipetearon 0,8 mL de estas diluciones
en tubos limpios y se afiadieron 0,2 mL de reactivo Bradford. Para valorar las muestras se
anadieron entre 5 y 10 yl de éstas mas 0,2 mL de reactivo Bradford, y se completd con agua
destilada. Se determind la absorbancia a DO 595 nm, tanto de la curva patrén de calibracién como
de las muestras. La concentracion de proteina de las muestras se calculd interpolando a partir de

los valores de absorbancia de la curva patron, teniendo en cuenta el volumen de muestra anadido.

3.12.3 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

El andlisis de proteinas se realizé6 mediante electroforesis monodimensional en gel de poliacrilamida
12%, siguiendo el método de Laemmli (1970). A las muestras se les agregd buffer de carga 5X
(con glicerol 20%, SDS 10%, 0,32% de 2-mercaptoetanol en Tris 0.5 M pH 6.8) y se hirvieron
durante 5 minutos. Se corrid a voltaje constante y las muestras se visualizaron sumergiendo el gel
en una solucién 0,1% de Commasie Brillant Blue y desteiiido con solucion de metanol 40% y 10%

acético. Se utilizé el marcador de peso molecular “SeeBlue Pre-Stained” de Invitrogen.

3.12.4 Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa
(GE Healthcare, Amersham), en una cuba de transferencia Hoefer TE Series-Tank Traansphor unit
(GE Heathcare, Amersham) en buffer de transferencia (Tris 6,05 g/L, acido borico 3,09 g/L; pH
8,3), durante toda la noche a 50 mA. Las proteinas transferidas se tifieron con el colorante
reversible Rojo de Ponceau (0,5% de Ponceau S en acido acético 5%) para determinar la eficiencia
de la trasferencia. A continuacion, las membranas se bloquearon con leche descremada en polvo al
5% en buffer PBS-T (PBS 1X/Tween 20 0,05%, pH 7.4) durante 1 h a temperatura ambiente. Las
membranas fueron lavadas con PBS-T e incubadas con el anticuerpo primario (anti-GFP 1/5000)
durante 1 h a temperatura ambiente. Se lavaron las membranas tres veces, 5 minutos cada vez,
con buffer PBS-T para eliminar el exceso de anticuerpo primario y se incubaron durante 1 hora con
anticuerpo secundario de conejo anti-GFP conjugado con HRP (horseradish peroxidase) disuelto en
la misma solucién (1/10000) (solucion madre 0,5 mg/mL en 50% glicerol, Sigma). Luego se
hicieron tres lavados de 5 minutos con PBS-T y se reveld con luminol utilizando el kit de la casa

comercial Biorad y se detectd con un G:BOX de Syngene.
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3.13 Analisis de la expresion génica RNA-Seq

El ARN total se aislé6 como se describe en la secciéon 3.5.3. La calidad del ARN fue verificada por
Agilent 2100 Bioanalyzer. La construccion de la biblioteca a partir de ARN total y secuenciacion de
alto rendimiento del transcriptoma de ARN se realizaron por Seqomics.hu (Szeged, Hungria)
utilizando la plataforma de secuenciacion SOLID 5500 XL (Life Technologies). Basado en el
genoma de referencia anotado en el 2011 y los datos de secuenciacion, se calcularon los niveles de
expresion de genes mediante el programa CLC Gendmica Workbench, Szeged Hungria. El enfoque
adoptado por el CLC Gendmica Workbench se basa en Mortazavi et al., (2008). EL analisis
bioinformatico también fue realizado por Seqomics.hu y comprendi6 varios pasos. En primer lugar,
todos los genes se extrajeron del genoma de referencia (utilizando anotaciones de tipo gen).
También se consideraron otras anotaciones de secuencias génicas (por ejemplo, CDS informacion
sobre secuencias de codificacién, etc). A continuacién, se extrajeron todos los transcriptos
anotados (con anotaciones de tipo ARNm). Si existian varias variantes de splicing anotados, todos
ellas eran incluidas. Por mayor informacién

http://www.clcbio.com/index.php?id=1330&manual=RNA Seq analysis.html. Para cada gen

(asignado por un valor de Phypa) se calculd la diferencia de expresion entre el tratamiento y la
condicion control (valor de Fold Change). Para los analsisis de expresion diferencial se tuvieron en
cuenta aquellos genes que tuvieron elevado nimero de “reads” y RPKM (de, reads per kilobase
transcript per million mapped reads)

3.14 Analisis de los datos

3.14.1 Analisis de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas

La secuenciacion de los distintos vectores generados fue realizada en el Servicio de secuenciacion
de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto Pasteur de Montevideo. Las secuencias obtenidas
fueron comparadas con la base de datos Phytozome (http://phytozome.net) y con la base de datos

del National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nIm.nih.gov).

El programa MEGA versién 5.05 (Kumar et a/, 2001) fue utilizado para editar las secuencias y para
hacer los andlisis filogenéticos por el método Neighbor-Joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987), usando la
correccién de Poisson en el caso de las secuencias aminoacidicas. Los valores de Bootstrap se

calcularon para 1.000 réplicas.

3.14.2 Analisis de expresion génica

La informacién sobre el patron de expresion de los genes de Physcomitrella se obtuvo de la base
de datos Genevestigator (Zimmerman et al., 2004) que engloba un total de 74 experimentos de
expresion génica por microarreglos de ADN en distintas situaciones. Esta base de datos permite,
luego de ingresar el nimero de acceso del gen de estudio, hacer una compilacion de todos los

experimentos en los que aparece dicho gen y los clasifica segun tejidos donde se exprese, o
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tratamientos de estrés. Esta base de datos posee herramientas para crear ese resultado en forma

grafica y resumida.

3.14.3 Analisis estadisticos

Para analizar la muerte celular en las distintas lineas frente a los tratamientos realizados con
microorganismos patdgenos, el diametro de las colonias, el largo de los rizoides y el tamafio de las
células del caulonema se efectué una comparacién de los promedios por medio de un analisis no
paramétrico de variables independientes. Para dicho fin se utilizd el programa estadistico
STATISTICA, version 5.0.
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4.1 Identificacion de genes de Physcomitrella inducidos en respuesta a

elicitores de Pectobacterium carotovorum sp. carotovorum
Dada la importancia agrondmica en los Ultimos afios por obtener cultivares resistentes a

enfermedades, se ha avanzado mucho en la dilucidacion de las vias de sefalizacién y la
participacion de diferentes genes en la respuesta de defensa en plantas vasculares modelo asi
como en cultivos de interés agrondmico. Por el contrario, se sabe muy poco acerca de como las
primeras plantas terrestres evolucionaron y desarrollaron sus respuestas inmunoldgicas. Con el
objetivo de identificar genes de Physcomitrella inducibles por patégenos, hace unos afios, nuestro
grupo analizd la expresion de un conjunto de 150 genes, cuyos ADNc fueron obtenidos a partir del

banco de genes y base de datos Physcobase (http://moss.nibb.ac.jp). A su vez, se construyd una

biblioteca de cDNA enriquecida en secuencias correspondientes a genes inducidos en respuesta al
tratamiento con CF de la cepa SCC1 de PA.c.carotovorum, utilizando la técnica Suppression
Subtractive Hybridization (SSH) (Diatchenko et al., 1996; Alvarez et al., datos no publicados). A
partir de estos resultados, algunos de los genes que mostraron un aumento de expresion en
plantas tratadas con el CF de la cepa SCC1 de P.c. carotovorum y/o inoculadas con esporas de 5.
cinerea con respecto a los controles, fueron analizados individualmente mediante Northern blot
para determinar su perfil de expresion. Como resultado de estos estudios identificamos varios
genes inducibles por estos patdgenos incluyendo LOX, CHS, PALy PR-1y varios relacionados con
la detoxificacién de ROS y reforzamiento de la pared celular (Ponce de Ledn et al.,, 2007; Oliver et
al.,, 2009; Ponce de Ledn et al, 2012). Si bien este tipo de aproximacién nos permitié obtener
informacién novedosa sobre las respuestas que se inducen en Physcomitrella en respuesta a los
patdgenos, la reduccidn en los costos de los proyectos transcriptomicos, nos alentd en secuenciar
el transcriptoma de Physcomitrella en respuesta al tratamiento con elicitores de la cepa SCC1 de A.
carotovorum subsp. carotovorum. El conocimiento del transcriptoma y su regulacién es
fundamental para la interpretacion articulada de los diversos constituyentes moleculares que
integran la red de respuesta génica ante un determinado evento inductor, como los que se
presentan en interacciones planta-patdégeno. Se seleccion6 el CF de A.c. carotovorum por ser un
tratamiento libre de patégeno y por lo tanto no interfiere con los resultados de transcriptémica.
Ademas, se cuenta con la cepa SCC3193, harpin negativa con la cual se pueden hacer estudios

comparativos de los perfiles de expresion de genes de interés.
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Se secuencio el transcriptoma de plantas tratadas durante 1 dia con el CF utilizando RNA-seq y se
compard con el transcriptoma de plantas control sin tratar. Estos estudios se realizaron en
colaboracion con Istvan Nagy, del Research Group of Innate Immunity Institute for Plant Genomics,

Human Biotechnology and Bioenergy Bay Zoltan Foundation for Applied Research, Hungria.

Sample Total no. of Total no. of Total no. of Total no. of
sequenced mapped reads uniquely mapped non specific
reads reads reads

Control 15 224 096 1515 612 1362 771 150 841

SCC1 treatment 16 353 470 1 662 427 1519 032 146 389

Tabla 4. Resumen de los datos transcriptdmicos obtenidos con la plataforma SOLID.

El tiempo 1 dia de tratamiento fue elegido en base a estudios previos de nuestro grupo donde se
evidencian sintomas de enfermedad (amarronamiento y maceracion de los tejidos vegetales) a
partir de 1 dia (Ponce de Ledn et al., 2007). Aproximadamente 15,2 hasta 16,4 millones de
lecturas se generaron en cada muestra individual. Una parte importante de las lecturas generadas
estaba fragmentada y/o podia ser alineada en varias ubicaciones en el genoma. Este tipo de
secuencias fueron excluidas y, en consecuencia, aproximadamente 1,3 a 1.520.000 de lecturas
alineadas de forma unica fueron retenidas y utilizadas para los posteriores analisis (Tabla 4).
Dados los costos en el momento de realizar este estudio (2011), sdlo se secuencio una muestra de
cada tratamiento. Actualmente los costos han bajado mucho y generalmente la secuenciacion se
hace con trés muestras independientes para cada tratamiento. El grupo del Dr. Nagy, en base al
genoma de referencia disponible en ese momento (v1.1), hizo los analisis preliminares en los
cuales asigno a cada gen (representado por un valor de Phypa) un Fold Change (FC) determinado
de acuerdo a la cantidad de transcriptos para cada gen que habia en las muestras de plantas de
Physcomitrella tratadas con SCC1 respecto a muestras de plantas control. Valores de FC negativo
reflejan que el gen se induce en respuesta al CF de la cepa SCC1 y un valor de FC positivo indica
que se acumulan menos transcriptos que en la situacion control (represion).

La comunidad cientifica abocada a la anotacion gendmica en Physcomitrella es muy reducida. En la
version 1.1, la cual fue utilizada para hacer los analisis del transcriptoma, solamente el 40% de los
genes tenia alguna anotacion del tipo funcional. Con la revision y reanotacion en la version 1.6 se
asignaron funciones a alrededor de 7000 nuevos genes. Esta nueva anotacion fue revisada y
utilizada para asignar funciones bioldgicas a los transcriptos que presentaron expresion diferencial
entre los dos tratamientos utilizados en este trabajo. Luego de eliminar los genes que presentaban
valores absolutos en los perfiles de expresion diferencial menores a 2, se obtuvieron 2430 genes
inducidos y 950 reprimidos en respuesta al tratamiento con elicitores de la cepa SCC1. Los genes
fueron clasificados en 22 grupos diferentes segun su probable categoria funcional. Los resultados

de estos analisis se muestran en las Figuras 8 y 9.
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Con respecto a los genes reprimidos, un 58% no tiene una funcion bioldgica asignada. El 4% de
los genes reprimidos codificaria para proteinas involucradas en modificaciones postraduccionales,

chaperonas y recambio proteico y el 4% de los genes codificaria para proteinas de sealizacion.

4.1.1 Identificacion y clasificacion de genes con posible funcion en la
percepcion de P.c. carotovorum

La mayoria de las investigaciones centradas en identificar componentes moleculares responsables
de la resistencia a patdgenos en plantas, se han llevado a cabo en la planta modelo Arabidopsis o
en otra plantas vasculares como tabaco, arroz y tomate. Como fue descrito anteriormente, en
estas plantas, varios MAMPs y sus receptores PRR correspondientes han sido identificados. Las
PRRs pertenecen a la gran familia RLK con mas de 600 miembros en Arabidopsis, mas de 1100 en
arroz y 157 en Physcomitrella (Shiu et al., 2004; Vij et al., 2008). El gran nimero de genes y la
expansion de las familias de este tipo de genes a lo largo de la evolucion, indican que es dificil
establecer una clara conexion de ortdlogos entre especies. Por ejemplo, en Physcomitrella no hay
claros homdlogos de los receptores para FLS2 (péptido de 22 aminoacidos de la flagelina
bacteriana) y ERF2 (péptido de 18 aminoaddos del segmento N-terminal del factor de elongacion
Tu, EF-TU), pero habria un homdlogo al receptor CERK1 (de chitin elicitor receptor kinase I)
(Lawton y Saidasan, 2009), aunque hasta ahora no se han descrito PRRs funcionales en
Physcomitrella. Debido a la limitada informacion sobre genes ortdlogos de PRRs en Physcomitrella,
se procedio a realizar busquedas en las bases de datos de Physcomitrella www.cosmoss.org a
partir de la secuencia aminoacidica de la proteina CERK1 de Arabidopsis At3g21630.

A partir de los analisis bioinformaticos, se identificaron tres genes que codifican para proteinas con
un dominio proteina quinasa similar a CERK1 de plantas vasculares y ademas todos se inducen en
respuesta a elicitores de P.c. carotovorum en comparacion con muestras control (Tabla 5). Los
cambios en los patrones de expresion génica entre las plantas tratadas con SCC1 y plantas control
se presentan como FC (Fold Change), los cuales pueden presentar valores iguales, mayores o
menores a 1. Valores de FC cercanos a +1 indican que esos transcriptos no modifican su patron
de expresion en respuesta al tratamiento. Valores de FC negativos indican que los genes se
inducen en respuesta al tratamiento y valores de FC positivos reflejan que los genes son

reprimidos en respuesta al tratamiento.

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vl.1 Gene location CDS +UTRs FC
Scaffold:base (nt)
54:998721-
Pp1s54_159V6.1 Phypa_ 434612 Phypa_125385 1003340 2178 -2,4
Pp1s97_212V6.1 97:1080792-
Phypa_441038 Phypa_132645 1083891 2277 -2,1
Pp1s41_280V6.1 41:1924473-
Phypa_432218 Phypa_122802 .1928534 1947 -1,9

Tabla 5 Nombre del transcripto y nimero de Phypa de CERK putativas a partir del genoma de Physcomitrella
version vi.1 y v1.6 de |. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de nucledtidos de la secuencia codificante mas las
regiones reguladoras 5y 3'UTR (de Unstralated Region). FC: Fold Change, cambios en los niveles de
expresion en colonias tratadas con SCC1 en comparacion con plantas control.
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4.1.2 Identificacion y clasificacion de MAPK: elementos de senalizacion en la
defensa de Physcomitrella frente a P.c. carotovorum

En eucariotas, la percepcion de los PAMPs, tales como la quitina fungica o la flagelina bacteriana,
provocan la inmunidad activada por PAMPs a través de cascadas de MAP quinasas. En este trabajo
nos centramos en el analisis de la expresion de las MAP quinasas en Physcomitrella en respuesta a

elicitores de P.c. carotovorum.

El genoma de Arabidopsis codifica 10 MAP4K, 80 MAP3K, 10 MAP2Ks y 23 MAPKs (Taj et a/., 2010).
El nimero elevado de genes diferentes estaria indicando la existencia de redundancia funcional
entre las proteinas codificadas. Recientemente fue publicado un trabajo donde se muestra la
relacion filogenética de MPKs de diez genomas de plantas, incluyendo Physcomitrella (Doczi et al.,
2012). En dicho trabajo indican que el genoma de Physcomitrella presenta al menos siete MAP2Ks
y ocho MAPKs. Sin embargo, hasta el momento no hay informacion disponible sobre el nimero de
MAP4K y MAP3Ks que hay en genoma de Physcomitrella, y tampoco existe informacion sobre la
funcionalidad de las MAPK putativas.

Debido a la inexistencia de informacion sobre ortdlogos a MAP4K en Physcomitrella, se procedio a
identificar transcriptos en el transcriptoma de Physcomitrella que hubieran sido asignados como
MAP4K. A su vez, a partir de la secuencia aminoacidica de MAP4K-1 de Arabidopsis (At1g53165)
se realizaron busquedas en bases de datos de proteinas de Physcomitrella www.cosmoss.org, con
la longitud completa y con el dominio conservado de MAP4K de Arabidopsis. A partir de los analisis
bioinformaticos, se identificaron tres genes que codifican para proteinas similares a MP4Ks de
plantas vasculares. En la Tabla 6 se presentan los cambios en los perfiles de expresion de los
genes que codifican para las MAP4K putativas en respuesta a elicitores de P.c. carotovorum en

comparacion con muestras control.

Gene location CDS +UTRs

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vi.1 Scaffold:base | (nt) FC
Pp1s98_82V6.1 Phypa_132764 , 2740 -5,1
Pp1sog 82v6.2 [ YPA 441200 o0 o igegps 98 441764 3034 1,8
Pp1s59 173V6.2 Phypa 435392 _ 2367 .
Pp1s59 173V6.1 Phypa 435393 1YPa_182701  59: 899133 1824 1.2

Tabla 6. Nombre del transcripto y nimero de Phypa de MAP4K putativas a partir del genoma de
Physcomitrella version v1i.1 y v1.6 de |. CDS+UTRs (nt): indica el numero de nucleétidos de la secuencia
codificante mas las regiones reguladoras 5y 3'UTR (de Unstralated Region). FC: Fold Change, cambios en los
niveles de expresion en colonias tratadas con SCC1 en comparacién con plantas control.

El gen ubicado en el “scaffold” 98 da lugar a dos transcriptos Phypa_132764 y Phypa_186825,
que se inducen en respuesta al tratamiento cinco y casi dos veces, respectivamente. Analizando en
mas detalle la secuencia nucleotidica de ambos transcriptos, se pudo constatar que ambos
trascriptos son idénticos en los primeros 2740 nucledtidos, y el transcripto Phypa_186825 posee
una region 3'UTR con 286 nucledtidos adicionales. Ambos transcriptos presentan un sitio blanco
para el microARN 477 (Arazi 2012) en la region 5'UTR. El transcripto Phypa_ 186825, el cual se
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acumula menos en respuesta al tratamiento, presenta ademas un sitio de union denominado UNR

(Chang et al., 2004). Este tipo de sitios regulan la vida media de los transcriptos en el citoplasma.

En la via de sefializacion de MAP quinasas las siguientes proteinas involucradas en la transduccion
de la sefial son las MAP3Ks. Hasta el momento no se dispone de informacion bibliografica sobre
ortologos a MAP3K en Physcomitrella, por lo que se procedio a identificar genes de Physcomitrella
con homologia a los MAP3ks de plantas vasculares. A partir de la secuencia aminoacidica de
MAP3K-1 de Arabidopsis (At4g08500) se realizaron busquedas en bases de datos de proteinas de
Physcomitrella www.cosmoss.org, con la longitud completa y con el dominio conservado de MAP3K
de Arabidopsis. A partir de los analisis, se identificaron 23 proteinas con motivos MP3Ks de plantas.
En la Tabla 7 se presentan los cambios en los perfiles de expresion de los genes que codifican para
las 23 MP3K putativas en respuesta a elicitores de P.c. carotovorum en comparacion con muestras

control.

Cuatro de los 23 genes analizados, se inducen dos o mas veces en respuesta al CF de la cepa
SCC1 en comparacion con muestras control y 3 genes se inducen 1,8 veces. También aparecen dos
transcriptos (Phypa_138872 y Phypa_138889) codificados por dos genes idénticos ubicados en el
“scaffold” 151 que se reprimen casi tres veces en respuesta al tratamiento. Analizando mas en
detalle la secuencia nucleotidica de ambos transcriptos se pudo constatar que en el extremo 3,
desde los nucledtidos 2014 a los 2036, poseen una secuencia blanco del microRNA miR899
(microARNs; miARNSs) y

pequefios ARNs de interferencia (siRNAs) regulan diversos procesos biologicos, incluyendo el

(Fattash et al, 2007). En plantas vasculares, los ARNs pequeios

desarrollo (Jones-Rhoades et al, 2006; Mallory y Vaucheret, 2006), tolerancia al estrés abidtico
(Jones-Rhoades y Bartel, 2004; Sunkar y Zhu, 2004;. Fujii et al, 2005), y respuestas frente a
patogenos (Mourrain et al, 2000; Dalmay et al., 2001; Morel et al., 2002).

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vl.1 Gene location CDS + FC
Scaffold:base UTRs
(nt)
351:305907-
Pp1s351_40V6.1  Phypa_458386 Phypa_151978 313865 3657 -5,5
Pp1s188 1V6.1 Phypa_449670 2086
Pp1s188_1V6.2 Phypa_449669 Phypa 168752 188:40269-44657 2022 -3,5
Ppis44_113V6.1  Phypa_432829 Phypa_15135 44:713955-719284 3282 -3
31:1,375859-
Pp1s31_252V6.1  Phypa_429991 Phypa_24585 1378153 2295 -3
Pp1s197 93V6.2  Phypa 450375 1724
Pp1s197 93V6.1  Phypa 450376 197:369237- 1707
Pp1s197 93V6.3  Phypa 450377 Phypa 4287 373793 1727  -1,8
35:1798135-
Pp1s35_323V6.1  Phypa_430970 Phypa_121101 1801924 2102 -1,8
286:170416-
Pp1s286 14V6.1  Phypa 430970 Phypa 4890 173965 1984 -1,8
Pp1s66_286V6.1  Phypa_436513 Phypa_ 127611 66:1614907- 4468 -1,3
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1626427
Pp1s99 12V6.1  Phypa 441350 Phypa 132892 4284 -1,3
Pp1si36 5V6.3  Phypa 445237 Phypa 15847 136:65714-67993 2280 -1,2
Pp1s216_64V6.1  Phypa 451799 Phypa_194424 2391 -1,1
131:698259-
Ppisi31 142V6.1 Phypa 444663 Phypa 85178 709469 4577 il
20:2564351-
Pp1s20 383V6.1  Phypa 427351 Phypa 117325 2566517 2167 |
281:189056-
Pp1s281 44V6.1  Phypa 455555 Phypa 4892 191017 1962 0,1
100:710362-
Pp1s100_149V6.1 Phypa 441485 Phypa 132984 712481 2120 1
Ppis414 18V6.1  Phypa 460152 414:217248- 2487
Ppis414 18V6.2  Phypa 460153 Phypa 1873 222026 2490 1
43:1516996-
Ppis43 178V6.1  Phypa 432670 Phypa_ 16331 1519062 2067 1
Pp1s10 200V6.2  Phypa 424932 10:1483031- 2954
Pp1s10 200V6.1  Phypa 424933 Phypa 114546 1490556 3070 1,1
Ppis8 299V6.2  Phypa 424193 8:3097894- 3400
Ppis8 299V6.1  Phypa 424194 Phypa 23912 3105323 3417 1,2
Ppisi7 36V6.1  Phypa 426821 Phypa 176382  17:133213-134774 1512 1,6
Pplsi51 4V6.1  Phypa 446601 Phypa 138872  151:50066-61527 2040 2,6
Ppisi51 3V6.1  Phypa 446624 Phypa 138889  151:53493-55954 2040 2,9

Tabla 7. Nombre del transcripto y nimero de Phypa de PpMAP3K putativos a partir del genoma de
Physcomitrella version vi.1 y v1.6 de |. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de nucleétidos de la secuencia
codificante mas las regiones reguladoras 5% 3'UTR (de Unstralated Region). FC: Fold Change, cambios en los
niveles de expresion en colonias tratadas con SCC1 en comparacion con plantas control.

