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RESUMEN

El interés por Marchantia polymorpha esta creciendo en los ultimos afios. Su facilidad de
manejo en laboratorio, la disponibilidad de la secuencia de todo el genoma y la ubicacion
estratégica que ocupa en la evolucién de las plantas terrestres la vuelven una planta modelo
que permite hacer inferencias de desarrollo y evolutivas para las plantas. En distintos
momentos, a lo largo del desarrollo de un organismo y bajo diferentes condiciones, los genes
son expresados. La transcripcion de un gen esté a cargo de secuencias llamadas promotoras,
las cuales poseen informacidn de la temporalidad y especificidad de cada gen. La utilizacion
de genes reporteros permite detectar la expresion de un gen de interés en un momento y sitio
especifico. El objetivo principal de esta investigacion fue caracterizar la actividad de los
promotores pertenecientes a los genes MpHHE y p85, correspondientes a un gen responsable
de producir la proteina llamada hemeritrina y a una secuencia cuya naturaleza es
desconocida, respectivamente. Para esto se analiz6 el patron de expresion de lineas de
Marchantia polymorpha transformadas genéticamente mediante el uso de Agrobacterium
tumefaciens. Dichas lineas fueron modificadas insertando una construccion molecular
conteniendo los promotores de los genes MpHHE y p85 fusionados transcripcionalmente
con el gen reportero GUS (construccion pl11256-GUS y p85-GUS, respectivamente). Se
analizo entonces la expresion del gen reportero a lo largo del crecimiento vegetativo, desde
estadio de gema y durante 15 dias. Se analizaron seis lineas las cuales contenian la
construccion pl1256-GUS, dos de ellas presentaron expresion Gnicamente en gemas y
cuatro en distintos momentos del crecimiento. Este gen mostré tendencia a expresarse
mayormente en las gemas de Marchantia polymorpha, aunque se vio variacion en los
patrones observados atribuible a la aleatoriedad con que se insertd la construccion p11256—
GUS. El interés de identificar promotores tejido—especifico radica en la posibilidad de
caracterizar finamente el desarrollo de las plantas y poder asignar la identidad celular

visualmente gracias a la expresion de genes reporteros.
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INTRODUCCION

Marchantia polymorpha y su contexto

Las briofitas son plantas terrestres avasculares sin raices verdaderas. Dentro de ellas
encontramos a los musgos, los antoceros y las hepaticas. Estas plantas se caracterizan por
poseer caracteristicas que sirven de guia para comprender la evolucién de las plantas
terrestres (Bowman et al., 2017). Las hepaticas son un grupo monofilético que se caracteriza
por constituir el linaje mas basal del grupo de las briofitas, lo que sugiere que éstas han sido
las primeras plantas terrestres (Fig. 1). Por esto, este grupo es de gran interés en el estudio
de la evolucién de las plantas y su adaptacion en tierra (Kubota et al., 2013; Bowman et al.,
2017).
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Figura 1. Contexto filogenético de Marchantia polymorpha dentro del reino vegetal.
(Modificado de Bowman et al., 2017)
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Marchantia polymorpha L. es una planta hepatica que ha sido utilizada con enfoques
genéticos para responder diversas preguntas evolutivas en el linaje de plantas terrestres
(Nishihama et al., 2016). Su rapido ciclo de vida (3—4 semanas desde espora hasta talo
maduro) y la reciente secuenciacion de su genoma impulsan ain mas la investigacion sobre

esta especie (Bowman et al., 2016; Ishizaki et al., 2016).
Marchantia se caracteriza por poseer rizoides unicelulares ventrales, no tiene estomas ni
vascularizacion y se origina de una espora haploide. Un individuo desarrollado consta de un

gametofito taloide (cuerpo haploide multicelular), el cual contiene los 6rganos sexuales.

La propagacion de esta planta se presenta de dos maneras, sexual y asexual (Fig. 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de M. polymorpha. (Modificado de Shimamura, 2016).
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El ciclo de vida de una planta de Marchantia originada de manera sexual comienza con una
espora haploide la cual da origen a un talo femenino o masculino (dioecia). Al desarrollarse
el gametofito aparecen las estructuras reproductivas denominadas arquegoniéforos
(femeninas) y anteridioforos (masculinas) (Fig. 3). Al unirse una célula espermatica con un
ovulo se obtiene un cigoto, el cual se desarrolla para formar el esporofito. Aqui sucede la

meiosis obteniendo miles de esporas haploides al final del ciclo.