Las proteinas que se encuentran a continuacion corriente debajo de la via de sefializacion de MAP
quinasas son las MAP2K. El genoma de Arabidopsis codifica para 10 MAP2K. A partir de las
anotaciones funcionales y estudios bioinformaticas se identificaron siete genes con homologia a los
MAP2K de plantas vasculares y se analizo su perfil de expresion en respuesta al tratamiento con el
CF de la cepa SCC1 de AP.c. carotovorum (Tabla 8).

Los datos revelan que la expresion de la mayoria de los genes no se ve alterada en respuesta al
tratamiento con elicitores de P.c. carotovorum a excepcion del gen Phypa_132044 que se induce

2,5 veces mas respecto a su expresion en condiciones control.

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_v1i.1 Gene location CDS FC
Scaffold:base +UTRs
(nt)
Pp1s92_27V6.1 Phypa_440456 92:293057- 1560
Pp1s92_27V6.2 Phypa_440457 Phypa_132044 298328 1422 -2,5
32:1521060-
Pp1s32_219V6.1 Phypa_ 430122 Phypa_206232 1524977 1686 -1,3
16:2472973-
Pp1si6 334V6.1 Phypa 426577 Phypa 203817 2474496 1524 -1,1
Pp1s50_83V6.1 Phypa_433829 50:837009- 2025
Pp1s50_83V6.2 Phypa_433830 Phypa_181532 840796 2152 -1,1
Pp1s106_83V6.1 Phypa_442149 Phypa_230484  106:495895- 1029 1,2
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498624
151:38932-

Ppisi51 2V6.1  Phypa 446598  Phypa 59189 45647 2147 1,2

Pplsil4 89V6.1 Phypa 442972 114:487526- 1610

Ppisil4 88V6.1 Phypa 442862  Phypa 106933 492579 1425 1,3

Tabla 8. Nombre del transcripto y nimero de Phypa de ApMAPZK putativos a partir del genoma de
Physcomitrella version vi.1 y v1.6 de |. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de nucleétidos de la secuencia
codificante mas las regiones reguladoras 5%y 3'UTR (de Unstralated Region). FC: Fold Change, cambios en los
niveles de expresion en colonias tratadas con SCC1 en comparacién con plantas control.

Las MAPK de plantas se denominan comunmente PERK (de Plant Extracellular-Regulated kinase)
por su similitud a las MAMPs de la subfamilia ERK de mamiferos. Las PERKs se clasifican en dos
subtipos: las que contienen un dominio TEY en el sitio de fosforilacion, y las que contienen un
dominio TDY. En las MAPKs de plantas no se han identificado homdlogos del motivo TGY, ni del
motivo TPY que se encuentra en las estructuras primarias de algunas MAPKs de levaduras y
mamiferos, (Ichimura et a/, 2002). En la actualidad no existe una nomenclatura definida para la
clasificacion de MAPKs vegetales; sin embargo, una propuesta ampliamente aceptada es la
existencia de cuatro subgrupos denominados A, B, Cy D (Ichimura et a/, 2002). Las MAPKs de los
grupos A, B y C contienen una secuencia TEY en el sitio catalitico, mientras que el D comprende la
secuencia TDY (Ichimura et a/, 2002). Segun dicho trabajo el genoma de Physcomitrella contiene
ocho MPKs putativas, dos pertenecientes al grupo TDY vy seis al TEY Doczi et al., 2012). A partir de
los datos trascriptomicos, se analizo el perfil de expresion de estos genes en respuesta a elicitores
de la cepa SCC1 de A.c. carotovorum (Tabla 9). Los resultados indican que dos de las ocho MAPK
predichas se inducen dos veces en respuesta al CF de P.c carotovorum comparado con plantas
control. En particular, la MAPK perteneciente al grupo D a partir de los analisis filogenéticos
realizados por Doczi et al., 2012, codificada por el gen Phypa_130039, presenta la mayor induccion
respecto a la muestra control con un valor de Fold Change igual a dos. El gen Phypa_130039
codifica para una proteina deducida de 60.8 kDa que contiene un dominio quinasa conservado y un
extremo C-terminal variable. Comparte un nivel de identidad del 82% con la MAPK16 (At1g07640)
de Arabidopsis (Figura 10).

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_v1.1 Gene location CDS+UTRs FC
Scaffold:base (nt)
Pp1s80_71V6.2 Phypa_438802 80: 438428 — 2661 -
TDY Ppils80 _71V6.1 Phypa_438803 Phypa_130039 443542 2610 2,1
Pp1s87 157V6.2  Phypa 439697 87: 1153001 — 2422 -
Pp1s87 157V6.1 Phypa 439698 Phypa 131187 1157659 2393 1,6
TEY 59: 1663035 — -
Pp1s59 325V6.1 Phypa_435424 Phypa_126277 1666288 1801 2,0
207: 450742 — -
Pp1s207_63V6.1 Phypa 451080 Phypa_ 193902 452799 1912 1,7
138: 652015 - -
Pp1s138 117V6.1 Phypa_167171 Phypa_167171 653435 1294 1,3
149: 142484 -
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Pp1s149 39V6.3  Phypa_446408 146381 2163
29: 2013329 -

Pp1s29_285V6.1  Phypa_429397 Phypa_105202 2017763 2696 1,1
99: 218432 -

Pp1s99_26V6.1 Phypa_441310 Phypa_132891 222835 2545 1,4

Tabla 9. Nombre del transcripto y numero de Phypa de MAPK putativas a partir del genoma de
Physcomitrella version vi.1 y v1.6 de |. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de nucleétidos de la secuencia
codificante mas las regiones reguladoras 5%y 3'UTR (de Unstralated Region). FC: Fold Change, cambios en los
niveles de expresion en colonias tratadas con SCC1 en comparacion con plantas control.

Phypa 130039
AT5G19010

Phypa 130039
AT5G19010

151
160

Phypa 130039
AT5G19010

Phypa 130039 DLMTDMLG
AT5G19010
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2 ZOUIASASPNESDNA'
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Figura 10. Alineamiento de secuencias aminoacidicas completas del gen Phypa_130039 de Physcomitrella
identificado con alta homologia a una MAPK de Arabidopsis. Se utilizdé el software Mega version 5.0 Los
guiones indican ausencia de aminodcido en esa posicion. El sombreado oscuro indica identidad de secuencia
= 95% y el mas claro, elevada similitud.

4.1.3 Genes de resistencia implicados en la defensa vegetal

En el momento que se llevo a cabo este estudio solo existia un trabajo sobre la presencia de genes
R en Physcomitrella (Akita y Valkonen 2002). Ese estudio fue realizado antes que el genoma fuera
secuenciado y por lo tanto probablemente no fue exhaustivo. En base a las anotaciones hasta el
momento existentes y blsquedas en la base de datos cosmoss quisimos establecer cuantos genes-
R del tipo CC-NB-LRR y cuantos del tipo TIR-NB-LRR existen en Physcomitrella. Esto se hizo
mediante la ejecucion de busquedas en las bases BLASTp con secuencia de aminoacidos de los
aproximadamente 83 TIR-NB-LRR genes y 51 genes en CC-NB-LRR de Arabidopsis (Meyers et al.,
2003) contra las bases de datos de secuencias de proteinas de Physcomitrella en
www.cosmoss.org. Muchas de las secuencias identificadas contenian solo una parte intacta del gen
R, por ejemplo genes que codificaban para proteinas con CC-NB y ningun dominio LRR o
simplemente los dominios NB-LRR. En este trabajo estamos interesados en identificar genes
homologos a genes R que pudieran funcionar en la inmunidad innata de Physcomitrella como lo
hacen en las plantas vasculares. Se realizaron busquedas en las bases de datos y se identificaron

seis genes R que codifican para proteinas con dominios CC-NB-LRR y tres que codifican proteinas
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con dominios TIR- NB-LRR. Ademas de las clasicas proteinas con dominios CC y TIR, Xue et al.,
(2012) identificaron en el genoma de Physcomitrella genes que codifican para proteinas que
presentan un dominio quinasa (PK) en el extremo N-terminal (PK-NB-LRR). Los autores no
reportaron los nombres completos de los genes por lo que la busqueda se realizo en base a
dominios conservados y analisis de las anotaciones funcionales realizadas hasta el momento. Se
pudieron identificar siete genes que codifican para proteinas con un domino PK en el extremo N

terminal ademas de los dominios NB y LRR caracteristicos de las proteinas R.

Se analizd el perfil de expresion de cada uno de los genes identificados en este trabajo en
respuesta a elicitores de P.c. carotovorum (Tabla 10). El analisis de los datos obtenidos revela que
no todos los genes tienen un patron de expresion diferencial en respuesta a elicitores de A.c.
carotovorum. Entre los genes con homologia a los genes R clasicos de plantas vasculares, existen
dos cuyos transcriptos Phypa 37087 y Phypa_48412 presentan una induccion de 3 veces y 2,7
veces, respectivamente. Para los genes que codifican para proteinas R putativas con dominio PK,

se identifico el gen Phypa_116752 que se induce 2,2 veces respecto a las condiciones control.

Domain Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vi.1 CDS+UTRs FC
(nt)
CC-NB- Pplsl 238V6.1 Phypa_422217 Phypa_37087 3367 -3,0
LRR Pp1s327 16V6.1 Phypa 457568 Phypa 151076 3033 -2,2
Pplsl_324V6.1 Phypa_422070 Phypa_111259 3057 -1,1
Pp1si_336V6.1 Phypa_421825 Phypa_110794 3455 1,1
Ppisl 321V6.1 Phypa 421942 Phypa 111146 3018 -1,1
Pplsl 327V6.1 Phypa 421845 Phypa 110967 3024 1,1
TIR- Pp1s231_60V6.1 Phypa_452798 Phypa_48412 3840 -2,7
E:;t Pp1s210_15V6.1 Phypa_451377 Phypa_169462 3571 -1,6
Pp1s162_170V6.1 Phypa_447601 Phypa_140033 4064 1,1
PK-NB- Ppls17 234V6.1 Phypa_426777 Phypa_116752 5376  -2,2
LRR Pp1s783_2V6.1 Phypa_461656 Phypa_157249 4476  -1,9
Pp1s95_7V6.1 Phypa_440689 Phypa_132267 3927 -1,7
Phypa_134549,
Ppls113 185V6.1 Phypa 442823 Phypa_215265 6827 -1,2
Pp1s180_101V6.1 Phypa_449101 Phypa_192469 4845 -1,2
Pp1s96 245V6.1 Phypa 440888 Phypa 132491 4375 1,0
Pp1s107_130V6.1 Phypa_442232 Phypa_187567 5109 1,2

Tabla 10. Nombre del transcripto y nimero de Phypa de proteinas R putativas a partir del genoma de
Physcomitrella version vi.1 y v1.6. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de nucledtidos de la secuencia
codificante mas las regiones reguladoras 5%y 3'UTR (de Unstralated Region). FC: Fold Change, cambios en los
niveles de expresion en colonias tratadas con SCC1 en comparacion con plantas control.

A continuacion se procedio a comparar los datos obtenidos por RNA-seq para este grupo de genes
con los obtenidos por microarreglos de ADN en respuesta al tratamiento con una suspension de

esporas de B. cinerea y que esta disponible en la base de datos Genevestigator. Los datos de
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expresion obtenidos mediante microarreglos no revelaron diferencias significativas entre las
muestras tratadas y los controles (datos no presentados). Esto se puede deber a una menor
sensibilidad que presenta esta técnica respecto a RNA-seq 0 que estos genes no estén

involucrados en la respuesta de defensa que se desencadena frente al ataque de 5. dnerea.

4.1.4 Genes implicados en la detoxificacion de ROS y reforzamiento de la
pared celular

4.1.4.1 Detoxificacion de ROS
Las produccién de ROS puede contribuir a la defensa vegetal ya sea directamente como agentes

con actividad antimicrobiana o indirectamente mediante la promocién del entrecruzamiento de la
pared celular (Apel y Hirt, 2004). Las ROS también pueden actuar como segundos mensajeros, ya
sea directamente en forma de H,0,, o indirectamente oxidando acidos grasos poliinsaturados que
pueden actuar como mensajeros secundarios para disparar las respuestas de defensa (Forman et
al., 2010; Vellosillo et a/., 2010.).

La produccion de ROS en Physcomitrella en respuesta a elicitores bacterianos se visualizd por
tincion con diaminobenzidina (DAB) para detectar H,0, y azul de nitro-tetrazolio (NBT) para
detectar la produccién de anidn superoxido, a las 24 horas post tratamiento como se describe en la
seccion 3.11.3 de Materiales y Métodos (Figura 11). Para este estudio se utilizaron los CF de las
cepas SCC1 y SCC3193 de P.c. carotovorumy P. wasabiae, respectivamente. Las colonias tratadas
con SCC1 se tifieron mas con DAB y NBT, lo que indica una mayor acumulaciéon de H,0, y O,” en
respuesta al CF de la cepa SCC1 respecto a la cepa SCC3193 y el tratamiento control (H,0).

Las plantas cuentan con enzimas detoxificantes que catalizan la degradacién rapida de las ROS.
Estas enzimas involucran superdxido dismutasas (SOD), catalasas (CAT) y un gran nimero de
peroxidasas reductoras del H,0,. También presentan antioxidantes no enzimaticos, como el
glutatién, el ascorbato, los carotenoides, los flavonoides, el tocoferol, los acidos ureico y lipoico,
varios aminoacidos, poliaminas, y una variedad de compuestos fendlicos que también cumplen un
rol importante en la red de antioxidantes que protegen a las células del estrés (Shannon et al.,
1966; Larson, 1988; Navrot et al., 2006). A partir de los datos transcriptomicos, se analizaron los
patrones de expresidn de genes que codifican para enzimas antioxidantes o proteinas involucradas
en la sintesis de compuestos con capacidad antioxidante y a continuacion se describen las familias

génicas que presentaron mayor relevancia.
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Otro grupo de enzimas importantes en la detoxificacion de ROS son las catalasas, enzimas capaces
de detoxificar el H,0,. Al momento de realizar este trabajo se desconocia cuantos genes de
catalasas existen en el genoma de Physcomitrella. Se hicieron blsquedas en la base de datos
cosmoss.org utilizando las secuencias de los genes ortdlogos que codifican para catalasas en
Arabidopsis, identificandose seis genes con similitud de secuencia con catalasas (Tabla 12). El
analisis de la abundancia relativa de los transcriptos de estos genes indicé que estos difieren entre
si en cuanto a su respuesta frente al tratamiento con elicitores de AP.c. carotovorum. El gen
Phypa_223469 presenta los niveles de induccion mas altos en respuesta al tratamiento, con

valores nueve veces mayores respecto a plantas sin tratar.

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vi.1 CDS+UTRs (nt) Loc FC
Pp1s259 126V6.1 Phypa_454438 Phypa_223469 1865 prx -9,4
Pp1s422 8V6.3 Phypa 460254  Phypa 227480 1878 prx -1,6
Pp1s422_8V6.1 Phypa_460253 2017

Pp1s422 8V6.2 Phypa_460252 1888
Pp1s3_353V6.2 Phypa_422906 Phypa_64727 1872 cit -1,7
Pp1s3_353V6.1 Phypa_422905 1993

Pp1s292 18V6.1 Phypa_456110 Phypa_197372 2270 per -0,5
Pp1s223 74V6.1 Phypa_92315 Phypa_92315 1542 Nuc -0,4
Pp1s3 465V6.1 Phypa 423018  Phypa 112228 1872 Nuc 4,4

Tabla 12. Nombre del transcripto y numero de Phypa de las catalasas putativas identificadas en la version
vi.1 y v1.6 del genoma de Physcomitrella. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de nucledtidos de la secuencia
codificante mas las regions reguladoras 5y 3'UTR (de Unstralated Region). Loc: localizacion subcelular
predicha con los programas TargetP (Emanuelsson et a/, 2000) y ChloroP (Emanuelsson et al, 1999)
prx:peroxisoma, xti: citosol; nuc: nuclear. FC: Fold Change, cambios en los niveles de expresion en colonias
tratadas con SCC1 en comparacion con plantas control.

Con el objetivo de estudiar el patron de expresion de estos genes, se realizaron ensayos de
Northern blot utilizando muestras de ARN extraido a distintos tiempos, como se describe en la
secciones 3.5.6 y 3.5.3 de Materiales y Métodos. En esta primera instancia se analizo la expresion
del gen Phypa_64727 (PpCAT), del cual ya contabamos con el clon que contiene la secuencia, y
se muestra en la Figura 12.

Los resultados indican que el gen PpCAT presenta un nivel de expresion basal, el cual aumenta con
el tratamiento con los CFs y que ademas el patron de acumulacion del ARNm difiere, dependiendo
del CF utilizado. La induccion del gen Phypa_64727 en colonias tratadas con el CF de la cepa SCC1
tiene un pico de acumulacion a las 2 horas del tratamiento, seguido de un descenso progresivo en
el tiempo para volver a aumentar hasta llegar a los niveles basales a las 24 horas post tratamiento.
Probablemente por ese perfil de expresion no se vieron grandes cambios en el transcriptoma que
fue secuenciado a un dia post tratamiento. El tratamiento con el CF de la cepa SCC3193 también
induce la expresion del gen ApCAT7, aunque los niveles de acumulacion de los transcriptos

alcanzados son menores que los observados con la cepa SCC1.
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En plantas vasculares, el incremento en los niveles de H,O, contribuye a reforzar la estructura de
la pared celular mediada por la accién de peroxidasas (PRX). Las peroxidasas estan relacionadas
con la defensa vegetal, actuando en el fortalecimiento de la pared celular (Agrios, 2005; De
Ascensdo y Dubery, 2003), y algunos estudios han demostrado su interferencia con el crecimiento
y desarrollo del patégeno (Nicholson y Hammerschmidt 1992; Dellanoy et a/., 2004). Ademas, las
peroxidasas pueden prevenir ataques quimicos y bioldgicos levantando barreras fisicas o
contraatacando al patdgeno con una alta produccién de radicales libres (Passardi et a/., 2005). Por
ejemplo en variedades resistentes de vid, no solo existe una actividad basal mas alta de estas
enzimas, sino también un aumento rapido de su actividad después de la inoculacién del patdgeno
(Kortekamp y Zyprian, 2003). Lethonen et a/. (2009 y 2012) encontraron que la peroxidada de
clase III PpPRX34 (Phypa_144797) es esencial para disparar el estallido oxidativo en
Physcomitrella. EI mutante “knockout” Ppprx34 es mas susceptible a hongos saprofiticos y
necrétrofos en comparacion con las plantas salvajes (Lethonen et al., 2012). Resultados similares
se obtuvieron con lineas knockout por insercion por T-DNA en dos genes para peroxidasas
apoplasticas de Arabidopsis Atprx33 and Atprx34. Estos genotipos presentaron niveles bajos de
acumulacion de ROS asi como poca deposicion de calosa en respuesta a los PAMPs flg22 y elf26
(Daudi et al., 2012).

En este trabajo se procedid a identificar genes en el genoma de Physcomitrella que codificarian
para peroxidasas y luego se evaludé el patron de expresién de dichos genes en respuesta a
elicitores de la cepa SCC1 de A.c. carotovorum. En la Tabla 13 se presenta informacién sobre
cuatro genes que codifican para peroxidasas putativas, de los cuales tres se indujeron de 1,9 a 2,4
veces en respuesta a elicitores de la cepa SCC1 de P.c. carotovorum comparado con plantas
control. El gen Phypa_125385 es el que presenta los mayores niveles de induccion en respuesta al
CF de SCC1. El gen Phypa_144797 descrito por Lethonen et a/., 2012 presentd una leve induccion

en respuesta al tratamiento con elicitores de la cepa SCC1 de P.c. carotovorum.

Figura 12. Andlisis de la expresion del gen PpCAT en respuesta a patdgenos. Se aislaron los ARN a los
tiempos indicados de colonias crecidas sobre celofan inoculadas con el CF de A.c carotovorum de la cepa
SCCl1 y P. wasabiae SCC3193. C: LB como control del tratamiento. RNAr: ARN ribosomal como control de
carga.
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4.1.4.2 Reforzamiento de la pared celular
La pared celular es un importante elemento estructural de la planta que se compone de una matriz

ordenada principalmente de polisacaridos, incluyendo celulosa, hemicelulosa y pectinas, las cuales
desempefian un papel importante en la defensa de las plantas frente a patdgenos. La mayoria de
los microorganismos fitopatdgenos secretan enzimas que degradan la pared celular (PCWDE),
incluyendo celulasas, proteasas y pectinasas, capaces de despolimerizar los polisacaridos de la
pared celular vegetal. Las plantas han desarrollado una bateria de respuestas de defensa para
contrarrestar la degradacion de la pared celular, incluyendo la sintesis de inhibidores de estas
enzimas. Estos incluyen inhibidores de enzimas que degradan pectina (poligalacturonasas,
pectinesterasas y pectina liasas), y de enzimas que degradan la hemicelulosa, tales como

endoxilanasas y xiloglucano endoglucanasas (De Lorenzo 1997).

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vi1.1 CDS+UTR Gene location FC
s (nt) Scaffold:base
54:998721-

Pp1s54 159V6.1  Phypa 434612 Phypa 125385 2178 1003340 -2,4
97:1080792-

Pp1s97 _212V6.1  Phypa_441038 Phypa_132645 2277 1083891 -2,1
41:1924473-

Ppis41_280V6.1  Phypa_432218 Phypa_122802 1947 1928534 -19
219:45362-

Pp1s219 8V6.1 Phypa_451978  Phypa_144797 1547 47267 -1,4

Tabla 13. Nombre del transcripto y nimero de Phypa de genes que codifican para PRX putativas
identificadas en la version vi.1 y v1.6 del genoma de Physcomitrella. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de
nucledtidos de la secuencia codificante mas las regions reguladoras 5y 3'UTR (de Unstralated Region). Loc:
localizacion subcelular predicha con los programas TargetP (Emanuelsson ef &/, 2000) y ChloroP
(Emanuelsson et al, 1999), FC: Fold Change, cambios en los niveles de expresion en colonias tratadas con
SCC1 en comparacion con plantas control.

Otra de las familias génicas analizadas en este trabajo fue la que codifica para las enzimas pectina
metil esterasas (PME). Este tipo de proteinas cumplen un rol en la defensa frente a patdgenos,
puesto que la metil esterificacion de la pectina de la pared celular de las plantas, vuelve a la
pectina menos susceptible de hidrdlisis por parte de enzimas pécticas de los patdgenos bacterianos
o fungicos (Lionetti et al, 2012). La busqueda de genes que codican PMEs en el genoma de
Physcomitrella, utilizando genes ortologos de Arabidopsis permitio la identificacion de seis genes,
que en nuestros estudios de expresion, presentaron un valor de Fold Change mayor o igual a dos
(Tabla 14). El gen Phypa_150987 presenta los niveles de induccion mas altos en respuesta al
tratamiento, con valores casi cuatro veces mayores respecto al perfil de expresion de dicho gen en

las plantas controles.
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Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vi.l Gene CDS+ FC
location UTRs
Scaffold:base (nt)

Pp1s325_49V6.1  Phypa_457512 Phypa_150987 325:253584- 1146 -3,6

255195
Pp1s33_21V6.1 Phypa_430330 Phypa_31765 33:170202- 2898 -2,4
173752
Pp1s378_15V6.1  Phypa_459254 Phypa_152856 378:84023- 2408 -2,4
386564
Pp1s26_42V6.1 Phypa_428705 Phypa_118762 26:371210- 1896 -2,3
373529
Ppls112 175V6.1 Phypa_442656 Phypa_134522 112:827191- 1155) 1=2,2
828998
Pp1s382_22V6.1  Phypa_459368 Phypa_152977 382:194975- 2769 -2,0
198559

Tabla 14. Nombre del transcripto y numero de Phypa de genes que codifican para PME putativas
identificadas en la version vi.1 y v1.6 del genoma de Physcomitrella. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de
nucledtidos de la secuencia codificante mas las regions reguladoras 5y 3'UTR (de Unstralated Region). Loc:
localizacion subcelular predicha con los programas TargetP (Emanuelsson et &/, 2000) y ChloroP
(Emanuelsson et al., 1999), FC: Fold Change, cambios en los niveles de expresion en colonias tratadas con
SCC1 en comparacion con plantas control.