It

Figura 3. Talo femenino y talo masculino con arquegonidforos y anteridiéforos.

La manera asexual de reproduccién es por medio de gemas (Fig. 4 A), tejidos pluricelulares
discoides con dos puntos de crecimiento apical. Estas se desarrollan en pequefas estructuras
con forma de copa llamadas conceptéaculos (Fig. 4 By 5). Dichos conceptaculos crecen sobre
el talo de plantas adultas. Las distintas gemas que crecen dentro de un mismo conceptaculo
son clones desarrollados mediante mitosis. Al madurar, las gemas se desprenden por accién
de la lluvia. Una vez depositadas sobre un sustrato apropiado éstas emiten rizoides y

comienzan a crecer (Shimamura, 2016).
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Figura 5. Individuo de
Marchantia polymorpha con
abundantes conceptaculos.

Figura 4. A. Gema (Las dos flechas del
medio sefialan dos sitios de crecimiento
apical, la flecha inferior sefiala el punto
de separacion de la gema vy
conceptaculo) B. Dos conceptaculos
con gemas. (Tomado de Shimamura,
2016).
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Genes y expresion

La expresion especifica de los genes es controlada fundamentalmente por secuencias
denominadas “promotoras” (Fig. 6). Un promotor tejido—especifico regula la transcripcién
en dérganos Y tejidos particulares (Diaz et al., 2010). EI conocimiento de éstos y su efecto
tiene gran importancia para el estudio del desarrollo de los diferentes organismos (Buchanan
et al., 2015; Potenza et al., 2004; De Guglielmo y Fernandez Da Silva, 2016; Lackner y
Bahler, 2008).
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Figura 6. Gréfico simplificado de la estructura de un gen eucariota. La region transcripta contiene la
secuencia molde para la sintesis de proteinas. Corriente arriba (5°) se encuentra el promotor, el cual no
es codificante, su funcidn consiste en regular la expresion del gen. (Modificado de Buchanan et al., 2015).

Diversos promotores han sido estudiados en muchas especies distintas, como los promotores
CaMV35S y CaMV19S, aislados al comienzo de los afios 80 del virus del mosaico del coliflor
(CAMBIA, 2003); el promotor del virus del mosaico de la yuca (CsVMV) y el del virus
rayado de banana (BSV), promotores ampliamente utilizados en pruebas para la deteccion
molecular de organismos modificados genéticamente (Sanger et al., 1990; Schenk et al.,
2001; Li et al., 2001; Dorries et al., 2010; Dutt et al., 2014). Otros ejemplos son los
promotores de Ubiquitina de maiz (Ubi 1 y Ubi 2; Plesse et al., 2001) y el promotor MtHP
de Medicago trunculata aislado y caracterizado por Xiao et al. en el 2005. Tejido—
especificos encontramos ejemplos de promotores como hspl7 del tallo cebada; TA29 de la
antera de tabaco; Bp10 de Brassica especifico para polen; TobRB7 de la raiz de tabaco y
fosfoenolpiruvatocarboxilasa (PEPC) de maiz inducible por luz (Cheng et al., 1998;
Lamacchia et al., 2001; Ghasimi et al., 2009; Peremarti et al., 2010).
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Detectar la expresion de un gen, y con €l al promotor que lo regula, comienza con el analisis
del transcriptoma. Este consiste en el conjunto de moléculas de ARN presentes en un tejido
y en un momento determinado. La alta concentracion de un transcripto en un tejido es
indicador de un gen altamente expresado, lo que puede sefialar su especificidad. Por medio
de las secuencias obtenidas y mediante la bioinformatica es que luego se seleccionan
aquellos que reunen las caracteristicas apropiadas para ser considerados de expresion

especifica (Buchanan et al., 2015).

Una vez seleccionadas una o varias secuencias pertenecientes a los genes cuyo transcripto
se encuentra presente en un tejido especifico, se procede a trabajar con los llamados “genes
reporteros”. Estos genes posibilitan la observacion directa de las células que los expresan.
Asi, al fusionar la region promotora de un gen especifico con un gen reportero, se pone en
evidencia el sitio de expresion que dirige el promotor (Diaz et al., 2010; Buchanan et al.,
2015).