En estudios previos de nuestro grupo, se identifico un gen (Phypa_110421) que codifica una
proteina putativa Dirigent-like (DIR) (PpDIR) en una biblioteca de ADNc obtenida mediante la
técnica SSH, a partir de tejidos de Physcomitrella tratados con elicitores de la cepa SCC1 de P.c.
carotovorum (Ponce de Leon et al, 2012). Las proteinas DIR son importantes para mediar el
acoplamiento de radicales libres de fenoles vegetales tales como el monolignol para producir los
polimeros de la pared celular como lignanos y ligninas (Davin et a/., 2000). La proteina PpDIR tiene
un 25,7 y el 32,4% de identidad con su homodlogo de Arabidopsis (Theologis et al., 2000) y arroz
(Yu et al., 2005), respectivamente (Figura 13).

PpPDIR ———————=——————————— MAIS CICSFORS SE--- PLERTYAEB TR —— o 55
OSDIR ——-——————————— SLLAP L D XS XY THL HF G HE 208 GT SeD 66
AtDIR MLOITNMATPFLLLLLYLIFSTVMLLEITTOSKPYSKITPROGNEPDR I iziRiaeyeinT I SEDKP— - THIRVEIEADET 77

(LG G ISTVGGS-A QVTS! G! YRGS TLS 134
ASHLVGRAQG SLAAADG. IBTMLSL. EGPRAEISENT, AV 141
yeseele, YE\SE DMK TE———— EE&VF —EFNEESAATY[@INPILLE 151
TTVPPIYNKWY KK-- 179
SD LIMT TSPI 188
Im—— VEIWH--- 193

Figura 13. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas completas de genes identificados con alta
homologia a DIR en arroz, Physcomitrella, Arabidopsis. Se utilizé el software Mega versién 5.0 Los guiones
indican ausencia de aminoacido en esa posicion. El sombreado oscuro indica identidad de secuencia = 95%.

Una busqueda en la secuencia completa del genoma de Physcomitrella (version 1.6) en la base de

datos publica Phytozome v9.1 base de datos publica (www.phytozome.net) (Goodstein et al.,

2012), revelo la existencia de al menos 9 genes que codifican para proteinas DIR-/ike. Una lista de
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los genes DIR-like de Physcomitrella, y sus niveles de expresion en respuesta a elicitores de la

cepa SCC1 de A.c. carotovorum se muestran en la Tabla 15.

Tanscript Phypa_v1.6 Phypa_vi.1 Gene location FC
Scaffold:base

Pp1s252_11V6.1 Phypa_454096 Phypa_110421 252:66635- 68003 -2.6
Pp1s252_2V6.1 Phypa_454111 Phypa_170601 252:40343- 42189 -1.3
Pp1s23_51V6.1 Phypa_428179 Phypa_48771 23:387282 — 388692 -1.1
Pp1s104_69V6.1 Phypa_441878 Phypa_166166 104:506510 — 508265 -1.7
Pp1s69_107V6.1 Phypa_437147 Phypa_78106 69:655964 — 657185 0.1
Ppisi14 204V6.1  Phypa_443016 Phypa_83579 114:1206366-1206957 -2.5
Pp1s279_53V6.1 Phypa_455453 Phypa_196945 279: 221702 - 22217 1.1
Pp1s360_13V6.1 Phypa_458747 Phypa_152320 360: 158624 - 160463 1.1
Pp1s5_200V6.1 Phypa_423457 Phypa_27453 5: 1391259 - 1391789 -1,1

Tabla 15. Nombre del transcripto y nimero de Phypa de genes ApDIR-like en la base de datos Phytozome
del genoma de Physcomitrella version v1.1 y v1.6. Los Valores de scaffolds representan la posicion genémica
de los genes. FC: Fold Chage, cambios en los niveles de expresidon en colonias tratadas con SCC1 en
comparacion con plantas control.

Los genes Phypa 110421 y Phypa_170601 se ubican en el “scaffold” 252 y codifican para proteinas
100% idénticas. El gen Phypa_48771 esta ubicado en el scaffold 23 y comparte 82% de identidad
con los genes Phypa_110421 y Phypa_170601 (Figura 14).

La gran mayoria de los genes analizados no presentan cambios significativos en el perfil de
expresion a diferencia de los genes Phypa_110421 y Phypa 83579 que se inducen alrededor de
tres veces. Estos resultados son concordantes con los obtenidos en la biblioteca SSH donde se
identificd un clon con homologia al gen Phypa_110421, como un gen expresado diferencialmente
(Ponce de Leon et al., 2012).

12087 LR B L VARIMA T SAAAY TLCVVLCICSFQTSVFAASRKPLKLTYY AHETRGGPNATLLPAAGTGQGNFSALGWGS FLVFDNGLKEGAR
79

12387 S W[V VA T SAAAY TLCVVLCICSFQTSVFAASERPLKLTYYAHETRGGPNATLL PAAGTGQGNFSALGWGSFLVFDNGLKEGAAL
12300 - Y b VA T SAAAY TIVVI.CICSHQ X A5 33 K LT} YAHETRGGPNATLL PAAGTGQGNFSALGWG SEL VFDNE LKEGA AL

79
80

12X N BV D SKLLGRI TGFGALSTVGGSATGGVQVT SKFWFGDGSKY PGS SFTVVGTLSYGPTPWELVV IGGTGKFRGY SGYGLAQPE K
Phypa 170621 DSKLLGRITGFGAISTVGGSATGGVQVTSKFWFGDGSKYPGSSFTVVGTLSYGPTPWELVVIGGTGKFRGYSGYGLAQPE 159
Phypa 48771 pReAdedsye ; < < S SYGER 3 SGYG 160

Phypa_110421 NSTTVPPIYVNRKWNFYLTKK N
Phypa_170621 STTVPPIYVNRKWNFYLTKKENWE]
Phypa_48771 NSTTVPPIRaVP(KWNE): LTK]: 1 RN

Figura 14. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas completas de genes identificados con alta
homologia a DIR en Physcomitrella. Se utilizé el software Mega version 5.0 Los guiones indican ausencia de
aminoacido en esa posicion. El sombreado oscuro indica identidad de secuencia = 95% y el mas claro,
elevada similitud.

64



4 - Resultados

Con el objetivo de estudiar el patron de expresion temporal de este gen, se realizaron ensayos de
Northern blot (Figura 15). Se extrajo el ARN total a partir de colonias crecidas sobre celofan,
tratadas con los CFs de las cepas SCC1 y SC3193 de las bacterias P.c. carotovorumy P. wasabiae,
respectivamente. Debido a que el fragmento de ADNc de PpDIR utilizado como sonda
(Phypa_110421) muestra una alta identidad con los transcriptos Phypa_170601 y Phypa_48771
(81,1%-96,7%, respectivamente), los resultados obtenidos por Northern blot podrian estar

evidenciando la expresion de los tres genes simultdneamente.

Los resultados indican que el gen PpDIR no presenta un nivel de expresion basal detectable por
esta técnica, y aumenta con el tratamiento con los CFs y que ademas el patrén de acumulacion del
ARNm difiere, dependiendo del CF utilizado. La induccién del gen PoDIR en colonias tratadas con el
CF de la cepa SCC1 tiene un pico de acumulacion mayor a las cuatro horas del tratamiento,
seguido de un descenso a las 24 horas post tratamiento. El tratamiento con el CF de la cepa
SCC3193 también induce la expresion del gen aunque los niveles de acumulacién de los

transcriptos alcanzados son menores que los observados con la cepa SCC1.

Figura 15. Analisis de la expresion del gen PpDIR en respuesta a patdgenos. Se aislaron los ARN a los
tiempos indicados de colonias crecidas sobre celofan inoculadas con el CF de A.c carotovorum de la cepa
SCCl1 y P. wasabiae SCC3193. C: LB como control del tratamiento. RNAr: ARN ribosomal como control de
carga.

Se decidié utilizar la herramienta informatica GENEVESTIGATOR (Zimmermann et a/., 2004) para
extraer de las bases de datos informacion sobre la expresion de los genes homdlogos a ApDIR de
Physcomitrella en respuesta a B. dinerea y dos diferentes condiciones de crecimiento y estrés
(oscuridad y exceso de luz), basada en el analisis de microarreglos de ADN. Al introducir el gen de
estudio, en la base de datos, el motor de blusqueda del programa hace una compilacién de todos
los experimentos en los que aparece dicho gen y los clasifica segun tejidos donde se exprese, 0
tratamientos de estrés. Los resultados de este andlisis se muestran en la Figura 16. Se debe tener
en cuenta que los datos de expresidon presentados en dicha figura, para cada tipo de muestra
biolégica y para cada gen, son el promedio de un conjunto de andlisis independientes realizados

por diferentes grupos de investigacion.
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Figura 16. Patron de expresion de genes homologos a ApDIR en respuesta a diferentes condiciones de
estrés. Los genes se han ordenado segun sus relaciones filogenéticas Los que se muestran en la figura son los
que pasaron la seleccién de tener un Fold Change mayor a 1.5 entre las dos condiciones evaluadas y un p-
value mayor a 0.05.

Se observan claramente diferencias en los perfiles de expresién de los distintos genes DIR-/ike en
respuesta a las distintas condiciones de estrés. Los genes Phypa_110421, Phypa_170601, que
estan emparentados entre si segun el analisis filogenético presentan un patrén de expresion similar,
aumentando su expresion en respuesta a B. cinereay oscuridad. Los resultados por microarreglos
concuerdan con estudios previos realizados por nuestro grupo, donde observamos mediante
andlisis por Northen blot que el gen Phypa_110421 aumenta su expresion en respuesta a B.
cinerea (Ponce de Ledn et al, 2012). EL gen Phypa_48771 que también estd emparentado
filogenéticamente a los genes Phypa_110421 y Phypa_100601 no presenta un perfil de expresion
similar a estos dos Ultimos. Para el resto de los genes DIR-/ike, los mismos no varian su expresion
en respuesta a B. cinerea. Los resultados de los perfiles de expresién de los genes PpDIR-like en
respuesta a B. c¢inerea obtenidos por microarreglos son similares a los obtenidos en respuesta a los
elicitores de P.c. carotovorum lo que sugiere la participacion de estos genes DIR-like en la
respuesta de defensa a ambos patégenos. A pesar de que los genes Phypa_110421,
Phypa_170601 y Phypa_48771 comparten un elevado porcentaje de identidad a nivel de las
secuencias codificantes, los perfiles de expresion son muy diferentes lo que sugiere diferencias a

nivel de sus regiones promotoras.

La calosa se ha detectado en musgos, incluyendo Physcomitrella, utilizando procedimientos de
tincion con azul de anilina (Scherp et a/., 2001; Tang, 2007; Schuette et a/., 2009) y CoMPP (de
Comprehensive Microarray Polymer Profiling) (Moller et al., 2007). Al igual que en otras plantas y
algas, la deposicion de calosa en Physcomitrella participa en los procesos normales del desarrollo,
incluyendo la citoquinesis (Scherp et a/,, 2001) y la formacién de esporas (Schuette et a/, 2009). A
su vez, la calosa también se forma y se deposita en respuesta a heridas (Abel et a/., 1989; Scherp
et al., 2001; Tang 2007), asi como en respuesta al ataque con el oomycete Phytium irregulare
(Castro et al., 2009). El genoma de Physcomitrella contiene 12 genes que codifican para calosa
sintasas putativas (Schuette et al, 2009) para los cuales se analizd el perfil de expresion en

respuesta al tratamiento con elicitores de la cepa SCC1 de P.c. carofovorum (Tabla 16). De los 12
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genes, solamente tres de ellos se inducen con valores de FC menores o iguales a -1.5. En el caso
del gen Phypa 127776 el aumento de expresion en respuesta a elicitores es de 2,5 veces
comparado con plantas control. La proteina codificada por ApCal/S5, con un FC de -1,5, es ortdloga
a AtCalS5 con dominios muy conservados y un 64% de similitud a nivel de secuencia aminoacidica.
La funcion de este gen en respuesta a patdgenos ha sido evidenciada mediante el estudio de
genotipos de Arabidopsis, que presentaron mutaciones nulas en ese gen. Esas lineas mutantes
(cal5) presentan una alteracion en la deposicion de calosa que resulta en un aumento en la

susceptibilidad al hongo Blumeria (Jacobs et al., 2003).

Gene Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vi.1 CDS+UTRs FC
name (nt)
Pp_CalS1 Pp1s145_49V6.1 Phypa_446061 Phypa_190367 6721 -1.7
Pp_CalS2 Pp1s40_185V6.1 Phypa_432044 Phypa_207622 743 -
Pp1s40_186V6.2 Phypa_432070 3972 1,3
Pp1s40 186V6.1 Phypa 432016 1275
Pp_CalS3 Pp1s18_300V6.2 Phypa_427055 Phypa_117054 3589 -1,3
Pp1s18_300V6.1 Phypa_427003 2667
Pp_CalS4 Pp1s67_70V6.1 Phypa_436681 Phypa_127776 5397 -2,5
Pp1s67_71V6.1 Phypa_436772 531
Pp_CalS5 Pp1s199_13V6.1 Phypa_450581 Phypa_143195 5814 -1,5
Pp_CalS6 Pp1s160_88V6.1 Phypa_447423 Phypa_139798 6248 -1,1
Pp_CalS7 Pp1s88_137V6.2 Phypa_439907 Phypa_185944 535 1,5
Pp1s88_137V6.1 Phypa_439854 600
Pp1s88_136V6.1 Phypa_439885 5890
Pp_CalS8 Pp1s67_234V6.1 Phypa_436789 Phypa_183682 6351 1,3
Pp_CalS9 Pp1s13_132V6.1 Phypa_425505 Phypa_115455 5988 1,0
Pp_CalS10 Pp1s379_24V6.1 Phypa_459280,  Phypa_199665 4911 1,2
Pp1s379_25V6.1 Phypa_459262 884
Pp_CalS11 Ppls66_72V6.1 Phypa_436633 Phypa_183499 6133 1,2
Pp_CalS12 Pp1s13_432V6.1 Phypa_425661 Phypa_175718 6114 1,1

Tabla 16. Nombre del transcripto y nimero de Phypa de los 12 genes PpCalS de Physcomitrella identificadas
previamente por Schuette ef a/, 2009 version v1i.1 y v1.6. Los Valores de scaffold representan la posicion
gendmica de los genes. FC: Fold Chage, cambios en los niveles de expresion en colonias tratadas con SCC1
en comparacion con plantas control. Valores de Fold change negativos indican que los genes se inducen en
respuesta al CF de SCC1 de A.c.carotovorum.

La induccion de genes involucrados en la sintesis de calosa se correlaciona con resultados previos
obtenidos por nuestro grupo que indican que elicitores de las cepas AP.c. carotovorum inducen
fortificacion de la pared celular en los tejidos de Physcomtirella, evidenciadas por la incorporacion

de compuestos fendlicos y deposicion de calosa (Figura 7, Introduccion).

4.1.5 Genes involucrados en la sintesis y sefalizacion de hormonas implicadas
en la defensa vegetal

En plantas vasculares, la sefial del patogeno es percibida y amplificada a través de la acumulacion
de moléculas sefiales de la planta, entre las cuales estan las hormonas SA, ET y JA (Yang et a/.,

1997). En los ultimos afos, varios trabajos implican a otras hormonas, ademas de las tres ya

67



4 - Resultados

mencionadas, en las respuestas de la planta frente al ataque del patdgeno; bien favoreciendo la
resistencia o bien la susceptibilidad. Es el caso del ABA (Ton et al,, 2009), las citoquininas (CK, de
Cytokinins; Choi et al, 2010), las giberelinas (GAs, de Gibberellins; Navarro et al, 2008), las
auxinas (Wang et al, 2007a) o los brasinosteroides (BR, de Brassinosteroids; Nakashita et al,
2003).

Hasta la fecha hay muy pocos estudios realizados en Physcomitrella sobre las vias de sefalizacion
hormonal involucradas en la respuesta de defensa de esta planta. Physcomitrella presenta ademas
peculiaridades interesantes, incluyendo el hecho de que no sintetiza JA (Ponce de Ledn et &/,
2012).

En este trabajo se analizaron los perfiles de expresion de proteinas relacionadas con la sintesis y
sefalizacion de las hormonas anteriormente mencionadas relacionadas con la defensa vegetal.
Para ello se buscaron los genes ortdlogos correspondientes en el genoma Physcomitrella. No se
encontraron grandes variaciones en la expresion de genes biosintéticos de las hormonas
mencionadas, salvo en los genes que participan en la via de sefalizacdon mediada por auxinas
(Tabla 17). Se identificaron seis genes que codificarian para proteinas de respuesta a auxinas
siendo el gen Phypa 49573 el que presenta la mayor induccion. La induccion de genes de
respuesta a auxinas se correlaciona directamente con datos recientes obtenidos por nuestro grupo
donde se observa una acumulacion de esta hormona en respuesta al tratamiento con elicitores de

P.c. carotovorum (datos no publicados).

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vi.1 CDS+UTRs FC Protein
(nt) Function

Auxin responsive
Pp1s57_86V6.1 Phypa_435009 Phypa_49573 1066 -4,3 SAUR protein

Auxin responsive
Ppls4 222V6.1 Phypa 423043 Phypa 39293 1849 -3,6 SAUR protein

Auxin responsive
Pp1s339_28V6.1 Phypa_458057 Phypa_9340 2340 -2,3 SAUR protein

Auxin responsive
Pp1s107 89V6.1 Phypa 442285 Phypa 18984 1541 -1,8 SAUR protein

Auxin responsive
Ppls4 223V6.1 Phypa_423272 Phypa_39015 1250 -1,8 SAUR protein

Auxin responsive
Pp1s56_150V6.1 Phypa_434958 Phypa_19049 1536 -1,8 SAUR protein

Tabla 17. Nombre del transcripto y niumero de Phypa de genes que codifican para proteinas de respuesta a
auxinas version vi.1 y v1.6. Los Valores de scaffolds representan la posicion gendmica de los genes. FC: Fold
Chage, cambios en los niveles de expresion en colonias tratadas con SCC1 en compraracion con plantas
control. Valores de Fold change negativos indican que los genes se inducen en respuesta al CF de SCC1 de
P.c. carotovorum.

4.1.6 Metabolismo secundario

Las briofitas se caracterizan por producir una gran variedad de metabolitos secundarios
(Krzaczkowski et al., 2008.; McCleary et a/,, 1960; Sakai et a/, 1988), algunos de ellos con valor

comercial (Beike et al, 2010). El analisis del transcriptoma de Physcomitrella, en condiciones
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normales de desarrollo, reveld la posible presencia de un nimero alto de metabolitos, productos de
genes implicados en el metabolismo secundario (Lang et a/., 2005). Sin embargo, ninguno de estos
estudios describia el cambio de las concentraciones de este tipo de metabolitos durante el
desarrollo o en respuesta a cambios ambientales (Hosp et al., 2007; Kaplan et al., 2004; Rizhsky et
al, 2004). En 2012 Erxleben et &/, demostraron que el protonema y el gametodforo tienen
diferentes perfiles de metabolitos, especialmente, con respecto a derivados de azlcares y
aminoacidos, precursores de lignina y compuestos de almacenamiento ricos en nitrodgeno.
Observaron ademas que bajo codiciones de sequia, se acumulan compuestos osmoprotectores
tales como manitol, acido ascdrbico y prolina.

Con la finalidad de analizar si ocurren cambios a nivel de la sintesis de metabolitos secundarios en
Physcomitrella en respuesta a elicitores de P.c. carotovorum, en este trabajo se analizo el perfil de
expresion de genes involucrados en la sintesis de este tipo de compuestos. Dentro de este grupo
nos centramos en las enzimas que participan en la sintesis de compuestos con actividad
antioxidante como el acido ascérbico (AsA) y de compuestos con actividad antimicrobiana y/o

antioxidantes como es el caso de los flavonoides.

Para controlar los niveles de ROS y proteger las células bajo las condiciones de estrés, los tejidos
de las plantas contienen ademas de las enzimas antioxidantes, una red de compuestos de bajo
peso molecular con capacidad antioxidantes tales como el ascorbato, glutatién, compuestos
fendlicos y tocoferoles. El acido ascérbico puede eliminar directamente superdxido, radicales
hidroxilos y oxigeno singlete, y reduce el H,0O, hasta agua por la via de la ascorbato peroxidasa. En
Arabidopsis la sintesis de acido ascérbico a partir de L-galactosa requiere varios pasos enzimaticos
(via Smirnoff-Wheeler) (Laing et a/., 2007) (Figura 17).
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Figura 17. Via de sintesis del acido ascorbico, Tomada de KEGG: KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes Tomado de http://www.kegg.jp/kegg/kegg2.html

A partir de los nimeros de acceso de cada una de las proteinas de Arabidopsis involucradas en
esta via, se buscaron los genes ortdlogos en el genoma de Physcomitrella y luego se analizd el
perfil de expresidon de cada uno de ellos en respuesta al tratamiento con elicitores de la cepa SCC1
de P.c. carotovorum. A partir de los datos transcriptdmicos se observo que el gen Phypa_166416
que codifica para una proteina putativa con un 59% de identidad y 74% de similitud a la GDP-L-
galactosa-fosforilasa (GGP) (EC:5.1.3.18), la cual cataliza la conversiéon de GDP-L-galactosa en
GDP-L-galactosa-1-fosfato, se induce 280 veces en respuesta al tratamiento con elicitores de la
cepa SCC1 de AP.c. carotovorum comparado con plantas control (Figura 18 y Tabla 18).

Phypa 166416 MikT| 0---LiIZQVP) 2 I PINKIRIRZNFGVROSHESNKRAHTGSDDHCVEPDS SD{SPQE 77
At4g26850.1 1 P) DG. P R L GAl!LPLY CKNLVKE[g————————-— EKLVISHEAT PP“A-—— 68
Phypa_166416 NY| JHNLIFL/NOWEDRUIMRGLFRYDVTACETKUIFPGBOGFIIAQLNEGRHLOKRPTEFRISDOVLQIZFD)% 157
At4g26850.1 -- S S HWEDRIFORGLFRYDVTACETK|21PGI8{GF\YAQLNEGRHLINKRPTEFR)YD! 0.S)¥NGS L 146
Phypa_166416 'NDSDMSEYYEKATVS--S| AINVSPIEYGHMLL\PRVLDILPQRID®)NS)y AIANMAA PYFRLG 235
At4g26850.1 GEDAQVQFFPCMPIDPENEIZSVAZ: N NAI 83 ¢e): (VIAATIZ AR ICIN={0) W8y HKIT | AV MAAEAINPYFRLG 226
Phypa_166416 SLGAFATINHLHFQAYYLA‘PFP TRVSYG [ELisiaPVR C] IAEAN I 315
At4g26850.1 FAONZNEEN:IAIN0)N'e aH. M) XKINYTKKITT - - T ISIHALSY)aYS! GGSEVIOE! T\YSDCeVC 304
Phypa_166416 I P)4l T) £V FLIFPQC)3A A INHLETQVNPAVWE I SGHIfVLKRI3 DY/IAAIEYAWRLYAE, SLSle] 395
At4g26850.1 pyFNTINNSHCEROT|FAM{oleiyr AL B3 A LETQVNPAVWE I SGHUVLKRINXDY] GES IWNAWRLIFAEIAS LS| 384
Phypa 166416 ERUKRKCL SVISDYLAGTSKRESFD EDIPAKDYLKTNSLDAVVPNHGDDLSJEA 460

At4g26850.1 TE————L‘ GCSNQ- - -EEDLEETIVHQQYSSGNVNQKSNRTHGGPITNGTAAECL\YLQ 442

Figura 18. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas completas de un gen identificado de Physcomitrella
con alta homologia a GGP de Arabidopsis (At4g26850). Se utilizd el software Mega versién 5.0 Los guiones

indican ausencia de aminoacido en esa posicion. El sombreado oscuro indica identidad de secuencia = 95% y
el mas claro, elevada similitud.
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Otro de los genes identificados por presentar una expresion inducida frente al tratamiento con el
CF de SCC1, fue el Phypa_120832, el cual codifica para una proteina similar a la L-galactose
dehydrogenase (EC:1.1.1.316). Esta enzima cataliza la conversion de L-galactosa en L-galacona-

1,4 lactona, el penultimo paso de la via de sintesis del acido ascorbico.

EL AsA tiene varios papeles en el metabolismo, el transporte de electrones, el control del ciclo
celular, y en la respuestas de las plantas a los patdgenos y estrés abiotico (Smirnoff et a/., 2000;
Davey et al, 2000). AsA regula los niveles de H,O, cuando se acopla con el sistema redox,
denominado AsA/glutation (GSH) o via Asada-Halliwell. La ascorbato peroxidasa (APX) utiliza como
donador de electrones el AsA para reducir el H,0, en agua con la generacion concomitante de
monodehydroascorbate (MDA).