Un gen reportero ampliamente difundido es el gen de la B—glucuronidasa (cuyo acronimo es
GUS) proveniente de E. coli. Este, al ser transcripto, produce un ARNm en el sitio que dirigio
el promotor seleccionado, alli se traduce una enzima capaz de degradar un sustrato
especifico. Esta proteina puede ser detectada cualitativamente por tincion histoquimica ya
que, en presencia del sustrato, cataliza la produccion de un precipitado azul-indigo (Fig. 7)
(Buchanan et al., 2015; Diaz et al., 2010).

Figura 7. Talo de M. polymorpha de 3 dias de crecimiento. El color
azul indica la region donde se estd expresando el gen GUS. La
barra corresponde a Imm.

10
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Transformacion mediada por Agrobacterium

Ya habiendo realizado la construccién conformada por el promotor de interés—GUS
ésta debe integrarse al genoma de la planta estudiada. La transformacion mediada por
bacterias del género Agrobacterium, mas especificamente A. tumefaciens, constituye uno de
los métodos més difundidos en la actualidad para la integracion de un transgen en un
individuo. Cabe destacar que esta integracion se produce al azar, cada individuo
transformado contendra el inserto en un sitio diferente de su genoma, por lo tanto, es
esperable observar un fenotipo distinto entre todas las plantas provenientes de un mismo
tratamiento (Diaz et al., 2010).

La eficiencia de aplicacion de los distintos métodos de transformacion estd ligada a la
respuesta que presentan al cultivo in vitro, es por esto que M. polymorpha es una especie
idonea para este tipo de tecnologias, ya que su cultivo en laboratorio esta estandarizado y no

conlleva un trabajo muy complejo (Kubota et al., 2013).

La transformacion en Marchantia tradicionalmente se realiza sobre esporas haploides,
producto final de la meiosis que ocurre posteriormente al cruzamiento del talo masculino
con el femenino (Fig. 8) (Ishizaki et al., 2016). Esta metodologia evita la formacion de

quimeras o0 mosaicos de células transformadas y sin transformar (Dong y McHughen, 1993).

Anteridiéforo Arquegoniéforo
Cepa masculina x Cepa femenina \mg
Transformacién mediante Esporas
Agrobacterium tumefaciens OO Cultivo in vitro
Vector (promotor-GUS) O

g

Lineas transformadas

Figura 8. Metodologia utilizada para la transformacién en M. polymorpha.

11
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Debido a que el material utilizado para la transformacion es producto del cruzamiento de
dos cepas distintas, el genotipo diferira entre las plantas resultantes debido a la

recombinacion meidtica.

Otro método consiste en la transformacion de gemas provenientes de la misma planta, las
cuales se caracterizan por ser clones entre ellas y la planta que les dio origen. La importancia
de este método radica en la obtencién de plantas transformadas cuyo fondo genético es
idéntico, ademas de una mayor practicidad en la metodologia de trabajo que implica la

manipulacion de gemas en lugar de esporas (Ishizaki et al., 2016).

Una vez logradas, estas plantas transformadas permiten conocer el patron de expresion

espacio—temporal controlado por la regién promotora del gen de interés (Diaz et al., 2010).

Son innumerables los trabajos publicados sobre la utilizacion del gen reportero GUS en
distintas especies para analizar la expresion de un gen en un tejido y/o momento especifico
(resumen ANEXO Tabla 1).

12



Trabajo de intensificacion - Departamento de Agronomia - Universidad Nacional del Sur

La expresion genética en Marchantia polymorpha

Especificamente en Marchantia se han realizado varios trabajos con la finalidad de

observar la expresion mediante genes reporteros.

Ishizaki y colaboradores en el 2012 evaluaron en plantas transgénicas de M. polymorpha un
gen inducible por auxinas perteneciente a Glycine max, encontrando actividad del gen GUS
en distintos tejidos y estadios de desarrollo. Sugirieron que las auxinas cumplen un

importante papel en la propagacion vegetativa.

En el 2014 Althoff y colaboradores utilizaron dos promotores pertenecientes al virus del
mosaico de la coliflor fusionados junto con el gen reportero GUS para analizar su expresion
alo largo del desarrollo de plantas de Marchantia. Observaron expresion en talo, meristemas

y tejidos sexuales femeninos (Fig. 9. A).

Figura 9. A. Patrén de expresion
observado en una gema. La barra
corresponde a 200 pm. (Modificado
de Althoff et al., 2014). B. Patrén de
expresion en un talo de tres semanas
de crecimiento con conceptaculos. G
La barra corresponde a 2 mm. : i o ,._.

(Modificado de Yasui et al., 2019). e J—

Otros autores han utilizado un inserto promotor—GUS perteneciente a un gen inducible por
choque térmico en Marchantia, observando la expresion en plantas sometidas a estrés
térmico (Nishihama, et al. 2016).

Yasui y colaboradores en el 2019 analizaron el transcriptoma de los conceptaculos de
Marchantia y aislaron un gen con gran actividad llamado GCAML. Fusionar el promotor de
este gen junto a GUS (GCAM1pro-GUS) y transformar plantas con dicha construccion les

permitio detectar la expresion en regiones apicales de talos (Fig. 9. B)

13
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Punto de partida

Previamente en el EPILAB de la INBIOTECA se analizd el transcriptoma

proveniente de las gemas de M. polymorpha.

El transcriptoma obtenido del m
L. . ARN
analisis de las gemas de Marchantia e
ARN
L, , %/—/
reveld6 dos moléculas de ARN = ARN

altamente expresadas. Estas

4 i 5 i -

moléculas fueron convertidas a ST T T T T T T s e
. _
ADNCc para poder ser secuenciadas. v
ARN
Luego las secuencias se alinearon al | -
Transcriptoma |

genoma de Marchantia obteniendo ARN
asi la ubicacion especifica de los dos
genes y sus regiones colindantes. ADN¢

Secuencia de la regién transcripta
La secuencia probable del promotor Alineacidn

de cada gen fue tomada y utilizada Gen MpHHE
. ., Gen p85
para realizar una construccion

Genoma de Marchantia polymorpha

molecular en la que se fusion6 dicho - A N

promotor con el gen reportero GUS Promotor  |e——Regidn transcripta "
5 : i3

(Fig.10). [ T T T 11 T T T T

Seleccidn de la secuencia del promotor

{

Promotor Gen GUS
5 ! . ' 1 3"

[T T 1 T T 1

Construccidn

{4

Transformacion

Figura 10. Esquema del trabajo previo realizado en el EPILAB de la
INBIOTECA.
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Por dltimo, para obtener plantas transformadas, se cruzd la cepa masculina llamada
Takaragaike—1 (Tak-1) con la femenina, Takaragaike—2 (Tak—2); ambas cepas aisladas en
Kyoto Japon (Okada et al., 2000). Las esporas obtenidas del cruzamiento fueron
transformadas mediante Agrobacterium tumefaciens con la construccion antes mencionada

obteniendo asi las lineas p85 y p11256 (MpHHE), las cuales fueron utilizadas en este trabajo.

Las secuencias promotoras estudiadas pertenecen a los genes MpHHE y p85. El primero de
ellos consiste en el gen responsable de producir una proteina llamada hemeritrina (ANEXO
Hemeritrina). EI segundo consiste en una secuencia cuyo transcripto se encontro presente
en el transcriptoma, sin embargo su naturaleza es desconocida (al ser buscado en la base de

datos GeneBank no se encontraron coincidencias).

Estos genes fueron seleccionados por medio del andlisis del transcriptoma de las gemas de
Marchantia, su funcionalidad no fue asociada al tejido estudiado. Este experimento forma
parte de un gran numero de trabajos similares desarrollados en la INBIOTECA y destinados

a caracterizar los distintos genes presentes en esta planta.

15
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HIPOTESIS

—Los genes “p85”y “MpHHE " se expresan de manera especifica en gemas de Marchantia

polymorpha.

OBJETIVO GENERAL

— Analizar la expresion del gen reportero GUS en plantas transformadas de Marchantia

polymorpha.

OBJETIVOS PARTICULARES

— Propagar lineas transformadas con el promotor del gen “MpHHE " y el gen GUS.

— Propagar lineas transformadas con el promotor del gen “p85” y el gen GUS.

— ldentificar el patron de expresion GUS mediante pruebas histoldgicas.

16
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MATERIALES Y METODOS

De la transformacién realizada previamente se lograron 15 lineas p11256 y 20 lineas
p85 (trabajo no publicado). Estas plantas fueron cultivadas en medio Gamborg (Agar 2,5 g;
Azlcar 2,5 g; Gamborg 0,3875 g; Agua 250 mL) a 21 °C con luz artificial permanente

durante un mes (Ishizaki et al., 2016).

Genotipificacion

Para verificar la presencia de la construccion en las plantas que crecieron a partir de
las esporas transformadas se tomO una porcion de talo con la cual se realizd la

genotipificacion.