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vi.l CDS+ Gene location FC
UTRs (nt) Scaffold:base
Ppisi14 207V6.1 Phypa_442959 Phypa_166416 3006 114:1225847- -282,4
1229860
Pp1s34_241V6.1  Phypa_430811 Phypa_120832 2854 34:1238371- -2,1
1242650

Tabla 18. Nombre del transcripto y nimero de Phypa, versién vi.1 y v1.6, de genes que codifican para
proteinas involucradas en la sintesis de acido ascérbico. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de nucledtidos de
la secuencia codificante mas las regiones reguladoras 5y 3'UTR (de Unstralated Region). FC: Fold Change,
cambios en los niveles de expresion en colonias tratadas con SCC1 en comparacion con plantas control.

Varios estudios de detoxificacion de ROS en plantas han demostrado que la actividad de APX
generalmente aumenta junto con las actividades de otras enzimas, tales como
catalasas, superoxido dismutasa, y reductasa GSH, en respuesta a diferentes tipos de estrés
(Shigeoka et al, 2002). Se hicieron busquedas en la base de datos cosmoss, utilizando las
secuencias de los genes que codifican para APX en Arabidopsis, identificandose dos genes con
similitud de secuencia con APX (Tabla 19). El analisis de la abundancia relativa de los transcriptos
de estos genes indico que ambos genes se inducen en respuesta frente al tratamiento con
elicitores de P.c. carotovorum. Estos resultados sugieren que Physcomitrella responde a este

patogeno mediante la sintesis de compuestos antioxidantes tales como el acido ascorbico.

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vi.l CDS+ Gene location FC
UTRs (nt) Scaffold:base

Pp1s43_80V6.1  Phypa_432540 1390 43:711248-714516 -2,2

Pp1s43_80V6.2  Phypa_432539 Phypa_123146 1376

Pp1s30_255V6.1 Phypa_429648 3329 30:1879393-1887285 -1,6

Pp1s30_255V6.2 Phypa_429647 Phypa_119771 3329

Tabla 19. Nombre del transcripto y nimero de Phypa de las APX putativas identificadas en la version vi.1y
v1.6 del genoma de Physcomitrella. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de nucledtidos de la secuencia
codificante mas las regions reguladoras 5’y 3'UTR (de Unstralated Region) FC: Fold Change, cambios en los
niveles de expresion en colonias tratadas con SCC1 en comparacién con plantas control.
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Los flavonoides son metabolitos secundarios sintetizados a partir de un redireccionamiento de
precursores del metabolismo primario, en funcidn de la expresion de novo de genes
correspondientes a enzimas que participan en las rutas biosintéticas. Los isoflavonoides son
sintetizados a partir de L-fenilalanina a través de una serie de enzimas como la L-fenilalanina-
amonio-liasa (PAL), 4-cumarato:Coenzima A ligasa (4CL), chalcona sintasa (CHS) y charcona

isomerasa (CHI) que controlan pasos importantes en las subrutas de sintesis (Figura 19).

La PAL cataliza el primer paso de la via fenilpropanoides, que produce precursores para una
variedad de metabolitos secundarios importantes (Dixon et a/., 2002). Arabidopsis contiene cuatro
genes PAL, pero no se han reportado analisis genéticos para dilucidar la funcidn bioldgica de los
miembros de esta familia de genes. A partir de los analisis bioinformaticos en el genoma de
Physcomitrella, la superfamilia de PAL comprenderia 14 genes, de los cuales, cuatro de ellos se
inducen en respuesta al CF de la cepa SCC1 de A.c. caratovorum (Tabla 20). El gen Phypa_156018
ya habia sido identificado por nuestro grupo como un gen de defensa que se induce en
Physcomitrella en respuesta al tratamiento con el CF de P.c. carotovorum asi como en respuesta a
tratamientos con patdgenos necrétrofos (Ponce de Ledn et al., 2007; Castro et al., 2009; Ponce de
Ledn et al., 2012).

La 4CL cataliza la conversidon de acido 4-cumarico en 4-cumaroil-CoA, un producto central de la
ruta de los fenilpropanoides, el cual es condensado con tres moléculas de malonil CoA para formar
naringenina-chalcona por la enzima CHS (chalcona sintetasa). En respuesta al CF se inducen dos
genes que codificarian para 4CL, cuyos transcriptos Phypa_117032 y se inducen Phypa_192148

casi tres y dos veces, respectivamente (Tabla 20).

Figura 19. Via de sintesis de flavonoides.Tomado de
http://www.rdi.ku.ac.th/GMOS/GMO0s2/2_6/index18.htm
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Las CHS pertenecen a la superfamilia de CHS, también conocida como policétidos sintasas de tipo
III, y se encuentran en todas las especies vegetales. En Physcomitrella, la familia de CHS
comprende 17 genes, de los cuales 14 tienen CDS completas, mas tres pseudogenes putativos.
Existen genes en multiples copias y todos son activos a nivel transcripcional (Koduri et a/., 2010). A
partir de los datos transcriptdmicos se identificaron las PpCHS que presentan mayores niveles de
induccidn en respuesta al tratamiento con el CF de la cepa SCC1. En la Tabla 20 se muestra la
informacién sobre tres de los genes que presentaron mayor induccién en comparacion con las
muestras control. Hace ya unos afos, cuando el genoma de Physcomitrella ain no estaba
secuenciado, nuestro grupo habia identificado el transcripto Phypa_104998, que codifica para una
PpCHS como un gen de defensa que se inducia en respuesta al tratamiento con varios patdgenos
(Ponce de Ledn et al, 2007; Castro et al., 2009). Sin embargo, dentro de las CHS que se inducen
en respuesta a elicitores de SCC1, el transcripto Phypa_101257 es el que presenta mayor induccion
respecto a los restantes integrantes de la familia, con un Fold Change de 5. Al analizar mas en
detalle las secuencias nucleotidicas de los tres transcriptos que se inducen en respuesta a elicitores
de SCC1, se observé que comparten un alto porcentaje de identidad a nivel de nucleétidos mayor
al 80%. Esto sugiere que en los anteriores ensayos de expresion del gen Phypa_104998 por
Northern blot, en los cuales se utilizd como sonda la secuencia de ADNc de este gen, pudo haber
habido hibridacién cruzada de la sonda con los transcriptos de los genes Phypa_101257 vy
Phypa_14969. Esto sumado al hecho que los transcriptos de los tres genes tienen tamaiios
similares, podria estar explicando el alto grado de induccidén observado en esos estudios para el
gen Phypa_104998 (Figura 1 del Anexo).

El gen Phypa_104998, que codifica para una CHS se ubica en el scaffold 22, el mismo scaffold
(orientacién cabeza-cabeza) donde se ubica el gen Phypa_177179 que codifica para una PAL. La
ubicacion cercana de genes que codifican para proteinas de una misma via es una estrategia

ampliamente utilizada para aumentar la velocidad de sintesis.

Las chalconas generadas por la CHS son sustrato de la CHI para dar lugar a flavonas, que son los
precusores de los flavonoides, compuestos en muchos casos con capacidad protectora y
antioxidante. Se realizaron blsquedas en las bases de datos cosmoss y Phytozome y se
identificaron seis genes que codificarian para proteinas CHI. Se analizd el perfil de expresion de
cada uno de ellos y solamente el gen Phypa_127780 presentd una leve induccion en respuesta a
elicitores de P.c. carofovorum (Tabla 20).

Los policétidos son metabolitos secundarios que estan presentes en bacterias, hongos y plantas.
Son estructuralmente una familia muy diversa de productos naturales con actividades bioldgicas y
propiedades farmacoldgicas distintas (Bourgaud et a/., 2001; Facchini et a/, 2012). En las plantas,
los policétidos son sintetizados por policétido sintasas de tipo III (PKS) que catalizan la
condensacion de metabolitos primarios activados (acetil-CoA y Malonil-CoA) para formar
compuestos complejos. (Austin et a/, 2003). La diversidad estructural de los policétidos vegetales
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resulta de la cantidad de sustratos que pueden ser utilizados por las PKS y de las modificaciones
posteriores a través de condensacion regio-especifica, ciclacion, aromatizacion, hidroxilacion, entre
otras (Noel et al, 2005). De esta manera se forman flavonoides y estilbenos los cuales estan

involucrados en la defensa vegetal (Bourgaud et a/., 2001)

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_v1i.1 Gene location FC
Scaffold:base
PAL Ppls20_305V6.1 Phypa_427381 Phypa_156018  20:2102537-2104933 -2,2
Pp1s32_311V6.1 Phypa_430153 Phypa_123073  32:2151201-2153997 -1,8
Pp1s22_3V6.1 Phypa_427931 Phypa_177179  22:8691-11394 -1,5
5: 1385525 —
Pp1s5_197V6.1 Phypa_113035 Phypa_180561 1388218 -1,4
4CL Pp1s18_41V6.1 Phypa_426960 Phypa_117032  18: 188092 - 192003  -2,1
174: 533772 -
Pp1s174_72V6.1  Phypa_448670 Phypa_192148 539991 -1,6
CHS Pp1s463 8V6.1 Phypa 460896 Phypa 101257  463:99838 -5,5
Pp1s303_6V6.1 Phypa_456605 Phypa_149692  303:69378 -2,5
Pp1s22_4V6.1 Phypa_427901 Phypa_104998  22:12268 -1,4
CHI Ppls67_154V6.1 Phypa_436774

Pp1s67_154V6.2 Phypa_436773 Phypa_127780 67:1093489-1096195 -1.3
Tabla 20. Nombre del transcripto y nimero de Phypa, versiéon vi.1 y v1.6, de genes que codifican para
proteinas involucradas en la sintesis e metabolitos secundarios. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de
nucledtidos de la secuencia codificante mas las regiones reguladoras 5%y 3'UTR (de Unstralated Region). FC:
Fold Change, cambios en los niveles de expresion en colonias tratadas con SCC1 en comparacion con plantas
control.

En estudios previos de nuestro grupo, se identifico un gen (Phypa_105033) que codifica una
proteina putativa policétido ciclasa (PpPKC) en una biblioteca de ADNc obtenida mediante la
técnica SSH, a partir de tejidos de Physcomitrella tratados con elicitores de la cepa SCC1 de P.c.
carotovorum (Alvarez et al, datos no publicados). Las policétido ciclasas son enzimas que ciclan y
producen policétidos con diversas funciones, algunos de los cuales podrian cumplir funciones en la

defensa vegetal.

Una busqueda en la secuencia completa del genoma de Physcomitrella (version 1.6) en la base de
datos publica Phytozome v9.1 base de datos publica (www.phytozome.net) (Goodstein et al.,
2012), reveld la existencia de al menos siete genes que presentaron una alta homologia con PpPKC.
A partir de los datos transcriptomicos se identificaron tres genes PpPKC-like que presentan
mayores niveles de induccion en respuesta al tratamiento con el CF de la cepa SCC1 (Tabla 21).
Entre estos genes se encuentra el Phypa_105033 ya analizado por nuestro grupo como un gen de
expresion diferencial en respuesta al tratamiento. Si bien se induce menos que los genes
Phypa_109415 y Phypa_72518, al analizar la cantidad de lecturas en los datos de RNAseq para
cada gen, se observo que el gen Phypa 105033 acumula un mayor nimero de transcriptos en

respuesta al tratamiento y ademas es el unico de los tres genes que presenta el dominio policétido
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ciclasa conservado, ademas del dominio Bet v presente en proteinas relacionadas con la

patogénesis (Mogensen et al., 2002).

Transcript Phypa_v1.6 Phypa_vi.1 Gene location CDS+ FC
Scaffold:base UTRs (nt)

Ppls2_443V6.1 Phypa_422600 Phypa_109415 2:2407036- 1913 -2,9
2409503

Ppls2_443V6.1  Phypa_431390 Phypa_72518 37:1193892- 1657 -1,8
1195804

Ppls2_443V6.1 Phypa_428021 Phypa_105033 22:1928568- 1450 -1,5
1930444

Pp1s2_443V6.1  Phypa_445542 Phypa_137698 139:421343- 1277 -11
423679

Phypa_431407 Phypa_72516 37:1193987- 1657 11

Pp1s2_443V6.1 1195899

Ppls2_443V6.1  Phypa_422322 Phypa_62196 2:2410674- 1644 1,2
2412872

Pp1s2_443V6.1  Phypa_425161 Phypa_159273 11:1113022- 1408 1,6
1114674

Tabla 21. Nombre del transcripto y nimero de Phypa, versién vi.1 y vi.6, de genes que codifican para
proteinas involucradas en la sintesis de policétidos. CDS+UTRs (nt): indica el nimero de nucledtidos de la
secuencia codificante mas las regiones reguladoras 5y 3'UTR (de Unstralated Region). FC: Fold Change,
cambios en los niveles de expresion en colonias tratadas con SCC1 en comparacion con plantas control.

En suma, la secuenciacion y el analisis del transcriptoma de Physcomitrella en respuesta a
elicitores de SCC1 permitieron identificar un conjunto de genes inducidos en respuesta al
tratamiento y que codifican para proteinas relacionadas con la defensa vegetal como MAPKs,
proteinas de resistencia, enzimas detoxificadoreas de ROS y enzimas involucradas en la sintesis de
compuestos con actividad antioxidante, enzimas involucradas en el fortalecimiento de la pared
celular, proteinas involucradas en la sintesis de metabolitos secundarios, incluyendo flavonoides y

policétidos.

También se identificaron genes que se inducen y codificarian para proteinas con actividad
antimicrobiana tales como B-1,3-glucanasas, quitinasas y taumatinas, entre otras (datos no
presentados). A partir de los resultados obtenidos y la bibliografia disponible en ese momento,
resultd interesante enfocar nuestro estudio a la caracterizacion funcional de genes expresados
diferencialmente en respuesta al CF, con el fin de evaluar su capacidad de conferir resistencia. Los

resultados obtenidos se describen a continuacion.
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4.2 Analisis funcional de genes de Physcomitrella con un posible rol en la

defensa vegetal
En base a los resultados obtenidos y a datos de la literatura, se decidié profundizar en el analisis

funcional de dos genes expresados diferencialmente en respuesta al CF de la cepa SCC1 de A.c
carotovorum, entre los cuales se incluyeron el gen PpPKC, que codifica para una policétido ciclasa,
y el gen PpBI-1, el cual es un posible regulador de la PCD en Physcomitrella.

Los resultados mostraron que en respuesta al tratamiento con elicitores de P.c. carotovorum en
Physcomitrella hay cambios en la expresion de genes relacionados con el metabolismo secundario,
algunos de los cuales estan involucrados en la sintesis de policétidos, incluyendo flavonoides.
Resultd interesante modular los niveles de esos compuestos, mediante la sobre-expresion de
PDPKC, que codificaria para una enzima que podria estar involucrada en la sintesis y/o ciclado de

policétidos, con la finalidad de evaluar su participacion en la defensa vegetal.

La PCD ocurre durante procesos del desarrollo y en respuesta a patdgenos, toxinas, y estrés
abidtico. El hongo necrotrofo B. cinereay elicitores de la cepa SCC1 de A.c. carotovorum generan
muerte celular de los tejidos de Physcomitrella con caracteristicas de PCD, incluyendo el colapso
del citoplasma, acumulacién de compuestos fendlicos y amarronamiento de los cloroplastos (Ponce
de Ledn et al, 2007). Dada la poca informacion disponible hasta la fecha sobre procesos de PCD
en Physcomitrella, se propuso generar conocimiento sobre el rol que cumple un gen con homologia

al regulador antiapoptdtico Bax Inhibitor (BI-1) en Physcomitrella.

4.2.1 Analisis funcional del gen PpPKC de Physcomitrella y su capacidad de conferir
resistencia

El gen Phypa_105033, denominado PpPKC codifica para una proteina deducida de 290
aminoacidos y 31 KDa que tiene un dominio policétido ciclasa y un dominio Bet v presente en
proteinas relacionadas con la patogénesis. El dominio Bet v puede unir brasinosteroides,
citoquininas, flavonoides y acidos grasos (Mogensen et al., 2002).

Utilizando la secuencia aminoacidica deducida a partir del gen, se realizaron bldsquedas de genes
homodlogos de PpPKC en el genoma de Physcomitrella mediante BlastP en la base de datos

Phytozome (www.phytozome.net) y la base de datos Cosmoss (www.cosmoss.org), especifica de

Physcomitrella. En Physcomitrella, se identificaron siete genes con homologia de secuencia mayor
al 60% a PpPKC. Se realizd el alineamiento utilizando el método ClustalW (Thompson et a/., 1994)

con la secuencia proteica deducida de los mismos (Figura 20).

Phypa_ 105033
Phypa_ 109415
Phypa_ 62196
Phypa_ 137698
Phypa_ 72518
Phypa_ 72516
Phypa_ 159273
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Figura 20. Alineamiento mdultiple de las secuencias aminoacidicas completas de genes identificados con alta
homologia a PpPKC de Physcomitrella. Los guiones indican ausencia de aminoacido en esa posicién. El
sombreado oscuro indica identidad de secuencia = 95% y el mas claro, elevada similitud. Se utilizd el
software Mega version 5.0.

Con el objetivo de identificar elementos de respuesta conservados que pudieran estar involucrados
en la regulacién de la expresion de PpPKC, se busco la secuencia gendmica disponible en la base
de datos Phytozome que se encontrara corriente arriba del inicio de la traduccion. Se ha reportado
que la mayoria de los promotores de Arabidopsis utilizan regiones regulatorias localizadas en los
primeros 1.000-1500 pb corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcion (Lebel et al., 1998;
Maleck et al., 2000). En este trabajo se estudiaron 1.500 pb anteriores al +1 (primer nucleétido del
triplete ATG de iniciacion de la traduccién) (Figura 21). Para buscar motivos conservados en la
region promotora se utilizd la base de datos PLACE (Higo et al, 1999, Prestridge 1991): A
of Plant DNA
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html), la cual contiene datos publicados sobre

Database Cis-acting Regulatory Elements

elementos regulatorios de promotores de plantas vasculares. En la secuencia analizada se observé
la presencia de cinco cajas G, presentes en promotores de genes inducidos por luz, dos elementos
MBS (de MYB binding site involved in drought-inducibility) de respuesta a sequia (Urao et a/. 1993).
Ademas se observaron dos elementos TGA y dos AuxR-core (Sakai et a/, 1996), ambos elementos
se encuentran presentes en las regiones promotoras de genes de respuesta a auxinas. Los
elementos que responden a auxina, se encuentran generalmente combinados con otros elementos
que responde a otras hormonas permitiendo que exista un control mucho mas complejo de la
induccién de expresion (Peremarti et a/., 2010). También estan presentes tres motivos TGACG de

77


http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html

4 - Resultados

respuesta @ MeJA y un elemento ABRE (de ABA Response Element) especifico para el
reconocimiento por parte de factores de transcripcion del tipo bZIP (Hattori et al., 2002 y Fujita et
al., 2011). Finalmente se observaron cinco cajas W1, descrito por su participacion en la regulacién
de la expresion del gen PR1 perejil (Rushton et a/., 1996). La presencia de estas secuencias en la
region promotora del gen PpPKC sugiere una regulacion tanto por estrés bidtico como abidtico.

Figura 21. Representacién esquematica de los sitio ¢is involucrados en la respuesta a diferentes tipos de
estrés, predichos para la region promotora del gen PpPKC. Se muestran 1500 bases corriente arriba del codon
de iniciacion ATG, con los correspondientes elementos cis: G-box (elemento de respuesta a luz), ABRE
(elemento de respuesta a ABA), Box W1 (elemento de respuesta a elicitores fungicos), MBS (elemento de
respuesta a sequia), AuxRR-core y elementos TGA (de respuesta a auxinas y motivos TGACG de respuesta a
MelA.

4.2.1.1 Analisis de expresion génica

Se decidio utilizar la herramienta informatica GENEVESTIGATOR (Zimmermann et a/., 2004) para
extraer de las bases de datos informacion sobre la expresidn de los genes homdlogos a PpPKC de
Physcomitrella en diferentes estados de desarrollo y en diferentes condiciones de crecimiento y
estrés, basada en el andlisis de microarreglos de ADN. Al introducir el gen de estudio, en la base
de datos, el motor de blsqueda del programa hace una compilacion de todos los experimentos en
los que aparece dicho gen y los clasifica segun tejidos donde se exprese, o tratamientos de estrés.
Los resultados de este andlisis se muestran en la Figura 22. Se debe tener en cuenta que los datos
de expresion en la Figura 22, para cada tipo de muestra bioldgica y para cada gen, son el
promedio de un conjunto de andlisis independientes realizados por diferentes grupos de

investigacion.

Figura 22. Patron de expresion de los genes homdlogos a PpPKC en Physcomitrella segin analisis con
microarreglos de ADN. Los genes se han ordenado segun sus relaciones filogenéticas/ A) En respuesta a
diferentes condiciones de estrés, B) en diferentes estados del desarrollo. Los que se muestran en la figura son
los que pasaron la seleccion de tener un Fold Change mayor a 1.5 entre la dos condiciones evaluadas y un p-
value mayor a 0.05.
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Se observa claramente diferencias en los perfiles de expresion de las distintas PpPKC-like en
respuesta a distintas condiciones de estrés. Los genes Phypa_109415 y Phypa_62196, que segln
el andlisis filogenético estan mas emparentados al gen PpPKC (Phypa_105033) presentan un
patron de expresion similar, aumentando su expresion en respuesta a B. cinereay oscuridad. Para
el resto de las PpPKC-like, las mismas no varian su expresion en respuesta a estos tipos de estrés y
en algunos casos incluso disminuyen.

Respecto a su expresion en los distintos estadios de desarrollo, los resultados indican que todos los
genes se expresan durante la fase gametofitica con niveles similares y aparecen variaciones entre
los genes homologos en el esporofito y durante la etapa de germinacion de esporas. En particular
el gen PpPKC disminuye notoriamente su expresion en la fase esporofitica en comparacién con el

resto de los genes.

El perfil de expresion del gen ApPKC frente a diferentes condiciones de estrés fue estudiado
mediante Northern blot. El estrés bidtico se realizd mediante tratamientos con los CFs de la cepa
SCC1 de P.c. carotovorumy la cepa SCC3193 de P. wasabiae, esporas del hongo B. cineray plugs
conteniendo micelio de P. irregulare. Todos los tratamientos se realizaron sobre colonias de
Physcomitrella de tres semanas, a partir de las cuales se extrajo ARN total para analizar mediante
electroforesis y transferencia a membrana de nylon y su posterior hibridacion con sondas marcadas

radiactivamente.

Como se puede ver en la Figura 23, el gen en estudio se encuentra fuertemente inducido frente al
estrés bidtico, en especial frente a tratamientos con la cepa SCC1 de A.c. caratovorumy B. cinerea,
lo cual coincide con la posible funcion de este gen en la respuesta a la infeccion con patdgenos. En
el caso del tratamiento con elicitores de la cepa SCC1 la induccién se observa principalmente a las
4 h post-tratamiento, mientras que con B. cinereala induccion se detecta a las 4 h y aumenta a las
24 h. El aumento de expresion de PpPKC a las 24 h del tratamiento con elicitores de SCC1 es leve
comparado con el detectado a las 4 h, lo cual explica el leve aumento de expresion de PpPKC

observado en el transcriptoma realizado en este trabajo.

Figura 23. Perfil de expresion génica de PpPKC. Anadlisis por Northern blot utilizando muestras de ARN de
colonias crecidas sobre celofan tratadas con el CF de la cepa SCC1 de P.c. carotovorumy la cepa SCC3193 de
P. wasabiae. Ctl: plantas sin tratar. rRNA: ARN ribosomal como control de carga.

79



4 - Resultados

Con el objetivo de identificar las sefiales celulares que intervienen en la activacion del gen PpPKC
en Physcomitrella, se procedié a analizar el patrén de expresion del gen PpPKC en respuesta al
tratamiento con distintas moléculas sefiales involucradas en la respuesta de defensa vegetal. Para
ello se procedid a examinar la expresion del gen PpPKC en colonias crecidas sobre celofan tras la
aplicacién exdgena de acido salicilico (SA, 1mM), metil jasmonico (MeJa, 100 uM), acido abscisico
(ABA, 100 uM) y acido naftaleno acético (NAA, 10 mM). Las concentraciones elegidas fueron las
mismas que en plantas vasculares inducen los genes marcadores de las distintas vias tales como
PR1 para la via del SA (Dunner et a/., 1997) y PDF1.2 para la via del JA y etileno (Penninckx et al.,
1996). Los resultados derivados de este analisis aparecen reflejados en la Figura 24, en la que se
observa una moderada y rapida induccién, aunque transitoria, de este gen frente al tratamiento
con fitohormonas tales como SA, MeJA y NAA (Figura 24, parte A).

También se analizd el patron de expresion del gen PoPKC en condiciones de estrés abidtico que
generan estrés oxidativo incluyendo, el estrés salino, osmético, térmico y radiacién UV. De esta
manera, se extrajo ARN total de colonias de Physcomitrella tratadas con manitol 0,9 M, NaCl 0,5 M,
37°C durante 24 horas y tratadas con radiacion UVB durante 2 horas. Los resultados derivados de
este andlisis aparecen reflejados en la Figura 24, parte B. El gen PpPKC se induce en respuesta a
factores de estrés salino, osmdtico y térmico. Sin embargo, no se observd induccién por radiacion
uv.

Figura 24. Perfil de expresion génica de PpPKC. A) en respuesta tratamientos con: acido salicilico (SA)
1 mM, acido metil jsmonico (MeJA) 100 uM, acido abscisico (ABA) 100 uM y acido naftaleno acético (NAA) 10
uM. Se extrajeron los ARN a 4 y 24 h post-tratamiento. Los tratamientos de estrés abidtico se realizaron
durante 24 horas cada uno: NaCl: tratamientos con NaCl 0,5M; Mtl: tratamientos con manitol 0,9M; UVB:
tratamiento con UVB durante 2 h; 37°C: tratamiento con temperatura de 37°C ; rRNA: ARN ribosomal, control
de carga.

4.2.1.2 Aislamiento de PpPKC
El ADNc del gen PpPKC fue obtenido por RT-PCR a partir de una mezcla de muestras de ARN
totales de plantas de Physcomitrella tratadas con el CF de la cepa SCC1 de A.c. carotovorum

durante 4 y 24 horas. Los cebadores utilizados se disefiaron generando sitios de restriccion para el
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de PpPKC tilizando el sitio web WoLF PSORT (http://wolfpsort.seg.cbrc.jp/) y SignalIP

(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) que sugieren la ausencia de un péptido de transito a organelos.

4.2.1.4 Generacion y caracterizacion molecular de lineas de Physcomitrella que sobre-
expresan PpPKC

Con el objetivo de determinar la contribucién del gen PpPKC a la resistencia a patdgenos en
Physcomitrella, se realizd una construccidon génica en el vector pTHubi, que permite la expresidn
del gen bajo la regulacion del promotor constitutivo de la ubiquitina de maiz. Posee un casette de
seleccién que confiere resistencia a hygromicina (Hyg) y contiene una regién 5’ y una 3’ homologas
al locus 108 de Physcomitrella, la cual corresponde a una region no codificante presente en copia
Unica en el genoma (Schaefer y Zryd 1997). Para ello se disefiaron cebadores especificos a partir
de la secuencia codificante obtenida de la base de datos Phytozome. La CDS del gen PpPKC se
clond en el vector de expresion pTHubi. La presencia del inserto fue confirmada mediante analisis
de restriccidn y secuenciacion y se denomind ubi: PpPKC (Figura 26, parte A).

Entre 10-30 pug de ADN lineal obtenido a partir de la digestdon de ubi: PpPKC con Swadl fueron
utilizados para transformar protoplastos de Physcomitrella. Para la transformacion se partié de
material vegetal en estadio de protonema de entre 10 y 13 dias, del cual se obtuvieron los
protoplastos mediante digestion de la pared celular con driselasa y se utilizaron alrededor de 5x10°
protoplastos por transformacion.

Una vez realizada la transformacion, los protoplastos fueron regenerados durante 5-10 dias en
medio PMRB/PMRT. Una vez pasado el tiempo de regeneracidn se transfirieron a medio selectivo,
con el antibidtico hygromicina 25ug/mL, y se les realizd un seguimiento durante dos semanas. En
estas condiciones, aquellos clones sin transformar mueren dentro de un periodo de una semana.
Durante el periodo de seleccién se pueden observar diferencias en el crecimiento de los clones,
aquellos con crecimiento lento corresponden a transformantes inestables, y aquellos con una
velocidad de crecimiento equivalente a individuos de genotipo salvaje en medio sin seleccidn,
probablemente correspondan a transformantes estables. Este periodo debe ser seguido de un
periodo de crecimiento en medio sin antibidtico, de forma de favorecer que los transformantes
inestables pierdan la resistencia, para luego ser incubados una vez mas en medio con seleccién. Se
ha reportado que Unicamente los individuos transformantes estables sobreviven a esta segunda
etapa de seleccion (Schaefer 2002). También se ha descrito que existen dos tipos de
transformantes estables, individuos que han integrado el transgen en su genoma mediante
recombinacién homologa y aquellos que lo han integrado mediante recombinacion ilegitima
(Kamisugi et al, 2005; Kamisugi et al, 2006). Luego de realizados los experimentos de
transformacion se obtuvieron dos clones al finalizar las etapas de seleccién denominados OEPKC! y
OEPKC3.

4.2.1.5 Analisis de los transformantes
Se procedié a examinar mediante Northern blot, los niveles de expresion del gen PpPKC en plantas

salvajes y en las plantas que incorporaron la construccion, utilizando una sonda derivada del ADNc
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de PpPKC. Para ello, se extrajo ARN de plantas wt tratadas durante 4 horas con el CF de la cepa
SCC1 de A.c. carotovorumy plantas salvajes y sobre-expresantes sin tratar. Como se observa en la
Figura 26 parte B, en las plantas wt el nivel de expresidon del gen PpPKC aumenta claramente a las
4 horas post-tratamiento. En las lineas sobre-expresantes los niveles de transcripto son elevados
en condiciones normales de crecimiento, incluso en la OEPKC3 los niveles de transcripto de PpoPKC

son mayores que los observados en las plantas wt tratadas con elicitores de P.c. carotovorum.

Figura 26. A) Esquema de la construccion génica ubi: ApPKC, contenido en el vector binario pTHubi, para la
sobre-expresion de PpPKC en Physcomitrella. promotor constitutivo ubiquitina, terminador TNOS; attR1 y
attR2, sitios especificos para la recombinacién LR. Posee un casette de seleccién que confiere resistencia a
hygromicina (Hyg) y contiene regiones 5’ y 3’ homdlogas al locus 108 de Physcomitrella (Schaefer & Zryd,
1997). B) Analisis por Northern blot, de la expresion de PpPKC en diferentes lineas transgénicas. Se analizaron
muestras de ARN extraidas a partir de plantas wt tratadas con el CF de la cepa SCC1 de A.c. carotovorum
durante 4 horas y plantas wt y sobre-expresantes sin tratar.

Dado que durante la transformacion de Physcomitrella se pueden generar plantas poliploides,
debido a la fusién de protoplastos (Schween 2005), se chequearon mediante citometria de flujo el
nivel de ploidia de las plantas transgénicas en comparacion con el plantas salvajes. Este estudio
mostrd que las plantas sobre-expresantes OFPKC1y OEPKC3 son haploides al igual que las plantas
salvajes (Figura 27).

Figura 27. Diagramas de citometria de flujo obtenidos para plantas de tipo salvaje de Physcomitrellay para
las dos lineas sobre-expresantes OEPKCIy OEPKC3.

4.2.1.6 Respuesta durante el desarrollo y crecimiento de Physcomitrella
Para evaluar el efecto de la expresion de PpPKC durante el desarrollo, se analizd el crecimiento de

plantas transgénicas y el genotipo wt en condiciones normales de crecimiento. Se realizd una
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evaluacion visual del crecimiento a lo largo del tiempo y se tomaron fotografias. Para ambas lineas
transgénicas no se observaron diferencias en la morfologia ni en el didametro de las colonias

respecto a las plantas wt (datos no mostrados).

Physcomitrella crece la mayor parte de su ciclo de vida en estado haploide. Se puede inducir el
paso al estado de esporofito sometiendo las plantas a bajas temperaturas (15-16 °C) y fotoperiodo
de dia corto durante dos meses. No se observd la generacion del esporofito, y por lo tanto
tampoco esporas viables en la linea OEPKC3, a diferencia de lo observado para la linea OEPKCI y
wt (Figura 2 del Anexo). Estudios transcriptomicos realizados por otros investigadores revelan que
el 12% del transcriptoma de Physcomitrella en estado de gametofito haploide se ve alterado en la
transicion al estado de esporofito, siendo el metabolismo de carbohidratos uno de los mas
afectados. Esto también se reflejo en la alteracion de los niveles de transcripcion de genes
implicados en el almacenamiento de carbono y la formacion de la pared celular (O'Donoghue et ai.,
2013). Segun los datos de expresion obtenidos con el Genevestigator, el gen Phypa_105033 tiene
niveles de expresion bajos en el estado de esporofito en comparacién con el protonema y
gametofito. La acumulacion inapropiada de transcriptos asi como productos derivados de la
actividad enzimatica de esta policétido ciclasa putativa podrian estar alterando la transicion a la

fase esporofitica en la linea OEPKC3.

4.2.1.7 Respuesta frente al ataque de patogenos

La obtencidn de dos lineas sobre-expresantes de PpPKC permite identificar algun fenotipo asociado
con la mutacién generada. Dado que los transcriptos de PpPKC se acumulan en respuesta al
tratamiento con el CF de la cepa SCC1 de P.c. carotovorumy B. cinerea, lo primero que se analizd
en este trabajo fue la muerte celular generada por diferentes tipos de patdgenos en las lineas
sobre-expresantes comparado con plantas wt. Para ello se realizaron varios tratamientos con
elicitores y patdgenos que inducen muerte celular y se cuantificd el nivel de muerte celular
mediante tincion con azul de Evans. El colorante azul de Evans es excluido de las células viables y
células en los estadios tempranos de PCD, las cuales mantienen las membranas plasmaticas
intactas (Turner y Novacky 1974; O’Brien et al, 1997). Las tinciones con azul de Evans se
realizaron segun Levine et al (1994) como se describe en la seccion 3.11.1 de Materiales y
Métodos.

Para los tratamientos con los CFs de las cepas SCC1 y SCC3193 de A.c. carotovorum y P. wasabiae,
respectivamente, asi como para la suspension de esporas de B. cinerea se realizaron seis
experimentos independientes. Las tinciones con azul de Evans se realizaron a las 24 y 48 horas
post-tratamiento. Los resultados obtenidos para los tratamientos con los CFs no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los genotipos (p<0,05) (datos no presentados).
Los resultados reflejan que las lineas sobre-expresantes de PpPKC y la probable acumulacién

constitutiva de esta proteina no conduce a disminuir los niveles de muerte celular generados por
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los niveles de muerte celular en plantas PpPKC respecto a las plantas wt frente al tratamiento con
P. irregulare. Para ambas lineas sobre-expresantes, la menor captaciéon de azul de Evans ocurre en
la linea OEPKC3. Estos resultados se correlacionan con los obtenidos mediante analisis de Northern
blot de las lineas sobre-expresantes, en los que el nivel del transcripto del gen PpPKC es mayor en
la linea OEPKC3. A continuacion se procedio a evaluar si existian diferencias significativas entre las
plantas wt y las lineas sobre-expresantes frente al tratamiento con 2. jirregulare. En primer lugar, el
ANOVA no detecto diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre plantas wt y la linea
OEPKC1. Por el contrario, si se detectaron diferencias estadisticamente significativas (p=0,05)
entre plantas wt y OEPKC3 en respuesta al tratamiento con P. jrregulare. Finalmente, para
cuantificar el crecimiento del micelio durante las etapas iniciales de la infeccién, cuando los
sintomas no son evidentes, se aisld el ADN total y se realizd una PCR cuantitativa utilizando
cebadores especificos para P. irregularey Physcomitrella. Como se muestra en la Figura 29 parte C,
la biomasa de P. irregulare a las 24 horas es significativamente menor en los tejidos de las plantas
sobre-expresantes respecto a las plantas wt.

En suma, los andlisis fenotipicos cuantitativos de muerte celular y cuantificacion del patdégeno
apoyaron los resultados cualitativos observados inicialmente, mostrando que P. irregulare
coloniza y profilera mas en los tejidos de plantas wt comparado con los sobre-expresantes, dando

lugar a una mayor muerte celular y dafo de los tejidos.

Figura 29. A) Tincion con solofenil de protonema y hojas de plantas wt y sobre-expresantes infectadas con
P. irregulare durante 24 horas. B) Evaluacién de la muerte celular en plantas salvajes: wt, OFPKCI, OEPKC3
luego de 24 h de tratamiento con plugs conteniendo el micelio de P. irregulare. C) Los niveles de ADN de A.
irregulare a un dia post-tratamiento en los distintos genotipos se estimaron por qPCR adaptado de Pfaffl
(2001), normalizando contra los contenidos ADN de la planta como una referencia endégena y con respecto a
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tiempo 2 horas de la evolucién en el tiempo de la infeccién. Todos los tratamientos se realizaron con colonias
de 3 semanas crecidas en medio normal con celofan.

Con el objetivo de determinar si existen cambios en la pared celular de las lineas sobre-
expresantes y plantas salvajes se realizaron tinciones para visualizar la acumulacion de compuestos
fendlicos en la pared de las células vegetales y deposicidn de calosa. Tejidos de Physcomitrella wt,
OEPKC1 y OEPKC3 en condiciones normales de crecimento fueron tefidos con safranina-O, un
colorante que permite visualizar la presencia de compuestos fendlicos (Figura 30). La tincion con
safranina-O indica que existe un enriquecimiento basal de compuestos fendlicos, en algunas
células del borde de la hoja, evidenciados como acimulos, en las lineas OEPKCI y OEPKC3
respecto a las plantas wt. En las células del protonema no se observaron diferencias claras con
safranina-O entre los diferentes genotipos. Sin embargo, en el tejido de protonema de ambas
lineas sobre-expresantes en condiciones normales de crecimiento tefiidas con solofenil, se observa
la acumulacion de la senal fluorescente a diferencia de la wt, lo cual podria estar asociado a una
modificacién de la pared celular (Figura 3 del Anexo) y no se observan diferencias claras entre los
diferentes genotipos a nivel de hoja. Dado que no se sabe a qué compuestos se une el fluoréforo
solofenil (Castro et a/., 2009), no podemos determinar el tipo de modificacién que ocurren a nivel

de la pared celular.

Figura 30. Incorporacion de compuestos fendlicos en las paredes de células de protonema y hojas de
Physcomitrella wt y lineas sobre-expresantes OFPKCI y OEPKC3 en condiciones normales de crecimiento,
mediante tinciones con safranina-O.

Tanto la safranina como el solofenil detectan aculacidn de compuestos fendlicos. Dado que con la
safranina detectamos acumulacién de compuestos fendlicos en hoja y no en protonema en las
lineas sobre-expresantes respecto a las wt y con solofenil observamos acumulacion de compuestos
en protonema y no en hoja de las lineas sobre-expresantes, esto probablemente indique que en

ambos tejidos se estén produciendo compuestos diferentes.

87



4 - Resultados

La calosa es un polimero B-1,3-glucano sintetizado entre la pared celular y la membrana
plasmatica. La deposicion de calosa hace que la pared celular sea menos vulnerable a la infeccion y
la degradaciéon del patdgeno mediante CWDEs. Con el fin de analizar si la sobre-expresion de la
proteina codificada por PpPKC induce la deposicidn de calosa en los tejidos de Physcomitrella,
protonema de lineas transgénicas y el genotipo wt, creciendo en condiciones normales, fueron
tefiidos con azul de metilo. Los resultados muestran que los filamentos de protonema de la linea
OEPKC3 acumulan depositos de calosa (Figura 31).

Los resultados obtenidos muestran que los tejidos de las lineas transgénicas presentan fortificacidn
de la pared celular, evidenciadas por la incorporacién de compuestos fendlicos y deposicion de
calosa, siendo mayor en la OEPKC3, la cual presenta mayores niveles de transcripto en condiciones

normales de crecimiento.

Figura 31. Deposicion de calosa en protonema de Physcomitrella wt y lineas sobre-expresantes OFPKCI y
OEPKC3 en condiciones normales de crecimiento. Los depodsitos de calosa aparecen como manchas verdes
fluorescentes. La barra de escala representa el 20 um.

4.2.1.8 Generacion y caracterizacion molecular de lineas de Arabidopsis que sobre-
expresan PpPKC

Con el objetivo de analizar el efecto de la expresion heterdloga del gen PpPKC de Physcomitrella,
se transformaron plantas de Arabidopsis con la construccién 355:PpPKC-GFP. Utilizando el método
de transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens mediante el procedimiento de
inmersion floral. Se obtuvieron 20 lineas que fueron seleccionadas en base a su resistencia a
kanamicina durante dos generaciones (plantas T2) y se realizaron extracciones de ADN para la
caracterizacién molecular de las mismas. La presencia del gen PpPKC en el genoma de las lineas
obtenidas fue analizada por PCR utilizando los cebadores especificos para amplificar
completamente la region codificante del gen. Se analiz6 la expresidon del transgén en las lineas
confirmadas por medio de RT-PCR. Se observd una acumulacion significativa del transcripto
correspondiente al gen PpPKC en las distinas lineas, de las cuales se muestran cinco que fueron

seleccionadas para estudiar la acumulacién a nivel de proteina (Figura 32, parte A).

Debido a que las plantas que sobre-expresan el gen PpPKC contienen ademas el gen codificante
para la proteina fluorescente GFP, el andlisis de la expresidn de los transgenes se realizd también

mediante la visualizacion de hojas y raiz de diferentes lineas resistentes al antibidtico de seleccién
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en un microscopio de epifluorescencia. La mayoria de las lineas analizadas expresaron la proteina
de fusién con GFP. A partir de la distribucion e intensidad de la fluorescencia de la proteina de
fusién con GFP, se seleccionaron las lineas 1, 2 y 5 para estudiar en mayor profundidad. Por otro
lado, y dado que la PpPKC esta fusionada a GFP, se llevaron a cabo estudios por Western blot en
las lineas de Arabidopsis que exhibian fluorescencia debido a la expresién de GFP. Se extrajo
proteinas de las lineas 1, 2 y 5 crecidas en condiciones normales, se separaron por SDS-PAGE, se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se realizo la deteccion de la proteina PpPKC (Figura
32, parte B). Ademas, se agregd como control positivo una linea que expresa GFP libre. Los
resultados fueron concordantes con la intensidad de fluorescencia de los analisis por microscopia.
Una banda de aproximadamente 58 kDa consistente con el tamafio esperado para la proteina de
fusion PpPKC-GFP se observo en las tres lineas analizadas. Se observd una banda adicional de
peso molecular 27 kDa en todos los experimentos correspondiente al clivaje de la GFP. En la Figura
32 parte C, se muestran las tres lineas seleccionadas en base a los niveles de transcriptos y
proteinas de fusién acumulados.

Figura 32. A) RT-PCR de diferentes lineas transgénicas de Arabidopsis resistentes al antibidtico de seleccion.
PCR a partir de ADNc de lineas transformadas y plantas Col-0. act, actina utilizado como control de la calidad
y concentracién de los ADNc, B) Western blot mostrando la acumulacion de PpPKC-GFP en las distintas lineas
transgénicas. Carriles: 1) Linea 1, 2) linea 2, 2) linea 5 y 4) linea de Col-0 que expresa GFP libre. Como
control de carga deproteinas se utilizd tincion de lasubunidad grande de la Rubisco C) Microscopia de
fluorescencia de las plantas Col-0 y lineas sobre-expresantes de PpPKC fusionada a GFP a nivel de hoja y raiz.

4.2.1.9 Analisis fenotipicos preliminares
Para determinar si las lineas sobre-expresantes presentan cambios en los niveles de susceptibilidad

frente a patogenos, se analizd el dafo celular de los tejidos después del tratamiento con plugs de
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micelio de A. irregulare y el tratamiento con la suspension de esporas de B.cinerea-GFP como se
describe en la seccidn 3.3.1 de Materiales y Métodos.

El tratamiento con la suspensién de esporas de B. cinereaGFP no reflejé diferencias en la
susceptibilidad al patdgeno entre los distintos genotipos (datos no presentados).

En la Figura 33 se muestran los sintomas de enfermedad en las plantas transgénicas y Col-0 que
fueron infectadas a nivel de raiz con plugs de PDA conteniendo micelio de P. irregulare. En esta
forma de infeccidn, P. irregulare penetra a los tejidos de la planta a través de la raiz y coloniza el
tallo y el resto de los tejidos, lo cual se refleja en un marchitamiento y decaimiento de la parte
aérea (Adie et al, 2007). Las plantas Col-0 presentaron una mayor propagacién del oomicete a
nivel de raiz en comparacion con las lineas sobre-expresantes. A nivel de la parte aérea las lineas
sobre-expresantes presentan menor marchitamiento del tallo y de las flores en comparacién con

las salvajes.

Figura 33. A) Propagacion de la infeccién con P. irregulare a través de las raices de las plantas transgénicas
y plantas Col-0. Las raices fueron tefiidas con solofenil. B) Marchitamiento de la parte aérea de plantas
transgénicas y plantas Col-0 en etapas avanzadas de la infeccion.

A partir de los perfiles de expresion del gen PpPKC en Physcomitrella se determind que dicho gen
se induce en respuesta a elicitores asi como diferentes tipos de estrés abidtico como NaCl, manitol,
y altas temperaturas. Para determinar el efecto de la expresién del gen PpPKC en la tolerancia al
estrés abidtico en Arabidopsis, se realizaron varios ensayos preliminares /in vitro y tierra en
diferentes condiciones de estrés osmotico y salino.

Antes de comenzar, se observd que en condiciones de ausencia de estrés, el crecimiento de las
lineas transgénicas es similar al de las plantas salvajes. Se observaron diferencias contrastantes
entre genotipos durante el crecimiento de las semillas en respuesta a estrés salino. Estas

condiciones fueron impuestas por la adicién al medio de cultivo vegetal MS2 al 1/2 de NaCl a una
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4.2.2 Analisis funcional del gen PpBI-1 de Physcomitrella con homologia al regulador
anti-apoptotico Bax-inhibitor-1 de animales

Una vez que las proteinas receptoras de plantas reconocen la presencia de patdgenos, se activan
las vias moleculares que conducen a la activacién de mecanismos de defensa. Uno de estos
mecanismos es la respuesta hipersensible (HR), la cual, como se menciond anteriormente, es una
forma de muerte celular programada (PCD) que se produce en el sitio de infeccion con el fin de
prevenir la propagacion del patégeno (Heath 2000).

Entre los reguladores mas importantes de la PCD, mucho interés han tenido las proteinas del tipo
BCL2 como factores inductores de PCD (Hiickelhoven et al., 2004). Por otro lado, la proteina BAX
inhibidor-1 (BI-1) ha sido implicada como un factor anti-PCD regulando la actividad de BAX en los
procesos de desarrollo asi como durante las respuestas frente a condiciones de estrés (Scorrano y
Korsmeyer 2003; Sanchez et a/, 2000; Hiickelhoven et a/., 2003; Matsumura et al., 2003; Wang et
al., 2007).

En los Ultimos afios, nuestro grupo ha demostrado que el oomycete P. irregulare y €l hongo 5.
cinerea infectan los tejidos de Physcomitrella de diferentes formas (Castro et a/., 2009; Ponce de
Ledn et al, 2012). Si bien, ambos son patdgenos necrotrofos, B. cinerea desencadena muerte
celular en los tejidos de Physcomitrella con caracteristicas de PCD mientras que 2. jrregulare no 1o
hace. Con el objetivo de estudiar este tipo de muerte celular en mayor detalle en este musgo, nos
resultd interesante sobre-expresar un posible regulador de muerte celular y evaluar su capacidad
de conferir resistencia a patégenos.

Cuando todavia no se tenia acceso a la informacion del genoma, se realizd una blsqueda en la
base de datos de ESTs de Physcomitrella del National Institute for Basic Biology de Japdn
(http://moss.nibb.ac.jp/) utilizando la secuencia aminoacidica de At-BI1 de Arabidopsis (AtBI-1;

gi:834758), con el objetivo de identificar una secuencia homologa a BI-1 en Physcomitrella. A
partir de la bisqueda en el genoma de Physcomitrella, se identificd el contig 6085, el cual contiene
el clon pphb21j10 cuya secuencia disponible tiene homologia con el extremo 5’ y 3 de AtBI-1. Se
encargd el clon pdp02459 al centro RIKEN Biological Research Center en Japon, y su identidad fue

confirmada por secuenciacion utilizando cebadores especificos.