Para la extraccion de ADN se coloc6 un fragmento del talo de las plantas estudiadas en un
tubo eppendorf de 1,5 mL, éste se mantuvo en nitrogeno liquido. Posteriormente se molio el
material, se adicion6 500 pL de buffer CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio) y se
incub6 15 minutos a 55 °C en un termoblock. Pasado ese tiempo se adicionaron 250 uL de
la mezcla cloroformo-isopropanol (24:1) y se agitod con un vOrtex. Para separar las fases se
centrifug6 a 13000 rpm durante 5 minutos. Al cabo de ese tiempo se tomaron 400 pL del
sobrenadante y se trasvasé a un nuevo tubo donde se adicionaron 50 pL de Acetato de Sodio
7,5 M y 500 pL de etanol absoluto frio. Se invirtié suavemente y se coloc6 a —80 °C por 30
minutos para precipitar el ADN. Se centrifugd a 13000 rpm por 10 minutos y se elimind el
sobrenadante. Para limpiar el pellet se agregaron 500 pL de etanol 75 % y se invirtio
suavemente. Por Gltimo, se centrifug6 a 13000 rpm por 5 minutos, se elimind el alcohol y se
coloco el tubo invertido sobre papel absorbente hasta que se seco el pellet. Se resuspendid
en 20 pL de agua libre de nucleasas y se almacené hasta el momento de realizar la PCR
(Modificado de Doyle y Doyle, 1987).

Una vez extraido el ADN, se cuantifico con un espectofotometro NanoDrop.
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Habiendo corroborado que la concentracion de ADN vy su calidad fueran las apropiadas, se
amplifico el gen GUS mediante PCR. En un volumen final de reaccion de 11 uL se
colocaron: 6 pL Go Taq (Promega ®), 1 uL primer GUS Forward (0,5 pumol), 1 pL primer
GUS Reverse (0,5 umol), 3 pL H20 ultrapura 'y 1 pL de ADN gendmico (30 ng). Para la
amplificacion se utiliz6 un programa de PCR modificado de Saiki, 1990. La
desnaturalizacion inicial se realizo a 94°C durante 4 minutos, seguida por un ciclo a 94 °C
por 30 segundos, a 60 °C por 30 segundos y a 72 °C por 45 segundos. Este ciclo se repitio
35 veces y se finalizo con un ciclo a 72 °C por 7 minutos.

Para observar la presencia o ausencia del gen se corrié un gel de agarosa al 2 % a 100 V por
20 minutos (Modificado de Saiki, 1990).

Tincion de GUS

Aguellas plantas cuya presencia del gen fue corroborada mediante PCR se dejaron
crecer hasta obtener gemas, las cuales se utilizaron para detectar la actividad de la enzima
R—glucuronidasa por medio de tincion de GUS.

Para la tincion se colocaron cinco gemas de cada planta en un tubo eppendorf de 1,5 mL con
100 pL de buffer de GUS [(pH 7.2), 0.5 mM Ferrocianuro de potasio, 10 mM EDTA, 0.01
% Triton X100 y 1 mM acido 5-bromo-4—cloro—3-indolil-3—glucuronico)]. El tubo fue
colocado en vacio por 20 minutos, posteriormente se incubé durante 24hs a 37 °C. Cumplido
ese tiempo se extrajo el buffer y se elimind la clorofila del tejido con sucesivos lavados de

etanol al 75, 80 y 90 % en continua agitacion.

Por ultimo, se montd el tejido en un portaobjetos con glicerina para su observacion al
microscopio (Althoff et al., 2014).
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Andlisis de GUS en distintos estadios de crecimiento y desarrollo

Para observar el patron de expresion de nuestro gen se trabajo con gemas
pertenecientes a las plantas cuya PCR y tincion de GUS resultaron positivas. Se colocaron
de diez a veinte gemas en placas de petri (dos por cada planta) con medio Gamborg. Luego

se tomaron plantas cada tres dias (cuatro por vez) desde el estado de gema hasta los 15 dias.

Para analizar la expresion de GUS (Fig. 11) se procedi6 de la forma anteriormente descrita.
A medida que las plantas eran de mayor tamafo se incremento la cantidad de buffer de GUS

y de las soluciones de alcohol utilizadas para clarear el tejido.
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Figura 11. Dos talos de 12 dias de crecimiento luego de la tincién de GUS (construccion p11256-GUS). A la izquierda
sin expresion del gen GUS; a la derecha una expresion casi constitutiva. La barra inferior corresponde a 1 mm.
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RESULTADOS

El ADN obtenido fue chequeado en agarosa y se pudo observar que no estaba
degradado (Fig. 12).