Posteriormente la secuencia fue analizada en la base de datos del genoma de Physcomitrellay se
comprob6 que correspondia al gen Phypa_185792. De acuerdo al analisis de secuencia nucleotidica,
el marco abierto de lectura da lugar a una proteina de 27,9 kDa que se denomind PpBI-1. El gen
PpBI-1 consta de seis exones y cinco intrones, estructura génica similar a su homdlogo en
Arabidopsis y arroz. Utilizando la secuencia aminoacidica deducida a partir del gen PpBI-1, se
realizaron busquedas de genes homdlogos de PpBI-1 en el genoma de Physcomitrella mediante

BlastP en la base de datos Phytozome y no se identificaron otros genes con alta homologia con
PpBI-1.
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Figura 37. Patron de expresion de PpBI-1 en Physcomitrella segun andlisis con microarreglos de ADN. Los
genes se han ordenado segln sus relaciones filogenéticas. A) En respuesta a diferentes condiciones de estrés,
B) en diferentes estados del desarrollo. Los que se muestran en la figura son los que pasaron la seleccién de
tener un Fold Change mayor a 1.5 entre la dos condiciones evaluadas y un p-value mayor a 0.05.

Como un posible regulador de la PCD mediada por Bax, se ha demostrado que B/-1 se induce en
respuesta a condiciones de estrés bidtico y abiotico (Watanabe y Lam 2006). El perfil de expresidn
del gen PpBI-1 frente a diferentes condiciones de estrés fue estudiado mediante Northern blot. El
estrés bidtico se realizd mediante tratamientos con los CFs de la cepa SCC1 de A.c. carotovorumy
la cepa SCC3193 de P. wasabiae, esporas del hongo B. cineray plugs conteniendo micelio de A.
irregulare. Todos los tratamientos se realizaron sobre colonias de Physcomitrella de tres semanas,
a partir de las cuales se extrajo ARN total para analizar mediante electroforesis y transferencia a

membrana de nylon y su posterior hibridacién con sondas marcadas radiactivamente.

Como se puede ver en la Figura 38, el gen PpBI-1 es de baja expresidén en condiciones normales y
se induce frente al estrés bidtico, en especial frente a tratamientos con elicitores de

Pectobacteriumy esporas de B. cinerea.

Figura 38. Perfil de expresion génica de PpB-1. Andlisis por Northern blot utilizando muestras de ARN
de colonias de Physcomitrella en condiciones control (C) y en respuesta a patdgenos. Los tratamientos de
estrés bidtico se realizaron durante 4 y 24 horas, tratamientos con los CF de las cepas SCC3193 y SCC1 de
Pectobacterium; tratamientos con suspension de esporas de B. cinerea; tratamientos con plugs conteniendo
micelio del P. irregulare.
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Finalmente se analiz6 el patron de expresion del gen PpBI-1 en respuesta a ABA y condiciones de
estrés abidtico que generan estrés oxidativo incluyendo, el estrés salino, osmotico, térmico y
radiacién UV. De esta manera, se extrajo ARN total de colonias de Physcomitrella tratadas con
ABA 100 pM, NaCl 0,5 M, manitol 0,9 M, 37°C durante 24 horas y tratadas con radiacion UVB
durante 2 horas. Los resultados derivados de este andlisis aparecen reflejados en la Figura 39. El

gen PpBI-1 se induce en respuesta a ABA y UVB.

Figura 39. Perfil de expresion génica de PpBI-1 en respuesta a tratamientos con: C: control; ABA: acido
abscisico 100 uM NaCl: tratamientos con NaCl 0,5M; Mtl: tratamientos con manitol 0,9M; UVB: tratamiento
con UVB durante 2 h; 37°C: tratamiento con temperatura de 37°C. Se extrajeron los ARN a las 24 h post
tratamientorRNA: ARN ribosomal, control de carga.

4.2.2.2 Determinacion de la localizacion subcelular de PpBI-1

Estudios de predicccidn de topologia indican que AtBI-1 posee siete dominios transmembrana (Xu
y Reed, 1998; Kawai et al., 1999) y se asocia a la membrana del reticulo endoplasmico (RE)
(Kawai-Yamada et al, 2001). En 2003, Bolduc et a/. demostraron que la region C-terminal de BI-1
en Brassica napus (BnBI-1) se encuentra en el lado citosdlico de la membrana del RE. En 2004,
Yamada et a/., demostraron que el extremo C-terminal de AtBI-1 es esencial para inhibir la muerte

celular mediada por BAX.

Con el fin de conocer la topologia que puede adoptar la PpBI-1 de Physcomitrella se utilizo el
servidor Psipred (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) para realizar la prediccion de la topologia.

Como se observa en la Figura 40 parte A, las proteinas BI-1 de Physcomitrella y humano
adoptaron una topologia similar conteniendo siete alfa hélices transmembrana seguidas de un

dominio C-terminal expuesto al lado citosélico de la membrana del reticulo endoplasmatico.

Para determinar la ubicacién subcelular de la proteina PpBI-1 se llevaron a cabo experimentos de
expresion transitoria en hojas de tabaco, con una construccién que dirige la expresion constitutiva
de la proteina de fusion PpBI-1-GFP en hojas de tabaco. Para ello, se amplifico a partir de ADNc, la
region codificante del gen PpBI-1, utilizando cebadores disenados de manera tal que se elimind el
codén de terminacion y se conservd el marco de lectura con la proteina GFP. La secuencia
amplificada fue clonada en el vector de entrada pENTR2B y luego clonada por recombinacion LR
en el vector binario destino pK7FWG2, obteniéndose el vector de expresion 355:PpBI-1-GFP
(Figura 40, parte B).
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Los resultados obtenidos a partir de los experimentos de expresidn transitoria en hojas de tabaco,
determinaron un patron de fluorescencia uniforme en el citoplasma, ya que no se observaron
asociaciones con organelos o compartimentos subcelulares (Figura 40, parte C). Los resultados
obtenidos no concuerdan con las predicciones boinformaticas de la secuencia aminoacidica

deducida de PpBI-1 que sugieren una localizacion asociada a membranas.

Figura 40. A) Modelo de topologia de membrana para las proteinas BI-1 de Physcomitrella y humano,
predicha por el servidor PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). B) Esquema de la construccion génica,
contenido en el vector binario pk7FGW2, para la expresion transitoria de la proteina de fuson BI-1-GFP en
tabaco. promotor constitutivo p35S, terminador T35S; attR1 y attR2, sitios especificos para la recombinacion
LR; RB y LR, borde derecho y borde izquierdo respectivamente. C) Expresion transitoria por agroinfiltracion de
hojas de tabaco para determinar la localizacidn subcelular de la proteina PpBI-1 fusionada con GFP. i)
Autoflorescencia de los cloroplastos ii) Patrén de acumulacion de fluorescencia observado en hojas de tabaco
agroinfiltradas con la construccion 35S: PpBI-1. iii) Imagen solapada del marcador fluorescente GFP (verde) (i),
y la autofluorescencia de los cloroplastos en rojo (ii).
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4.2.2.3 Generacion y caracterizacion molecular de lineas de Physcomitrella que sobre-
expresan PpBI-1

Con el objetivo de determinar la contribucion del gen PpBI-1 durante el desarrollo normal de los
tejidos de Physcomitrella asi como en condiciones de estrés, se realizd una construccidon génica en
el vector pTHubi, que permite la expresién del gen bajo la regulacién del promotor constitutivo
ubiquitina. La secuencia correspondiente al ADNc fue amplificada por PCR, utilizando como molde
el clon pphb21j10. Los cebadores utilizados, los cuales se disefiaron generando sitios de restriccion
para el subclonado orientado en el vector de entrada pENTR2B, asi como las condiciones de la PCR
se realizaron tal como se describe el la seccidon 3.6.2 de Materiales y Métodos. Se confirmé la
presencia del fragmento mediante andlisis de restriccién y la identidad de la secuencia mediante
secuenciacion. Por ultimo se llevd a cabo la reaccién de recombinacién entre el vector de entrada
pENTR2B-PpBI-1y el vector binario destino pTHubi (Schaefer y Zryd 1997) utilizando la tecnologia
Gateway. Este vector contiene los sitios attR1 y attR2 que permiten el clonado de un fragmento de
ADN por recombinacion homdloga, utilizando la clonasa LR. La insercion de una secuencia entre
estos dos sitios permite la expresion de la misma bajo el control del promotor constitutivo
ubiquitina. El vector obtenido se denominé ubi: PpBI-1 (Figura 41 parte A).

Entre 10-30 pg de ADN lineal obtenido a partir de la digestdn de ubi:PpBI-1 con Swal fueron
utilizados para transformar protoplastos de Physcomitrella, y el procedimiento realizado fue el
mismo que se detalla para la sobreexpresion de PpPKC. Luego de realizados los experimentos de
transformacion se obtuvieron dos clones al finalizar las etapas de seleccion denominados OEBI-3y
OEBI-6.

4.2.2.4 Analisis de los transformantes

Dado que durante la transformacién de Physcomitrella se pueden generar plantas poliploides,
debido a la fusion de protoplastos (Schween, 2005), se chequearon mediante citometria de flujo el
nivel de ploidia de las plantas transgénicas en comparacion con el plantas salvajes. Este estudio
mostré que las plantas sobre-expresantes OFBI-3y OEBI-6 son haploides al igual que las plantas
salvajes (datos no presentados).

Se procedid a examinar mediante Northern blot, los niveles de expresion del gen PpBI-1 en plantas
wt y en las plantas que incorporaron la construccion, utilizando una sonda derivada del ADNc de
PpBI-1. Para ello, se extrajo ARN de plantas wt tratadas durante 4 horas con una suspension de
esporas de B. cinerea, y plantas wt y sobre-expresantes sin tratar. Como se observa en la Figura
41 parte B, en las plantas wt el nivel de expresion del gen PpBI-1 aumenta claramente a las 4
horas post tratamiento. En las lineas sobre-expresantes los niveles de transcripto son elevados en
condiciones normales de crecimiento, incluso para ambas lineas los niveles de transcripto de PpBI-

1 son mayores que para las plantas wt tratadas con la suspension de esporas de B. cinerea.
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Figura 41. A) Esquema de la construccion génica ubi:PpBI-1, contenido en el vector binario pTHubi, para la
sobre-expresion de PpBI-1 en Physcomitrella. pubi: promotor constitutivo ubiquitina, terminador TNOS; attR1
y attR2, sitios especificos para la recombinacion LR. Posee un casette de seleccion que confiere resistencia a
hygromicina (Hyg) y contiene regiones 5’ y 3’ homdlogas al locus 108 de Physcomitrella (Schaefer & Zryd,
1997). B) Analisis por Northern blot de la expresion de PpBI-1 en lineas transgénicas. Se analizaron muestras
de ARN extraidas a partir de plantas salvajes tratadas con una suspensién de esporas de B. cinerea 1x10°
esporas/ml y sin tratar y muestras de ARN extraidas de las lineas sobre-expresantes sin tratar.

4.2.2.5 Respuesta durante el desarrollo y crecimiento de Physcomitrella

La PCD es esencial para mantener la homeostasis tisular en muchas formas de vida. En las plantas,
de igual forma que en los animales, la PCD es el mecanismo por el cual se regulan una serie de
procesos fisioldgicos tales como la germinacién, diferenciacion, crecimiento, reproduccion y
desarrollo de semillas (Wu y Cheung 2000; Young y Gallie 2000; Stone et a/, 2003; Newbigin y
Vierstra 2003). En plantas, la PCD es esencial para el desarrollo y supervivencia, por ejemplo las
células del xilema una vez maduras pierden el contenido citoplasmatico y lignifican sus paredes
para dar origen a los vasos del xilema, encargados del transporte de nutrientes y agua, sustancias

éstas fundamentales para la supervivencia de las plantas (Greenberg 1996).

4.2.2,5.1 Crecimiento de las colonias

Analizando los clones en mayor detalle se observé que las colonias de los clones sobre-expresantes
presentaban un didmetro de la colonia menor al del genotipo salvaje. Las colonias del clon
denominado OFEBI6 ademas de ser mas chicas que las de plantas salvaje son mas chicas que las
del sobre-expresante OEBI3. El diametro de las colonias se midi6 utilizando el programa GIMP
2.8.0 y se realizd un analisis estadistico mediante el programa Statistica 5.0 (Figura 42 parte A).
Los resultados muestran que el didametro de las colonias del sobre-expresante OEBI-6 es

significativamente menor al didametro de colonias salvajes.
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Figura 42. A) Efecto de la sobrexpresion en el didmetro de las colonias de Physcomitrella salvaie (wt) y
sobreexpresantes (OFBI-3y OEBI-6) crecidas 3 semanas sin celofan y medida del didmetro de las mismas. Se
realizaron 16 medidas independientes. Se utilizo el test estadistico de Kruskal-Wallis no paramétrico, p<0,001.
(*) B) Tincion con toluidina de rizoides de colonias de 3 semanas crecidas sin celofan de Physcomitrella wt,
OEBI-3y OEBI-6. Medida del largo de los rizoides de Physcomitrella wt, OEBI-3y OEBI-6. Se realizaron 16
medidas independientes del largo de los rizoides. Se utilizd el test estadistico de Kruskal-Wallis no
paramétrico, p< 0,001 (*).

4.2.2.5.2 Desarrollo de los rizoides

Mediante el andlisis con la lupa de los gametdforos de plantas salvajes, OEBI3 y OEBI6, se detectd
que las plantas de los genotipos sobre-expresante presentaban rizoides mas cortos en
comparacion con plantas salvajes. Para poder analizar con mas detalle esta observacion se
realizaron tinciones con el colorante azul de toluidina y se analizaron los rizoides en un microscopio
invertido (Marca: Olympus, Modelo: IX81, Camara CCD: DP71). Las medidas del largo de los
rizoides se hicieron utilizando el programa GIMP 2.8.0 y se realiz6 un andlisis estadistico mediante
el programa Statistica (Figura 42 parte B). Mediante el andlisis estadistico se demostrd que los
rizoides de gametdforos salvajes son significativamente mas largos en comparacién con rizoides de
los sobre-expresante OEBI-3 y OEBI-6.

4.2.2.5.3 Regeneracion a partir de protoplastos

Para estudiar en mayor detalle el crecimiento de las lineas sobre-expresantes en comparacion con
la wt, se obtuvieron protoplastos de los tres genotipos y se analizd la regeneracién de los mismos
a lo largo del tiempo. Como se muestra en la Figura 43 con el transcurso del tiempo las lineas

sobre-expresantes presentan un menor crecimiento radial respecto a la wt.
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Figura 43. Tincion con toluidina de protoplastos de Physcomitrella salvaje y sobre-expresantes OFEBI-3 y
OEBI-6 regenerando. Se tomaron fotos representativas a los 2 (i), 5 (i) y 8 (iii) dias de tiempo de
regeneracion. iv) es una regién ampliada de iii) para cada genotipo.

4.2.2.5.4 Desarrollo del caulonema y cloronema

Al observar en mayor detalle el borde de las colonias, se detectd que los transformantes presentan
menor proporcidon de protonema (Figura 44 parte A). Dado que el cloronema crece mas
lentamente que el caulonema se decidié estudiar con mas detalle lo que ocurre en el desarrollo de
los tejidos del caulonema y cloronema. Para estudiar el desarrollo del caulonema se crecieron
colonias salvajes y sobre-expresantes en condiciones que favorece el desarrollo de este tejido.
Luego de tres semanas se realizd una tincion con azul de toluidina y se realizaron las
observaciones mediante el uso de lupa y microscopio. Al medir el largo de los filamentos de este
tejido de colonias de los tres genotipos, se determind que la linea OEBI-6 presenta células del
caulonema significativamente mas chicas respecto a las wt, mientras que para la linea OEBI-3 no
se observaron diferencias significativas (Figura 44 parte B).

Para estudiar el desarrollo del cloronema se creci6 el protonema en medio BCDTA sin el agregado
de tartrato de amonio y se observd el tejido a los siete dias. Al medir el largo de 50 células para
cada genotipo no se observaron diferencias significativas entre los genotipos (datos no

presentados).
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con plantas wt. Para ello se realizaron varios tratamientos con elicitores y patégenos que inducen
muerte celular y se cuantifico el nivel de muerte celular mediante tincion con azul de Evans. El
colorante azul de Evans es excluido de las células viables y células en los estadios tempranos de
PCD, las cuales mantienen las membranas plasmaticas intactas (Turner y Novacky 1974; O Brien
et al., 1997). Las tinciones con azul de Evans se realizaron segun Levine et al. (1994) como se

describe en la seccion 3.11.1 de Materiales y Métodos.

Para los tratamientos con los CFs de las cepas SCC1 y SCC3193 de P.c. carotovorum y P.
wasabiae, respectivamente, asi como para los plugs conteniendo el micelio de P. irregulare se
realizaron seis experimentos independientes. Las tinciones con azul de Evans se realizaron a las
24 y 48 horas post-tratamiento. Los resultados obtenidos para los tratamientos con los CFs, asi
como con el oomicete necrotrofo P. irregulare no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre los genotipos (p=0,05) (datos no presentados). Los resultados obtenidos
reflejan que las lineas sobre-expresantes de PpBI-1, y la probable acumulacién temprana de esta

proteina no contribuya a contener la muerte celular generada por este tipo de patégenos.

Como se describid en los antecedentes, B. cinerea causa sintomas de enfermedad a nivel
macroscopico, como amarronamiento del tallo y protonema, asi como la maceracion visible y la
muerte celular del tejido infectado (Ponce de Leodn et al, 2007; Ponce De Leon et al., 2012). Los
cambios celulares que ocurren durante esta infeccion pueden ser examinadas con técnicas de
tincién histoquimicas. En la Figura 46 parte A se pueden observar las etapas iniciales de la
colonizacion de B. cinerea. Las lineas sobre-expresantes presentan menor amarronamiento de los
tejidos en comparacion con plantas wt, Después de 24 horas de la inoculacién, el micelio de 5.
cinerea que expresa GFP crecidé notoriamente en la parte superior de las colonias del genotipo
salvaje. Al observar las hojas infectadas en los diferentes genotipos, se observd que el crecimiento
de B. cinerea es menor en la linea OEBI-6 comparado con plantas wt (Figura 45 parte A).

Los resultados obtenidos para el dafio celular generado por el tratamiento con la suspensién de
esporas de B. cinerea se muestran en la Figura 45 parte B. Analizando los datos obtenidos
mediante un test estadistico se determiné que la diferencia entre la muerte celular de la linea
OEBI-6 en comparacidén con plantas salvajes es significativamente menor (p=0,0003), mientras
que para la linea 3 no se detectan diferencias significativas. Finalmente, para cuantificar el
crecimiento del micelio durante las etapas iniciales de la infeccién, cuando los sintomas no son
evidentes, se aisld el ADN total y se realizd una PCR cuantitativa utilizando cebadores especificos
para B. cinereay Physcomitrella tal como se describe en la seccion 3.11.5 de Materiales y Métodos.
Como se muestra en la Figura 45 parte C, la biomasa de B cinerea a las 24 horas es
significativamente menor en los tejidos de la linea OEBI-6 respecto a las plantas wt. En suma, los
andlisis de cuantificacién de la muerte celular y crecimiento del patégeno apoyaron los resultados
observados inicialmente a nivel de sintomas y colonizacion de la cepa de B. cinerea-GFP. Esto

demuestra que B. cinerea coloniza y profilera mas en los tejidos de plantas wt comparado con el
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sobre-expresante OFEBI-6, el cual presenta muy altos niveles de transcriptos, dando lugar a una

mayor muerte celular y dano de los tejidos.

Figura 45. A) Sintomas de las diferentes plantas infectadas con B. cinereaGFP y crecimiento de B
cinereaGFP B) Evaluacién de la muerte celular en plantas salvajes: wt, OEB/-3, OEBI-6 luego de 24 h de
tratamiento con una suspensién de esporas del hongo B. cinerea (1x10° esporas/mL). Ctl: control, plantas sin
tratar. C) Los niveles de ADN de B. cinerea se estimaron por gPCR adaptado de Pfaffl (2001), normalizando
contra los contenidos ADN de la planta como una referencia enddgena y con respecto a tiempo cero de la
evolucién en el tiempo de la infeccién. Todos los tratamientos se realizaron con colonias de 3 semanas
crecidas en medio normal con celofan.

4.2.2.7 La linea sobre-expresante OEBI-6 es mas resistente que plantas wt a
inductores de PCD

El quitosano ha sido ampliamente utilizado como un inductor de la respuesta de defensa
en plantas vasculares (Ramonell ef al, 2002) y el tratamiento previo con quitosano
puede inducir inmunidad frente al ataque de patdgenos (Bhaskara Reddy et al,
1999). El quitosano también se ha demostrado que induce la PCD en cultivos celulares (Zuppiniet
et al., 2003; Ning et al., 2004). En Physcomitrella se ha demostrado que a bajas concentraciones el
quitosano induce una respuesta de defensa que se caracteriza por la producciéon de ROS y cambios
en la expresién de genes de defensa (Lawton y Saidasan 2009). En dosis mas altas, el quitosano
induce una respuesta de muerte celular en los tejidos de protonemas y gametofito con

caracteristicas de PCD (Lawton y Saidasan 2009).
Para determinar si los sobreexpresantes OEBI presentan cambios en las respuestas al tratamiento

con inductores de PCD, se analiz6 el dafio celular en protoplastos de los sobreexpresantes después

de incubarlos con quitosano 50 y 150 ug/ml en comparacién con protoplastos de Physcomitrella wt.
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Se seleccionaron dichas condiciones debido a que previamente habiamos observado muerte celular
de protoplastos de Physcomitrella de manera dependiente de la dosis. Para los dos tratamientos
se realizaron tres experimentos independientes, los cuales mostraron resultados similares. Las
tinciones con azul de Evans se realizaron a las 4 horas post-tratamiento y se analizd la
incorporacion del colorante el cual es proporcional al dafo generado. En la Figura 46 se muestran
los datos correspondientes al tratamiento con quitosano. Se graficaron los porcentajes de
viabilidad celular para cada genotipo como la diferencia entre el total de células y el de células
muertas. Analizando los datos obtenidos mediante un test estadistico se determind que la
diferencia entre la muerte celular del clon OEFBI-6 generado por el quitosano en comparacion con
plantas wt es significativamente menor (p<0,001) para ambas concentraciones, mientras que para
la linea OEBI-3 no se detectan diferencias significativas.

Figura 46. Evaluacion de la muerte celular en protoplastos de plantas salvajes: wt, OFBI-3y OEBI-6 luego
de 4 h de tratamiento con quitosano 50 y 150 pg/ml.

En conjunto, los resultados obtenidos con la linea OFBI-6, cuyos niveles de expresion constitutiva
de PpBI son los mas altos, tanto para el desarrollo como para el tratamiento con esporas de B.
cinereay el inductor de PCD quitosano, demuestran que PpBI-1 cumple un rol en los procesos que

involucran muerte celular de Physcomitrella.
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5.1 Caracterizacion molecular de la respuesta de Physcomitrella al tratamiento

con elicitores de P.c. carotovorum
Las plantas han desarrollado diferentes estrategias para responder a los cambios del medio

ambiente y este proceso de adaptacion les ha permitido su supervivencia. En situaciones adversas
las plantas responden con cambios en su desarrollo, como la reduccién del crecimiento, y con
cambios morfoldgicos Y fisioldgicos, como el cierre de estomas y la disminucién de la transpiracion
en situacion de déficit hidrico. En el caso de un ataque por microorganismos patdgenos, las plantas
responden reforzando la pared celular, e induciendo un conjunto de genes algunos de los cuales
codifican para proteinas que producen compuestos antimicrobianos. Muchas de estas respuestas
fisioldgicas requieren la expresion génica de novo de proteinas reguladoras, entre ellas quinasas,

fosfatasas y factores de transcripcion, y de proteinas funcionales.

La identificacion de genes que se inducen en respuesta a la infeccion por patdgenos contribuye a
la generacion de conocimiento sobre los mecanismos involucrados en la resistencia al estrés en
plantas. Physcomitrella ha demostrado ser un buen modelo para esto debido a su posicién
evolutiva y la capacidad de ser manipulada genéticamente. El andlisis comparativo de las
anotaciones funcionales revela que el genoma de Physcomitrella presenta expansiones de genes
“housekeeping’ y genes metabdlicos, posiblemente de adaptacion linaje especifico, asi como la
ganancia de al menos 13% de genes huérfanos no identificados hasta el momento en otras plantas
(Zimmer et al., 2013).

Para facilitar la identificacidon de genes expresados diferencialmente se han desarrollado varios
métodos que incluyen el mRNA differencial display por medio de PCR (Liang y Paradee 1992),
Serial Analysis of Gene Expression (SAGE; Velculescu et a/., 1995), PCR cuantitativo, (Bassler et al.,
1995; Heid et al, 1996; Gibson et al, 1996), Suppression Subtractive Hybridization (SSH;
Diatchenko et a/, 1996), hibridacion de microarreglos (Chee et al, 1996; Chu et al., 1998) y
recientemente la secuenciacion directa de transcriptomas (Li et a/, 2008; Marioni et al., 2008;
Wang et al., 2008). La caracterizacién completa y el andlisis global de la expresidon génica en una
célula o tejido, aun sin ninguna informacion gendmica previa, es ahora posible a través de la

implementacion de la secuenciacion de ADNc, o mas recientemente de la secuenciacién directa de
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ARN, tecnologia conocida como RNA-seq (Wang et al., 2009; Garber et al, 2011; Egan et al.,
2012; Ward et al, 2012). Mediante RNA-seq se ha logrado tener una mayor cobertura de los
transcriptomas, ensamblaje de novo, estimacion de la abundancia de cada transcrito y la deteccién
de isoformas génicas, limitantes que presentan las tecnologias convencionales como SAGE y

microarreglos (Trapnell ef a/., 2010).

En este trabajo se logrd con éxito la secuenciacién del transcriptoma de Physcomitrella en
respuesta al CF de SCC1 de A.c. carotovorum y el transcriptoma de Physcomitrella en condiciones
normales de crecimiento. El CF contiene enzimas que degradan la pared de las células vegetales y
toxinas que podrian ser reconocidas como MAMPs, mientras que los fragmentos de pared
resultantes de la degradacidon enzimatica podrian ser reconocidos como DAMPs. Se realizaron los
estudios comparativos para identificar los genes expresados diferencialmente entre ambas
condiciones. Los resultados obtenidos muestran que en respuesta a los elicitores de A.c
carotovorum se inducen en Physcomitrella la expresion de genes que codifican para proteinas
homdlogas a las de plantas vasculares involucradas en la percepcion y sefalizacién, ademas de
proteinas de respuesta involucradas en la detoxificacién de ROS, fortalecimiento de la pared celular

y produccién de flavonoides, entre otras funciones involucradas en la defensa vegetal.

El analisis parcial de transcriptoma en respuesta a A.c. carotovorum SCC1 muestra la induccién de
vias de defensa, algunas de las cuales parecen estar conservadas entre Physcomitrella y plantas
vasculares. A nivel de la percepcién, no se identificaron genes expresados diferencialmente que
codifiquen para receptores clasicos aunque no se descarta la existencia de otros no identificados
hasta la fecha. Resulta interesante destacar que se inducen tres genes con homologia a AtCERK1,
los cuales podrian funcionar en la percepcion de MAMPs o DAMPs. También se identificaron varios
genes que codifican para MPKs que participan probablemente en la sefalizacion. Los analisis
bioinformaticas permitieron identificar un gen que codificaria para una MP4K, el cual contiene en la
region 5'UTR un sitio de union para el microRNA 477 (Arazi 2012), el cual podria estar modulando
los niveles de transcriptos. El reconocimiento de MAMPs y/o DAMPs es indispensable para la
activacion de la PTI (Boller y Felix 2009; Jones y Dangl 2006). En los Ultimos afos se han aportado
evidencias de que la biogénesis de microRNAs es importante para la PTI (Li et 4/, 2010). Hasta el
momento se conocen muy pocos microRNA involucrados en este proceso. Se ha reportado que la
sobre-expresion del miR160a regula positivamente la deposicion de calosa inducida por PAMPs,
mientras que el miR398b y miR773 regulan negativamente la deposicion de calosa y la resistencia
a patdgenos, lo que sugiere una compleja regulacién de la respuesta de defensa de las plantas que
involucra microRNAs (Li et a/., 2010). Otro ejemplo es la acumulacién de miR393 tras la percepcidn
de flg22, lo que contribuye a inducir la resistencia contra bacterias fitopatdgenas mediante la
regulacidon negativa del nivel de ARNm de los receptores de auxinas TIR1, AFB2 y AFB3 (Navarro
et al.,, 2006).
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Algunos estudios realizados por nuestro grupo han relacionado el estrés oxidativo con la respuesta
de defensa de Physcomitrella frente a diferentes estreses bidticos (Castro et al., 2009; Ponce de
Ledn 2012). La produccién de ROS no se limita a la PTI, sino que es una respuesta general al
estrés que también se produce durante el estrés abidtico y en la ETI que desencadena HR
(Zurbriggen et a/, 2010; Suzuki et al, 2012). Al igual que en las plantas con flores, las ROS
también se producen bajo condiciones de estrés abidtico en Physcomitrella (Frank et al., 2007). Un
mutante de Physcomitrella (APpTSPOI) incapaz de mantener la homeostasis redox es muy sensible
al estrés salino y hongos patdgenos (Frank et a/., 2007; Lehtonen et a/., 2012).

Los analisis del transcriptoma mostraron que en respuesta a elicitores de P.c. carotovorum se
inducen varios genes que codifican para las tres familias de enzimas antioxidantes tales como SOD,
CAT y peroxidasas. Este mecanismo esta descrito en plantas observandose que su activacion se
produce para evitar los dafios celulares generados por las ROS (Mittler et al, 2004). Los
mecanismos de las plantas que controlan el nivel de ROS son complejos. En Arabidopsis se han
descrito al menos 152 genes implicados en el control de ROS (Mittler et al., 2004). Esta red de
genes relacionados con el metabolismo de las ROS supone una constante regulacion para controlar

la defensa y el dafio celular.

Uno de los genes que codifica para una ascorbato peroxidasa presenta una alta induccidon con
elicitores de SCC1, y esta enzima controla los niveles de H,0, presentes dentro de las células de la
planta. También se observd la induccién de dos genes que codifican para la via de sintesis del
acido ascorbico. Estos resultados sugieren que el AsA podria cumplir un rol fundamental en la
detoxificacion de ROS en esta planta.

Este tipo de moléculas pueden estar implicadas en la induccidn de respuestas que contrarresten el
estrés oxidativo generado por las ROS. Estudios metabolémicos de Erxleben et al, (2011)
revelaron que Physcomitrella acumula metabolitos osmoprotectores tales como altrosa, manitol,
acido ascérbico y prolina en respuesta a sequia. Estos estudios revelaron que estos metabolitos no
son exclusivos de plantas vasculares y que han evolucionado en una fase temprana de la
colonizacién de la tierra por las plantas.

Sera interesante determinar los niveles enddgenos de este tipo de compuestos y analizar el rol que
cumplen en respuesta a estrés bidtico mediante la generacion de plantas transgénicas alteradas en

su sintesis.

Las ROS, ademas de ser tdxicas frente al patdgeno, pueden favorecer la fortificacion de la pared
celular. La fortificacion de las paredes celulares es un mecanismo para impedir la penetracién de
patdgenos en las células de las plantas mediante la formacion de una barrera fisica. En respuesta a
elicitores de P.c. carotovorum se indujeron genes que codificarian para proteinas involucradas en
la fortificacion de la pared, incluyendo calosa sintasas, proteinas dirigentes y pectina metil
esterasas. Physcomitrella no produce lignina, sin embargo su genoma contiene los ocho genes

ortélogos que codificarian para las enzimas biosintéticas de lignina requeridos para la biosintesis de
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alcohol p-cumaril y alcohol coniferilico, mientras que el alga Chlamydomonas reinbardtii verde no
contiene ninguna (Silber et a/., 2008; Weng et al., 2008b; Xu et al., 2009). Esta evidencia sugiere
que los andamios metabdlicos para la biosintesis de monolignol evolucionaron antes de la aparicion
de traquedfitas, y probablemente se establecieron en las primeras plantas terrestres, donde
algunos o la totalidad de estos genes de esta via servirian en la generacion de moléculas con

capacidad protectora frente a la luz UV (Weng et a/., 2010).

También hemos observado una fortificacién de la pared celular tras la infeccién con B. cinereay
dos especies de Pythium mediante la utilizacion de diferentes colorantes. Physcomitrella induce la
acumulacion de compuestos fendlicos y deposicidn de calosa en la pared de las células vegetales
en respuesta a la infeccién con estos patdgenos (Ponce de Ledn et al, 2007; Castro et al., 2009,
Ponce de Ledn et al, 2012). La acumulacién de compuestos fendlicos asi como la deposicion de
calosa actuaria en Physcomitrella como un mecanismo de defensa basal, lo que indicaria que la

inmunidad innata estaria conservada entre briofitas y traqueofitas.

La ruta del shiquimato es el punto de partida para la sintesis de compuestos fendlicos cuya funcién
estd relacionada con la respuesta frente a patdgenos, como los flavonoides y las cumarinas
(Ortufio et al, 1997; Angioni et al., 1998; Afek et al, 1999; Del Rio et al., 2004). Los flavonoides
son un grupo representativo de metabolitos secundarios denominados “metabolitos especializados”
ya que las plantas sintetizan metabolitos especie especifico (Harborne y Williams 2000). En
respuesta a elicitores de P.c. carotovorum se observd un aumento en la expresidon de genes que
codificarian para enzimas involucrados en la sintesis de flavonoides, incluyendo CHS, CHI y 4CL. La
inducccion de este tipo de genes puede conducir a la generacion de metabolitos secundarios
involucrados en la fortificacién de pared, con actividad antimicrobiana, o con otras funciones en la

defensa vegetal, algunas de los cuales pueden ser novedosas.

Se postula que Physcomitrella es mas tolerante a estrés abidtico y bidtico por la expansion en la
cantidad de metabolitos secundarios con funciones en la defensa vegetal, asi como un sistema
antioxidante mas eficiente que le permite lidiar con las elevadas concentraciones de ROS que se
producen durante el estrés. La expansion de familias génicas que codifican para CHS, PAL
involucradas en la sintesis de flavonoides y fenilpropanoides, respectivamente podria contribuir en

parte a la sintesis de metabolitos con capacidad antioxidante.

La defensa de las plantas como respuesta al ataque por patégenos esta regulada por una compleja
red de rutas de sefializacion, en la que estan implicadas hormonas como el ET, JA, SA y ABA
(Majalingam et al, 2003; Mauch-Mani y Mauch 2005; Robert-Seilaniantz et a/., 2007; Adie et al.,
2007). Elicitores de la cepa SCC1 de P.c. carotovorum inducen en Arabidopsis la acumulacion de
SA y JA, que son requeridas para el establecimiento de la SAR y la induccién de genes marcadores
como PR-1y PDF1.2 a nivel local y sistémico (Kariola et al., 2003). En la sintesis del SA en plantas
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participan las isocorismato sintasas (ICS) y las PAL (Dempsey et al., 2011). Mientras que la ruta
biosintética completa todavia tiene que ser establecida, Arabidopsis parece sintetizar SA
principalmente a través de la via ICS en el cloroplasto (Dempsey et al, 2011). En los estudios
transcriptdmicos se observo la induccion de varias PALs pero no se observd induccidn de los genes
que codificarian para ICS, lo cual coincide con estudios previos realizados por nuestro grupo donde
no se observd acumulacion de SA en respuesta a elicitores de la cepa SCC1 (Ponce de Ledn et al.,,
datos no publicados). Estos resultados sugieren entonces, que el SA en Physcomitrella podria

también sintetizarse mayoritariamente via ICS, como ocurre en plantas vasculares.

La sefalizacion mediada por JA es importante en la respuesta de defensa de Arabidopsis contra B.
cinerea y Alternaria brassicicola, el oomycete P. irregulare y el patdgeno bacteriano PA.c
carotovorum; anteriormente llamada Erwinia carotovora subsp. carotovora) (Staswick et al., 1998;
Norman-Setterblad et a/, 2000; Thomma et al., 2000; Ferrari et al., 2003; Staswick y Tiryaki 2004).
El JA también es necesario para la activacién de la ISR, la cual se expresa en las hojas en
respuesta a la colonizacién de las raices por algunas especies de rizobacterias (Verhagen et al.,
2004). Ademas, se ha propuesto que el JA participa en el control de la PCD y dependiendo de la
planta puede promover o prevenir la PCD (Przybyla et a/., 2008; Danon et a/., 2005; Zhang et al.,
2011). El precursor del JA, el acido 12-oxo-fitodienoco (OPDA), también actlla como molécula
sefal induciendo la expresion de genes asociados a la respuesta de defensa (Stinzi et a/.,, 2001;
Taki et al, 2005). Aunque muchos de los genes inducidos por OPDA también se inducen por JAs,
hay un conjunto de genes que solo se inducen por OPDA de manera independiente de COI-1
(receptores del JA en plantas vasculares) en Arabidopsis (Taki et al, 2005). También hay genes
que solo se inducen por JAs (dependiente de COI-1) y las caracteristicas de los genes inducibles
solo por OPDA y solo por JAs son bien diferentes.

En Physcomitrella no se acumula JA (Ponce de Ledn et al. 2012; Stumpe et al, 2010; Browse
2009). Los resultados obtenidos por RNAseq muestran que se inducen lipooxigenasas, aleno oxido
sintasa y aleno oxida ciclasas en respuesta a elicitores de SCC1 de A.c. carotovorum, sin embargo
no aumenta la sintesis del precursor del JA, el OPDA (Ponce de Ledn et al., datos no publicados).
Physcomitrella es capaz de responder a jasmonatos, evidenciado por la induccion de genes de
defensa y por el acortamiento de los rizoides de manera similar al acortamiento de raices que
ocurre en plantas vasculares (Ponce de Ledn et al., 2012). A diferencia de lo que ocurre en
respuesta al tratamiento con el CF de A.c. carotovorum, si hemos detectado un claro aumento de
OPDA tras la infeccién con B. cinerea 'y dos especies de Pythium (Castro et al., 2009; Ponce de
Ledn et al, 2012). La presencia de seis genes COI-1 a diferencia de un solo gen en Arabidopsis
sugiere que estos receptores podrian sensar una variedad mas amplia de metabolitos. En
Physcomitrella, solamente uno de los seis genes (Phypa_41982) se induce en respuesta a ~A.c
carotovorum (datos no presentados). En plantas vasculares el OPDA es capaz de inducir genes
relacionados con la defensa a patdgenos y heridas (Stintzi et a/, 2001; Taki et al, 2005) y en

musgos podria tener un rol central en la respuesta de defensa vegetal.
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Los resultados sugieren por lo tanto que estas dos vias de sefalizacién hormonal, a diferencia de lo
que ocurre en plantas vasculares, no estarian involucradas en respuesta de defensa contra A.c.
carotovorum SCC1 en Physcomitrella. Existen cada vez mas evidencias sobre la importancia de
otras hormonas en la interaccion planta-patdgeno. Existen estudios sobre la participacién en dicha
interaccion de las auxinas (Navarro et a/, 2006), las citoquininas (Jameson 2000), las giberelinas
(Hedden et al, 2001) y los brasinosteroides (Krishna 2003). Estas hormonas vegetales estan
normalmente relacionadas con la regulacion de procesos de crecimiento, desarrollo de érganos o
en respuesta a distintos tipos de estrés, con un amplio efecto en la fisiologia de la planta.
Generalmente se asume que las auxinas inducen la susceptibilidad a microorganismos biétrofos y
la resistencia a necrétrofos (Jamson 2000; Walters y McRoberts 2006). Los resultados obtenidos en
este trabajo muestran la induccidon de genes que codificarian para proteinas de respuesta a
auxinas en respuesta a elicitores de P.c. carotovorum. Los resultados transcriptdmicos se
correlacionan con el aumento de los niveles de auxinas en respuesta a SCC1 observados por
nuestro grupo (Ponce de Ledn et al., datos no publicados). Esto sugiere una posible funcién de las
auxinas en la respuesta de defensa a patdgenos en Physcomitrella. Actualmente nuestro grupo
esta analizando la importancia de la via del SA y auxinas en la defensa de Physcomitrella, mediante
la generacién de plantas transgénicas NahG que degradan el SA y la utilizacion de plantas
transgénicas que tienen un promotor de un gen de respuesta a auxinas fusionado al gen reportero
glucuronidasa (GH3:GUS) (Ludwig-Miiller et al., 2009).

Los resultados obtenidos en este trabajo junto con los resultados previos de nuestro grupo,
muestran que Physcomitrella representa una excelente planta modelo para estudiar los
mecanismos de defensa en plantas, permitiendo comparar los mecanismos de defensa a lo largo
de la evolucién de las plantas. El transcriptoma generado en este trabajo representa una fuente de
genes que pueden ser analizados en mayor detalle, ya sea para identificar mecanismos de defensa
conservados y diferentes entre musgos y angiospermas. Ademas, algunos de los genes
identificados pueden ser utilizados para generar plantas de interés agricola mas resistentes a

enfermedades.

5.2 Analisis funcional de genes relacionados con la defensa vegetal

Gran parte de la investigacién basica en plantas se ha orientado en dilucidar los mecanismos
moleculares que subyacen a las respuestas de las plantas al estrés, conocimiento que podria
aumentar la resistencia al estrés bidtico a través de programas de mejoramiento genético o
enfoques biotecnoldgicos. Entre las ventajas principales de Physcomitrella que lo hacen un
excelente modelo para estudios moleculares, se encuentra la capacidad de generar mutantes
knockout mediante recombinacion homologa (Schaefer y Zryd, 1997). La estrategia original elegida
para evaluar la relevancia funcional de PpPKCy PpBI-1 en la respuesta al estrés en Physcomitrella

era mediante la generacién de mutantes knockouty lineas sobre-expresantes para dichos genes en
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Physcomitrella. Luego de hacer una revision bibliografica encontramos que hace unos afios un
grupo habian generado un mutante knockout para PoPKC (Brun et al., 2004; denominada en el
paper PpUBP34), aunque en ese entonces solamente evaluaron su respuesta a diferentes tipos de
estrés abidticos y senales. Solicitamos que nos cedieran la linea para incluirla en este trabajo y
evaluar su comportamiento en respuesta a estrés bidtico, sin embargo luego de varios intentos no
conseguimos obtenerla. De todas formas, dado que existen varios genes homdlogos a PpPKC que
podrian ser redundantes y que ademas nuestro interés original era evaluar si un aumento en la
produccidon de metabolitos secundarios confiere resistencia a patdgenos, se procedid a la sobre-
expresion del gen PpPKC en Physcomitrella y en un sistema heterdlogo como Arabidopsis. Con
respecto al gen PpBI-1 existe una comunicacion donde los investigadores Lawton y Saidasan
(2009) indican que poseen un mutante knockout mas susceptible a diferentes tipos de patdgenos
pero solamente son comunicaciones personales y no existe bibliografia documentada. Dado que
nuestro grupo tiene bien caracterizada la respuesta de defensa de Physcomitrelia frente a la
infeccion con dos patdgenos necrotréfos, los cuales desencadenan muerte celular en los tejidos de
Physcomitrella con caracteristicas diferentes, nos resulto interesante generar lineas sobre-
expresantes para PpBIl-1 y evaluar su capacidad de atenuar los procesos de PCD. Las
construcciones que se utilizaron para la sobre-expresion en Physcomitrella dirigen la construccion
al locus 108. Sin embargo, se ha reportado que durante las transformaciones ocurre un fendmeno
denominado concatenacién que consiste en la insercidn en forma consecutiva de varias
construcciones (Kamisugi et a/., 2006). Esto conlleva a tener diferentes lineas con variaciones en

los niveles de transcriptos que pueden ser utilizadas para llevar adelante los estudios fenotipicos.

5.2.1 Rol de PpPKC en la resistencia al estrés biotico y abiotico

Es importante conocer cual es la expresién de un gen para poder intentar inferir un posible
mecanismo de accion en determinados procesos. Un primer aspecto a conocer es el nivel de
expresion basal, pudiéndose asi distinguir entre genes ubicuos en toda la planta, o genes que sélo
se expresan en determinados tejidos o situaciones. PDPKC ha demostrado ser un gen con baja
expresion basal, detectdndose en todos los estados del desarrollo, lo cual sugiere una relevancia

en la fisiologia de la planta.

La proteina PpPKC es una proteina citoplasmatica que presenta un dominio Bet v caracteristico de
proteinas relacionadas con la patogenicidad PR-10 y un dominio policétido ciclasa que participaria
en la formacién de policétidos aromaticos. PpPKC presenta una expresion diferencial durante el
ciclo de vida de Physcomitrella, y por lo tanto se podrian estar produciendo diferentes
concentraciones de metabolitos que sean importantes para el desarrollo de los diferentes tejidos
de la planta.

Al igual que en las plantas vasculares, el desarrollo de Physcomitrella es regulado por sefiales
ambientales y fitohormonas. En el protonema la transicién de cloronema a caulonema esta bajo el

control de auxinas (Jang y Dolan 2011). La formacion de yemas que dan lugar a los gametoforos
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requiere de citoquininas (von Schwartzenberg et a/., 2007). Hace unos afnos Gonneau et /., (2001)
lograron demostrar que PpPKC se acumula en respuesta a citoquininas y es capaz de unirse a este
tipo de hormonas. En 2004 el mismo grupo generd un mutante knockout para PpPKC y los
estudios fenotipicos en respuesta a citokininas, estrés salino y osmético no revelaron ninguna
alteracién fenotipica visible (Brun et al, 2004). Estudios bioquimicos y moleculares de los
transformantes revelaron la existencia de un mecanismo compensatorio. En los mutantes
identificaron un segundo gen, denominado UB34-like, con elevada homologia a PpPKC, que
codifica para una proteina que en ese background genético es capaz de unirse a citoquininas (Brun
et al, 2004). En este punto es importante destacar que estos investigadores no evaluaron el
desempefio de las plantas knockout generadas durante la recuperacién del estrés. Existen varios
trabajos en Physcomitrella donde se demuestra que knockout de genes que se inducen en
respuesta a diferentes condiciones de estrés, afectan notoriamente la recuperacion de las plantas

de un estrés osmético, salino, etc. (Saavedra et al, 2006, Ruibal et a/., 2012 y 2013).

Los estudios de ANorthern blot permitieron confirmar la expresion diferenial del gen PpPKC en
respuesta a patdgenos. Para dilucidar la contribuciéon de las policétidos ciclasas, en particular
PpPKC, en la resistencia a patdgenos y la tolerancia al estrés salino en plantas, se generaron lineas
transgénicas de Physcomitrellay Arabidopsis que sobre-expresan PpPKC. Los resultados fenotipicos
obtenidos para plantas de Physcomitrella expresando constitutivamente el gen PpPKC sugieren un
rol de esta proteina en la resistencia a A. jrregulare. Las plantas de Physcomitrella que sobre-
expresan PpPKC presentan menor cantidad de sintomas, menor crecimiento del micelio y menor
muerte celular de los tejidos vegetales comparado con plantas wf. Hemos demostrado que la
sobre-expresion de PpPKC en Arabidopsis también tiene un efecto significativo en la resistencia a 2.
irregulare, observado como una menor colonizacion de la raiz y marchitamiento de la parte aérea.
Sin embargo, la sobre-expresion de PpPKC no proporciona resistencia a B. cinerea. Ambos
patdgenos son necrétrofos y si bien desencadenan en Physcomitrella algunas respuestas de
defensa similares, incluyendo fortalecimiento de la pared celular, acumulacién de OPDA e induccion
PAL, CHS y LOX (Ponce de Ledn et al, 2007; Castro et al, 2009; Ponce de Ledn et al, 2012),
probablemente disparan otras defensas que son especifica de cada patdgeno. Una posble
explicacién a estas observaciones podria ser que los productos derivados de PpPKC tengan
actividad antimicrobiana efectivos contra P. /irregularey no contra B. cinerea. El reforzamiento que
se observa en la pared celular de las lineas sobre-expresantes podria por otro lado no ser un
impedimento para la forma de infeccion de este Ultimo. B. cinerea a diferencia de A. irregulare
desencadena muerte celular en los tejidos de Physcomitrella con caracteristicas de PCD (Ponce de
Ledn et al, 2012; Castro et al, 2009). La sobre-expresion de PpPKC podria también provocar una

alteracién de las vias metabodlicas que afecten el proceso de infeccidn.

En respuesta al estrés salino, las lineas transgénicas de Physcomitrella no presentan un fenotipo

contrastante con la del tipo salvaje. Las lineas de Arabidopsis en cambio, presentan una mayor
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tolerancia, como se ve por una mayor tasa de crecimiento de las raices y las partes aéreas de las

lineas transgénicos en comparacién con el tipo salvaje.