Figura 12. Gel de agarosa realizado para observar que la calidad del ADN extraido sea la apropiada.

De las 15 lineas p11256 analizadas por medio de PCR solo 7 poseian el fragmento (p11256—
GUS) inserto en alguna regién de su ADN (Fig. 13). De las 20 lineas p85, 18 tuvieron la
construccién (p85-GUS).

Figura 13. Patrén de bandas correspondiente a las plantas analizadas de la linea p11256. La flecha sefiala la banda
de 600 pb correspondiente al amplicon del gen GUS. La letra M sefiala el marcador de peso molecular.

Ninguna de las 18 lineas p85 positivas en la PCR se tifi6 al realizar la tincion de GUS en
gema, por lo que no se pudo analizar la expresion de dicho gen en este experimento. Solo 6
de las 7 lineas p11256 que mostraron tener el fragmento dieron positivo en el ensayo
histolégico de GUS, éstas son las que se utilizaron para observar la expresion controlada por

el promotor del gen MpHHE a lo largo del experimento.
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El andlisis histologico se inicid en el estado de gema y se continu6 durante el crecimiento de

los talos hasta el dia 15.

En la Fig. 14 se muestra la actividad del gen MpHHE reportada por GUS en gemas de las
seis lineas seleccionadas para el experimento. Las distintas lineas presentan una clara

tendencia a la expresion en la region central en el estadio de gema.

Figura 14. Tincion de GUS sobre gemas. De izquierda a derecha las lineas 1-6 (construccion p11256-GUS). La barra
inferior corresponde a 1 mm.

A lo largo del crecimiento el patron de expresion vario entre las distintas lineas. Solo dos de
ellas mostraron expresion del gen Unicamente en estado de gema, en las otras cuatro lineas
la expresion se mantuvo hasta distintos momentos del crecimiento del talo (Fig. 15). Caso
extremo fue la linea numero 6, la cual mostro actividad del gen GUS durante los 15 dias que

duré el experimento.

Figura 15. Tincion de GUS en distintos estadios de crecimiento en distintas lineas. A. Talo de la linea nimero 3 con seis
dias de crecimiento. B. Talo de la linea nimero 4 con tres dias de crecimiento. C. Talo de la linea nimero 5 con nueve
dias de crecimiento. D. Talo de la linea nimero 6 con doce dias de crecimiento. La barra inferior corresponde a 1 mm.

En la Fig. 16 se muestra el patron observado en cada linea. Las fotografias son

representativas.
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Figura 16. Resultados de la tincién de GUS a lo largo de 15 dias para las seis lineas estudiadas. De izquierda a derecha las lineas estudiadas. De arriba hacia abajo primero las gemas y luego el talo
tomado a 3, 6, 9, 12 y 15 dias. Como puede observarse las lineas 1 y 2 solo han mostrado actividad del gen GUS en gemas. Las otras lineas, en cambio, mantuvieron la expresién durante mas dias.
Nétese como la coloracién azul se localiza en las distintas lineas en el centro del talo, salvo en la linea 6, la cual present6 una expresion practicamente constitutiva. La barra de escala corresponde a

1 mm para cada grupo de muestras tomadas el mismo dia.
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DISCUSION

Variaciones en el patrén

El patron de expresion de un gen estd determinado principalmente en la region
promotora, sin embargo, esta region no es la Unica que ejerce control sobre él, un gen
también recibe influencia del entorno donde se encuentra inserto. Otros componentes
reguladores de la expresion genética, como intensificadores y silenciadores, la estructura de
la cromatina o el patron de metilacion, influyen sobre el nivel y la especificidad con la que

se expresa un gen transferido (transgen) (Grigliatti y Mottus, 2001; Diaz et al., 2010).

Cuando se realiza una transformacion con el fin de obtener un Organismo Genéticamente
Modificado nos encontramos con cierta incertidumbre respecto a la posicidén donde se ubican
los transgenes y al nimero de copias que se transfieren (Bhat y Srinivasan, 2002; Gelvin,
2003). Estas dos caracteristicas estan correlacionadas con la expresion de dicho gen. La
expresion variable o la carencia de expresion del gen GUS pueden deberse asi al llamado
“efecto de posicion”, haciendo referencia a la influencia que ejerce el sitio de ubicacion

sobre el inserto (Matzke y Matzke, 1998), o a la adicion aleatoria de multiples copias.