Hasta la fecha solo existe un trabajo en Cannabis donde demostraron que una PKS tipo III
requiere la presencia de una enzima denominada acido olivetdlico ciclasa (OAC, de olivetolic acid
cyclase), que cataliza una condensacion alddlica intramolecular C2-C7 para formar el acido
olivetolico (Gagne et al., 2012). La identificacion de la OAC reveld una nueva ruta biosintética para
policétidos vegetales en las que las ciclasas cooperarian con las PKS de tipo III PKS para generar
los andamios de carbono. El acido olivetdlico se combina con geranil pirofosfato y con acido
olivetolico para formar Cannabigerol (CBG) el primer paso de la sintesis de carabinoides (Gagne et
al, 2012). Algunos cannabinoides son responsables de los principales efectos del cannabis y
algunos de ellos poseen importantes propiedades medicinales, que la comunidad cientifica sigue

descubriendo cada dia.

Las isoflavonas se cree que desempefian diversos roles en las interacciones planta-patogneo y
también son potencialmente importantes para la salud humana, la nutricion y la medicina. La
isoflavona sintasa (IFS) es una enzima clave para la formacion de las isoflavonas. El silenciamiento
génico por RNAi para esta enzima en la soja condujo a un aumento de la susceptibilidad a
Phytophthora sojae, interrumpiendo tanto la resistencia mediada por un gen R en las raices y la
resistencia no especifica en tejidos de cotiledones (Subramanian et al,, 2005).

Los flavonoides pueden presentar actividad de captacion de radicales libres y contribuir a mitigar el
estrés oxidativo y la sequia en Arabidopsis (Nakabayash et al, 2014) Estudios de perfiles
transcriptdmicos y metabolémicos en respuesta a estrés oxidativo y sequia en Arabidopsis tipo
salvaje, y lineas deficientes y sobre-expresantes de flavonoides permitieron demostrar que la
sobreacumulacién de flavonoides conlleva a una mejorar tolerancia de tales tipos de estrés. Estos
estudios confirmar la utilidad de los flavonoides para mejorar la tolerancia al estrés bidtico y

abidtico en diferentes cultivos (Nakabayash et al., 2014).

Los resultados obtenidos en esta tesis son la primera evidencia de que una PKC podria estar
involucrada en la respuesta de defensa a patdgenos. EI mecanismo involucrado en la resistencia
conferida por la expresion de este gen podria explicarse de diferentes maneras. Una de ellas
podria deberse a cambios estructurales a nivel de la pared celular, debido a la actividad policétido
ciclasa aumentada en las lineas transgénicas, que podria conducir a la generacion y/o acumulacion
de compuestos fendlicos y/o depdsitos de calosa que ayudan a impedir la propagacién de P~.
irregulare. Estos acumulos los observamos tanto en plantas que sobre-expresan PpPKC de
Physcomitrella, como en Arabidopsis (datos no mostrados). Otra explicacion podria ser la
acumulacion de compuestos fendlicos con actividad antifingica que se acumularian en mayor

cantidad en las plantas sobre-expresantes. Para responder estas preguntas es necesario realizar
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mas experimentos, sobre todo los que implican la produccion de la proteina recombinante y
purificacidon de los metabolitos derivados de la actividad enzimatica de esta proteina. Hay un gran
interés a nivel mundial en identificar compuestos con propiedades bioldgicas de interés. Por lo
tanto, serd importante identificar el o los posibles sustratos de esta enzima asi como los

metabolitos generados.

5.2.2 Rol de PpBI-1 en el desarrollo y en la resistencia al estrés biotico

A partir de la gran cantidad de informacion disponible y con la finalizacién de los proyectos
genoma de varias especies vegetales, los estudios de gendmica comparativa han mostrado que
algunos genes de animales reguladores de procesos de muerte celular parecen tener sus
secuencias homodlogos en plantas (Aravind et 4/, 2001). Sin embargo, la clonacién de BI-1 de
Arabidopsis y arroz y el descubrimiento de su capacidad para inhibir con éxito la letalidad inducida
por Bax en levadura (Kawai et al, 1999; Sanchez et al/, 2000), sugiere una conservacion
importante de esta proteina en la evolucién. La proteina BI-1 ha sido implicada como una factor
anti-PCD regulando la actividad de BAX en los procesos de desarrollo, asi como durante las

respuestas frente a condiciones de estrés (Hiickelhoven, 2004).

Ademas de su funcién como un regulador de la PCD, ha sido reportado que la sobre-expresion de
BI-1 puede aumentar la susceptibilidad a patdgenos biotroficos tales como Blumeria graminis
(Eichmann et a/., 2004; Hiickelhoven et a/, 2003) o conferir resistencia a patdgenos necrétrofos
en plantas susceptibles (Imani et a/., 2006).

En los Ultimos afios, nuestro grupo ha caracterizado los procesos de infeccion de dos hongos
necrétrofos en Physcomitrella, demostrando que el comycete P, jrregulare y el hongo B. cinerea
infectan los tejidos de Physcomitrella de diferentes formas (Castro et al, 2009; Ponce de Ledn et
al., 2012). Si bien, ambos son patdgenos necrétrofos, B. cinerea desencadena muerte celular en
los tejidos de Physcomitrella con caracteristicas de PCD, mientras que 2. jrregulare no lo hace. Con
el objetivo de estudiar este tipo de muerte celular en mayor detalle en este musgo, nos resultd
interesante sobre-expresar el PpBI-1, y evaluar su capacidad de conferir resistencia a patdgenos.
Los andlisis bioinformaticos de las secuencias proteicas revelaron que PpBI presenta un elevado
grado de similitud con sus homologos de plantas y animales. Esta similitud fue particularmente
relevante entre los miembros de las plantas. El andlisis de la secuencia aminoacidica de BI-1 de
plantas reveld la presencia de siete dominios transmembrana potenciales, indicativo de una
proteina integral de membrana. Sin embargo, los estudios de expresidn transitoria en tabaco de la
proteina de fusidén PpBI:GFP sugieren que esta proteina se localiza en el citosol. No se descarta la
posibilidad que la fusion C-terminal pueda alterar la localizacion de la proteina. Se debera realizar
una fusion N-terminal para poder corroborar los resultados obtenidos.

Existen dos hallazgos que respaldan que el extremo C-terminal de BI-1 estaria fuera del reticulo
endoplasmico, en el citoplasma. En primer lugar, Bolduc et a/., (2003) encontraron que la digestion

de células de tabaco con digitonina, que permeabiliza la membrana plasmatica pero no
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endomembranas, permié mediante immnuodeteccdn el reconocimiento de la proteina de fusion BI-
1-GFP (GFP fusidon C-terminal) en el ER. En segundo lugar, la mayor parte de las proteinas BI-1
comprenden secuencias de aminoacidos RXR y/o KKXX cerca del extremo C-terminal que
representa motivos que normalmente median la retencién en la membrana del RE con el C-
terminal en el citoplasma (Shikano et a/, 2003). La BI-1 de Physcomitrrella asi como la de
Selaginella (una licofita) presenta argininas (R) en vez de lisinas (K) en el extremo C-terminal. No
se descarta que estas variaciones a nivel del C-terminal podrian ser las responsables de que la
proteina no se localice en el ER.

Los estudios de ANorthern blot permitieron observar que el gen PpBI-1 es de baja expresidon en
condiciones normales de crecimiento y se induce frente al estrés bidtico, en especial frente a
tratamientos con elicitores de Pectobacteriumy esporas de B. dinerea. En respuesta a P. jrregulare
no se observa casi induccién. Estos resultados se relacionan con estudios previos obtenidos por
nuestro grupo donde caracterizamos las respuestas de defensa frente a este tipo de patégenos y
pudimos determinar que elicitores de Pectobateriumy B. cinerea inducen respuestas similares en
Physcomitrella. Demostramos que B. cinerea y elicitores de la cepa SCC1 de A.c. carotovorum
generan muerte celular en los tejidos de Physcomitrella con caracteristicas de PCD, incluyendo el
colapso del citoplasma, acumulacién de compuestos fendlicos y amarronamiento de los
cloroplastos (Ponce de Ledn et a/., 2007). Recientemente pudimos confirmar mediante "terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling” (TUNEL) que B. cinerea induce PCD,
particularmente en células colonizadas por hifas del hongo, indicando la fragmentacién del ADN
(Ponce de Ledn et al, 2012).

La generacion de lineas que sobre-expresan PpBI-1 permitid abordar los estudios para la
identificacion de algun fenotipo asociado con la mutacién generada. En un principio, se evalu6 el
crecimiento de Physcomtrellay las lineas sobre-expresantes en condiciones dptimas de crecimiento,
encontrandose diferencias significativas en el crecimiento de las colonias, asi como en la
morfologia del protonema, y rizoides. Si bien hasta le fecha no existen reportes que la sobre-
expresion de BI-1 pueda generar alteraciones en el desarrollo de los tejidos vegetales, si existe un
reporte reciente realizado en la linea celular NIH3T3 (Xiang-Yong et al, 2010). Los estudios
mostraron que las células NIH3T3 que sobreexpresan BI-1 muestran una mayor tasa de
crecimiento, formando mas cantidad de células y de mayor tamano que las células control. Los
resultado obtenidos por estos autores sugieren que BI-1 podria desempefiar un papel crucial en el

desarrollo y en la génesis neoplasica (Xiang-Yong et a/., 2010).

La medicién de muerte celular en plantas wt y lineas que sobre-expresan PpBI-1 en respuesta al
tratamiento con los CFs de las cepas SCC1 y SCC3193 asi como A. jrregulare no detectd diferencias
significativas entre los genotipos. Para el tratamiento con el hongo B. cinerea, los resultados
obtenidos revelan que existe un aumento en la resistencia de las lineas sobre-expresantes respecto

a las plantas del tipo salvaje que se relaciona con una disminucion en la muerte celular en los
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tejidos de las lineas sobre-expresantes respecto a las plantas tipo salvajes, asi como una menor
proliferacion del hongo.

Algunos hongos necrétrofos tales como el hongo B. dinerea son dificiles de controlar por métodos
quimicos, dado que la resistencia a los plaguicidas se genera rapidamente en las poblaciones de
hongos (Staub 1991). Por lo tanto, parece razonable considerar otros medios de control de
enfermedades tales como el mejoramiento de los cultivos mediante transgénesis. Debido a que las
respuestas de defensa que se disparan en la planta aparentemente contribuyen a la muerte celular
inducida por B. cinerea, una estrategia razonable seria bloquear vias de PCD intrinsecas de la
planta para obtener resistencia. Tal enfoque ya ha tenido éxito en la creacion de plantas de tabaco
que son resistentes a B. cinerea por sobre-expresion de proteinas inhibidoras de PCD
(Dickmany et al., 2001).

Finalmente las lineas sobre-expresantes son mas resistentes al quitosano, el cual ya habia sido
demostrado ser capaz de inducir muerte celular con caracteristicas de PCD en los tejidos de
Physcomtirella (Lehtonen et al, 2009). A pesar que PpBI-1 no presente el extremo C-terminal
conservado, la proteina tendria actividad anti-apoptotica. Si bien deberiamos explorar las
respuestas de las sobre-expresantes a otros inductores de PCD los resultados obtenidos sugieren
que PpBI-1 confiere resistencia a B. cinerea y apoyan la idea de que la inhibicion de la muerte

celular es un enfoque aplicable a controlar la muerte celular que inducen los patdgenos en plantas.
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Este trabajo se centré en primer lugar en la identificacién de genes de Physcomitrella expresados
diferencialmente en respuesta a elicitores de A.c. carotovorum. La secuenciacion del transcriptoma
de Physcomitrella en respuesta al tratamiento con elicitores de P.c. carotovorum ha permitido
identificar un conjunto amplio y variado de genes con expresion diferencial comparado con el
transcriptoma de plantas control. Physcomitrella responde a los MAMPs presentes en el CF de A.c.
carotovorum y/o DAMPs generados por la accion de las enzimas que degradan la pared celular,
mediante la activacion de genes involucrados en la percepcion, sefializacién, acumulacion de ROS,
fortificacién de la pared celular y sintesis de flavonoides, entre otros. La induccidon de genes
involucrados en la via de sintesis del acido ascorbico en respuesta a elicitores de P.c. carotovorum
es interesante, y demuestra la importancia de determinar los niveles de metabolitos involucrados
en la detoxificacion y la proteccion frente al estrés tales como el acido ascérbico, prolina y
glutatién, asi como los niveles de transcriptos y proteinas involucradas en su sintesis, en las
plantas silvestres en respuesta a diferentes tipos de patdgenos. También sera interesante poder
determinar los flavonoides y fenilpropanoides que se sintetizan en Physcomitrel/a en respuesta a
patdgenos, dada la gran familia de PALs y CHSs presentes en esta planta. La extension en el
tamafio de estas familias génicas podria contribuir a la sintesis de una mayor diversidad de
metabolitos, algunos de los cuales pueden poseer funciones novedosas.

El estudio global del transcriptoma en respuesta a ~.c. carotovorum SCC1 permitié identificar vias
de sefalizacion que se conservan entre Physcomitrella y plantas vasculares asi como vias de
sefalizacion que se activan en respuesta a este tratamiento y no habian sido reportadas hasta el
momento, como es el caso de via de las auxinas.

Los estudios trascriptdmicos permitieron ademas identificar una fuente potencial de genes
novedosos para posibles aplicaciones biotecnoldgicas con el fin de mejorar el desempefio de los

cultivos en condiciones de estrés.

Se seguira analizando en mayor profundidad los resultados transcriptdmicos con el objetivo de
identificar genes y vias que se inducen en respuesta a patdgenos en Physcomitrella, lo cual
contribuira a la generacidon de conocimiento sobre los mecanismos involucrados en la tolerancia al

estrés en plantas.
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La segunda parte de la tesis estuvo destinada a la caracterizacién funcional de dos genes de
Physcomitrella que se inducen en respuesta a patdgenos (PpPKCy PpBI-1). Para ello se obtuvieron
lineas transgénicas estables que sobre-expresan ambos genes en Physcomitrella y el gen PoPKC
también fue expresado heterologamente en Arabidopsis. Los datos obtenidos de los patrones de
expresion de PpPKC, junto con el estudio fenotipico de las lineas transgénicas de Physcomitrella y
Arabidopsis sugiere que los productos derivados de PpPKC podrian contribuir al fortalecimiento de
la pared y que dicho fortalecimiento contribuye a la resistencia a P. /rregulare asi como a aumentar
la tolerancia al estrés salino. Los productos derivados de PpPKC podrian ademas tener otras
funciones bioldgicas, incluyendo actividad antimicrobiana o incluso actuar como metabolitos
antioxidantes.

Con respecto a la continuacion del trabajo con PpPKC, nos proponemos evaluar fenotipicamente
las lineas de Arabidopsis que sobreexpresan PpPKC en respuesta a otro tipo de patdgenos y en
respuesta a estrés hidrico y comparar los resultados con plantas Col-0. Ademas se repetiran los
ensayos de germinacion de estas semillas en diferentes condiciones de estrés, incluyendo ABA,
NaCl, entre otros. Se evaluara también el desempefio de las lineas sobre-expresantes de
Physcomitrellla durante la recuperacidon del estrés salino y osmotico. Dependiendo los resultados
fenotipicos, como perspectiva a futuro nos proponemos expresar la PpPKC en plantas de interés
agricola con el fin de general un producto de interés biotecnoldgico.

Queda pendiente para futuros proyectos expresar la proteina en un sistema heterdlogo y
determinar cuales son los posibles sustratos, si tiene activa la funcion “ciclasa” y que productos
genera. Seria ademas interesante, determinar la actividad biolédgica de dichos productos,

incluyendo estudios para determinar si tienen actividad antimicrobiana, antioxidante, etc.

La sobre-expresion del gen PpBI-1 modifica el patron de desarrollo de Physcomitrella,
disminuyendo el largo de los rizoides y la cantidad de caulonema en los tejidos. Asimimo, la sobre-
expresion del gen PpBI-1, maodifica la respuesta de la planta frente al tratamiento con B. cinerea,
aumentando de forma significativa la resistencia respecto a las plantas wt. La sobre-expresién de
PpBI-1 protege ademas a los tejidos de Physcomitrella de la PCD inducida por quitosano. Si bien la
PpBI-1 de Physcomitrella tiene un elevado grado de similitud con las proteinas BI-1 de otras
plantas y animales, presenta variabilidad en el extremo C-terminal el cual se postula como el
dominio anti-apoptdtico.

Como perspectiva a futuro nos planteamos determinar si el C-terminal de la PpBI-1 de
Physcomitrella es funcional. Una posibilidad seria evaluar si PpBI-1 es capaz de complementar el
mutante knockout por T-DNA del AtBI-1 de Arabidopsis. Queda pendiente para futuros proyectos

analizar el grado de susceptibilidad de las lineas transgénicas a patégenos bidtrofos.
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8. ANEXO

8.1 Figuras suplementarias
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‘TGGCACCGCGAGCCGGAGAGCTTGACGTCGCCGCCTCCGATGAGCAGGTTGCIGCCGCCCCCCTCGTG'
ATGGCACCAAGEEECGGAGAAGT CGACGT T ittt etttk CAGGETGCTGCCECEEEII—

GGHTGcgEGcGCCAATTccCAGGGGTCAGCCCCGEGCEGAGGGTCCEGC TGCGTGCT®GGCATCGGCAC
AGGRGCGCGC TTCCCAGRGGECAGCCHCGCGCTGAGGGCCAGCIATGINGTGRTEGGCETCGGCAC]

TGCGGTGCCTCCCGCGGAGT TiyCTGCAGAGIGAGTACCCCGACTTCTTCTTCAACATCACCAACTGCGGC
TGCHGTGCCTCCCRCEGAGTTCCTGCAGAGCGAGTACCCCGACTTCTTCTTCAACATCACCAACESCAGC
TGCGGTGCCTCCCGCGGAGTTCCTGCAGAGCGAGTACCCCGACTTCTTCTTCAACATCACCAACTGCGGC

GAGAAGGARGCCCT@AAGGCCAAATTCAAGCGCATC TGTGACAAGTCGGGCATCCGGAAGCGCCACATGT
GAGAAGGAEGCCCTGEARGCCAAATTCAAGCGCATCTGEGACAAGTCHGGCATCRGGAAGCGCCACATGT
GAGAAGGA®GCCCTGAAGGCCARATTCAAGCGCATCTGTGACAAGTCGGGEATCCGEAAGCGCCACATGT

TICTCACGGAGGAGGTGCTCAAGGCCAACCCHGGCATCTGCACGTACATGGAGCCCTCCCTGAACGTCCG
TCCTCACGGAGGAGGTGCTCAAGGCCAACCCC“GCATETGCACGTACATGGAGCCCTCCCTGAACGTCCG
TCCTCACGGAGGAGGTGCTCAAGGCCAACCCCGGCATCTGCACGTACATGGAGCCCTCCCTGAACGTCCG

GGCGGCCGCAAGTCCGACATCACECACATCGTGTTCGCCACCACCAGCGGCGTGAACATGCCCGGAGCCG
GGCGGCCGCAAGTCHGACATCACCCACATCGTGTTCGCCACCACCAGCGGCGTGAACATGCCCGGAGCCG

AICACGCCCTGGCCAAGCTGCT@GGCCTGAAGCCCACIGTGAAGCGIGTCATGATGTACCALACCGGGTG]
ACCACGCCCTGGCCAAGCTGCTGGGETGAAGCCCACEGTGAAGCGGGTEATGATGTACCAGACCGGGTG)
ACCACGCCCTGGCCAAGCTGCTGGGCCTGAAGCCCACEGTGAAGCGGGTCATGATGTACCAGACCGGGTG

Py T TCGGCGGTGCRTCCGTGCTCAGGTGGCCAAGGATCTI{GCCGAJAACAACAAGGGCGCCEGHIGTGCTG
CTTCGGCGGIGC TCCGTGCTCIGGGTGGCCAAGGATCTGGCCGAGAACAACAAGGGCGCCAGGGTGCTG
CTTINGGCGGTGCISTCCGTGCTCAGGGTGGCCAAGGATCTGGCeGAGAACAACAAGGGCGCCAGGGTGHSTG

GCLAGT8GCEAGCGAGGTEACSGCIAGTCACATACCGIGCCCCGAGCGAGAACCACTTGGACGGECTIGTG
GCGGTGﬂgCAGCGAGGTCACGGCCGTCACETACCGCGCCCCGAGCGAGAACCACTTGGACGGCCTGGTGG
GCGGTGGCCAGCGAGGTCACGGCCGTCACATACCGCGCIACCEAGCGAGAACCACTTGGACGGCHTGGTGG

GCTCLGCHCTGTTCGGCGATGGCGCCGGCGTGTACGTGGTIGGATCCGACCCCAAGCCIGAGGTIIGAGAR
GHTCGGC CTGTTCGGCGATGGCGCCGGCGTGTACGTGGTGGGATCCGACCCCAAGCCCGAGGEGGAG"
Al

SCATTGTTCGALGTGCACTGGGCHGGLGAGACATC TTCCAGAGAGT GACGGCGCCATCGATGGLICAT
GGCETTGTTCGAGGTGCACTGGGCGGGCGAGHCGATCTTGCCEGAGAGIGACGGCGCCATCGAEGGGC‘
Al A Il

Nedw i Tyier:V.Xele).elelofor.Xeler.V:Xe CCAely
AGTTCTTGAACGAGGCCAGGAAGTGCGT}Y
AGTTCTTGAACGAGGCCAGGAAGTGCGT®GGHY

AeTGGAACGAATGTTCTGGGCHGTGCACCC
SGANTGGAACGAGATGTTCTGGGCGGTGCACCC

CGGAGGTCC‘GCCATTCTCEETCAGGTGGAGGCGAAGCTGAAGCTGACCAAGGACAAGATGCA‘GGGAGC

25
70
42

89
140
107

159
210
177

229
280
247

299
350
317

369
420
387

439
490
457

509
560
527

579
630
597

649
700
667

719
770
737

789
840
807

859
910
877

929
980
947

999
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8.2 Abreviaturas

ABA
Arabidopsis
ARNi
ARNi

AsA

B. cinerea
BI-1

BI-1

BR

CAT
CDPK

CF

CHS

CK

COR
DAMPs
DIR
EF-Tu

ET

ETI

ETS

GA

GFP

GSH

HR

hrp

Hyg

ISR

JA

Km

LOX

LRR
MAMPs
MAPK

NB

NDR1

P. debaryanum
P. irregulare
PAL
PAMPs
PCD
PCWDE
Pectobacterium carotovorum sp. carotovorum
PEG
Physcomitrella
PKC

PKC

PKS

PME

PR

PTI

RLK

RLP

ROS

8 - Anexo

Acido Abscisico

Arabidopsis thaliana

ARN de interferencia

ARN de interferencia

Acido Ascorbico

Botrytis cinerea

Bax Inhibitor

Bax inhibitor 1

Brasinosteroides

catalasa

proteina quinasa dependiente de calcio
Filtrado de cultivo

chalcona sintasa

citoquininas

coronatina

Damage Associated Molecular Pattern
dirigente

Factor de elongacion Tu

Etileno

Effector Triggered Immunity

Effector Triggered Susceptibility
Giberelinas

Green fluorescent protein

glutation

Respuesta de Hipersensibilidad
hypersensitive response and pathogenicity
Higromicina

Induced Systemic Resistance

Acido Jasmonico

Kanamicina

lipoxigenasas

Region rica en Leucina
Microbe-Associated Molecular Patterns
Mitogen Activated Protein Kinases
Unién a nucledtido

non-race specific disease resistance
Pythium debaryanum

Pythium irregulare

fenil-amonioliasa

Pathogen Associated Molecular Pattern
Muerte celular programada

Plant Cell Wall Degrading Enzymes
P.c. carotovorum

Polietilenglicol

Physcomtrella patens (Gransden 2004)
policétido ciclasa

Policétido ciclasa

policétido sintasa

Pectina metil esterasas

Patogenesis related

PAMP Triggered Immunity

Receptor tipo quinasa

Receptor tipo proteina

Especies reactivas de oxigeno

140



SA

SAR

SOD
TIR-NB-LRR
TTSS
TUNEL

wt

Acido Salicilico

Respuesta Sistemica Adquirida
superdxido dismutasa

Toll Interleukin 1 Receptor

Sistema de secrecion de tipo III
Terminal deoxynucleotidyl Transferase-
mediated dUTP Nick End Labeling

wild type
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