Un nivel de expresion elevado (linea 6) puede presentarse si el transgen se encuentra cerca
de un elemento potenciador. Un ejemplo de un sitio con efecto de posicidn positivo es la

region subtelomérica de los cromosomas (Bhat y Srinivasan, 2002; Gelvin, 2003).

Con respecto al silenciamiento genético (plantas cuya PCR ha sefialado que tienen el gen
pero no lo han expresado), tenemos dos tipos: el silenciamiento genético transcripcional,
resultante de la inactivacién del promotor; y el silenciamiento genético post—transcripcional,

donde el promotor esta activo pero los ARNm no se acumulan (Stam et al., 1997).

Producto de la transformacion a menudo son comunes las variaciones en la organizacion
transgénica. Con el método utilizado para obtener las lineas para este trabajo no se puede

descartar que ocurran inserciones incompletas (Gelvin, 2003; Stam et al., 1997).
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Si el transgen se localiza en una region heterocromatica, cerca de ADN repetitivo o
cromatina, su expresion puede suprimirse debido a que estas regiones del genoma son
susceptibles a la metilacion del ADN (Bhat y Srinivasan, 2002; Gelvin, 2003; Stam et al.,
1997; Diaz et al., 2010).

En el silenciamiento transgénico postranscripcional a pesar de que el transgen se transcribe
el ARN resultante es inestable. Aunque la transformacion mediada por Agrobacterium
generalmente resulta en un menor nimero de transgenes integrados (en comparacion con
otros métodos), es posible encontrar copias en tdndem de unos pocos fragmentos, lo que

puede traducirse en una expresion baja o nula.

Por otro lado, la relacion del transgen con las secuencias del gen huésped podria ser un factor

importante que conduzca a la co—supresion (Stam et al., 1997; Diaz et al., 2010).

La siguiente figura resume los posibles factores responsables de la variacion en la expresion.
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PCR

¢Fragmento inserto?

] ]

Andlisis histoquimico
(Expresion del Gen?

| PaTRON consenso | SILENCIAMIENTO | sosee expreszon
PR | | z for

’- | Transcrip I 1 Post-transcripcional I El gen introducido se

4 Inactivacién del promotor Los ARNm no se acumulan encuentra cerca de un

elemento potenciador

ARNm inestable
Metilacién del ADN Inserciones incompletas (Degradacién)

Genes endégenos similares al transgen  Varias copias del transgen
Insercién en ADN repetitivo o (co-supresién) Sobre abundancia de ARNm
heterocromatina

Figura 17. Distintos resultados de la transformacion genética y sus posibles razones. (Modificado de Stam et al., 1997)
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CONCLUSIONES

Se puede afirmar que existe una tendencia a la expresion alta de la construccion
promotorMpHHE-GUS en gemas, especialmente en su region central. La expresion
continua del gen reportero en distintos momentos del crecimiento de las plantas
transformadas podria significar que el promotor no es especifico de un determinado estado

de desarrollo. Por otro lado, la expresion centralizada sefialaria cierta selectividad de tejido.

Los resultados de la presente investigacion no permiten determinar la especificidad en la
expresion del gen, el patron presente en seis lineas no es suficiente para hacer un consenso
al respecto. Bhat y Srinivasan en su trabajo publicado en 2002 sefialan que para cualquier
tipo de analisis significativo se deben incluir diez o mé&s lineas transformadas
independientemente. De esta manera no se puede concluir que el promotor del gen MpHHE
sea funcional Unicamente en gemas, es necesario generar una gran cantidad de transgénicos
para hallar los verdaderos efectos del transgen y eliminar los efectos asociados. Detectar el
sitio en el que se ha insertado el transgen podria ayudar a dilucidar el grado de expresién

asociado a la posicion que este ocupa.

Por otro lado, podria estudiarse la secuencia del promotor, analizar sus elementos, y

determinar si es necesario ampliar o acortar su longitud.

Utilizar gemas para la transformacion en Marchantia polymorfa eliminaria el efecto del
genotipo presente en las esporas, aunque podria resultar en la formacion de quimeras. Debe
evaluarse si las variables del experimento disminuirian considerando el posible riesgo de un

tejido heterogéneo.

El mejoramiento molecular involucra tanto asistencia de marcador como ingenieria
genética. La informacion obtenida en este trabajo permite ampliar el area de conocimiento
y aplicacion de la biotecnologia agricola, ofreciendo herramientas con alto potencial en el

mejoramiento de la composicién en las caracteristicas vegetales y cultivos de adaptacion.
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ANEXO

Tabla 1. Ejemplos de distintos trabajos donde se ha utilizado el gen reportero GUS y algunas caracteristicas.

REFERENCIAY
ESPECIE

CARACTERISTICAS - GEN/PROMOTOR

Bae et al., 2009
Arabidopsis thaliana

Analizaron las regiones promotoras de AtTPS1 y AtTPPB. Ambos genes
estudiados se expresaron casi constitutivamente. Observaron una alta
expresion en tejido joven dividiéndose activamente

Fanetal., 2010
Arabidopsis thaliana

Observaron la expresion en flor controlada por el promotor pAtChs
(perteneciente al gen Chs)

Kato et al., 2010
Oryza sativa

Por medio del transcriptoma confirmaron la expresion especifica de genes en
anteras en condiciones de enfriamiento. Aislaron las regiones promotoras de
estos genes inducibles y los fusionaron con el gen GUS

Hou et al., 2012
Arabidopsis thaliana

Por medio de un analisis histoquimico observaron la expresion de GUS
impulsada por tres promotores sintéticos inducibles. Vieron un aumento de
expresién en condiciones de desecacion, frio y sal

Yang et al., 2012
Arabidopsis thaliana 'y
Brassica juncea

Sefialan que con los promotores adecuados es posible controlar la expresion
inducible de genes en muchos tipos diferentes de tejidos vegetales

Benyon et al., 2013
Citricos

Expresion de promotores constitutivos y tejido especifico

Beck et al., 2013
Arabidopsis thaliana

Analizaron la expresion diferencial regulada por promotores de genes
GGPPS (geranilgeranil difosfato)

Ron et al., 2014
Solanum lycopersicum

Utilizaron un grupo de promotores de Arabidopsis thaliana para evaluar los
patrones de expresion en tomate

Yan et al., 2015
Oryza sativa

Ligaron el gen reportero GUS al promotor pSH4 (responsable del desgrane)
para observar el sitio donde se activaba este gen. Observaron que el gen SH4
se expresaba fuertemente en la unién de la semilla y el pedicelo (y con
menor intensidad en otros tejidos)

Bernal et al., 2016
Oryza sativa

Observaron el sitio, el nivel y el momento de expresion de genes regulados
por tres promotores distintos

Ramirez et al., 2018
Manihot esculenta

Expresion transitoria de GUS en hojas de yuca

Hemeritrina

La hemeritrina es una clase de proteina perteneciente al grupo de las glutation-S—
transferasas (GST). Esta est4 asociada a la sintesis de metabolitos secundarios, la defensa
contra los patdgenos y la desintoxicacion de metales pesados y herbicidas en plantas (Liu et
al., 2013; Monticolo et al., 2017).
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Son muchos los genes que codifican estas proteinas; Monticolo y colaboradores en 2017

encontraron 37 genes GST (y dentro de ellos genes de las hemeritrinas) en Physcomitrella

patens, un musgo representante de las plantas avasculares. Por otro lado Liu y colaboradores

en 2013 reportaron mediante un arbol filogenético que todos los dominios de hemeritrina

estaban agrupados en un clado, sefialando que ésta surgio en el ancestro de las plantas

terrestres.

La Hemeritrina forma parte del complejo proteico asociado al metabolismo del hierro

intracelular (Fig. 18). Dicho complejo media la ubiquitinacion (adicion de una o varias

moléculas de ubiquitina) de la proteina a cargo de regular la homeostasis del Fe intracelular,

esto resulta en la degradacion de la proteina cuando existe un excedente de Fe.

Fe

4

J Hr

reguladora
del hierro

Proteina

DEGRADACION

1

Fe respuesta

El hierro es un nutriente esencial para las plantas,
pero a la vez sus propiedades pueden volverlo
toxico. La hemeritrina forma parte del balance
entre la absorcion, el uso y el almacenamiento de
Fe, evitando un desequilibrio que pueda terminar
en la intoxicacion de la planta (Kobayashi et al.,
2019; Rodriguez—Celma et al., 2019).

Figura 18. Cadena de sefiales asociada al metabolismo del
hierro intracelular. Hr: Molécula de Hemeritrina. Ub: Moléculas
de Ubiquitina. (Modificado de Kobayashi et al., 2019)
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