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Titulo: Estudio del patrén de expresion génica de MINIYO en Marchantia polymorpha

Resumen: La diferenciacion celular es un proceso fundamental y necesario para el desarrollo de las
diferentes estructuras y érganos que componen los organismos multicelulares. Sin embargo, a pesar de
su importancia, se sabe muy poco acerca de los mecanismos moleculares que subyacen a la activacién de
la diferenciacidn celular. La caracterizacidn del interruptor binario MINIYO/RIMA en Arabidopsis thaliana
ha permitido comenzar a conocer cémo se inicia la activacién de este proceso fundamental para el
desarrollo y abre la posibilidad a estudiar si los mecanismos de diferenciacidn celular se han conservado
evolutivamente en las plantas.

Estudios recientes han demostrado que la expresién de los genes MINIYO y RIMA en Arabidopsis esta
restringida a los meristemos apicales del tallo y de la raiz y a los primordios florales, nichos donde se
localizan las células madre, pero se desconoce el patrén de expresion en otras especies, asi como cudles
son los factores de transcripcién que participan en el control de la expresién de estos dos genes. Un
analisis filogendmico del promotor de MINIYO en plantas vasculares y hepdticas reveld la presencia de
dos motivos cis conservados. Estos dos motivos estan presentes en los promotores del gen MINIYO en
Arabidopsis y Marchantia polymorpha, una hepdtica situada en la base de la escala evolutiva de las
plantas terrestres y descendiente directa de las primeras plantas que colonizaron la tierra. Por ello, los
factores de transcripcién que se unen a estos motivos podrian participar en delimitar la expresion de
MINIYO permitiendo que los nichos de expresidn de estos genes estén conservados evolutivamente. Por
tanto, es importante definir en primer lugar cémo y dénde se expresan estos genes en la hepatica M.
polymorpha.

El presente Trabajo Fin de Grado pretende realizar un estudio de distintas versiones del promotor de
MpMINIYO (MplYO) mediante el ensayo histoquimico GUS, con el fin de establecer su patrén de
expresion que sirva de base para establecer el papel de los motivos conservados identificados en el
estudio filogendmico. Asimismo, se quiere establecer un nuevo protocolo de transformaciéon de M.
polymorpha.

Los resultados obtenidos sugieren que todas las construcciones de la posible regién promotora son
capaces de dirigir la expresion de MplYO en las plantas de Marchantia. Por otro lado, se obtuvo una
mayor eficiencia de transformacién de esta hepatica con el nuevo protocolo empleado, presentandose
como un método con grandes ventajas respecto al tradicionalmente utilizado.
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Title: Study of the expression profile of MINIYO in Marchantia polymorpha.

Abstract: Cell differentiation is a fundamental and necessary process for the development of the different
structures and organs which define any multicellular organisms. However, despite its importance, the
molecular mechanisms that underlie the activation of cell differentiation are barely known. The recent
characterization of the binary switch MINIYO/RIMA in Arabidopsis thaliana has set light on how this
essential process is activated and opens the possibility to study whether the mechanisms that activate
cell differentiation are evolutionary conserved in plants.

In Arabidopsis, expression of MINIYO and RIMA is restricted to the shoot and root apical meristems and
to the floral primordia, niches where stem cells are located. However, it is unknown how the expression
patterns are established in other plant species or which transcription factors participate in the control of
this expression. A phylogenomic analysis of the MINIYO promoter in vascular plants and liverworts
showed the presence of two cis conserved motifs. These two motifs are present in the MINIYO promoters
of Arabidopsis and Marchantia polymorpha, a liverwort which belongs to the most basal land plant group
and is direct descendent from the first plants that colonized land. Thus, it is suggested that transcription
factors which bind to these motifs could participate in delimiting MINIYO expression and that expression
niches of these genes could be evolutionarily conserved. Therefore, it is necessary first to determine how
and where these genes are expressed in Marchantia.

This project aims to study deleted versions of the MpMINIYO (MplYO) promoter to establish their
expression profiles as a first step to understand the role of the two conserved motifs identified in the
phylogenomic analysis. Furthermore, another goal is to stablish a new transformation protocol for M.
polymorpha.

Results obtained suggest that the different versions of the possible promoter region, independently from
the size, are able to drive MplYO expression in Marchantia plants. Furthermore, in this study we observed

a higher transformation efficiency using the G-agar protocol, indicating this method is more promising in
comparison to the traditionally employed.
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1. INTRODUCCION

1. Diferenciacion celular

Los procesos de divisidn y diferenciacion celular son esenciales para la formacién de un organismo
multicelular, que en el caso de las plantas permite la obtencién de nutrientes, facilita la reproduccién vy la
capacidad de enfrentarse a los riesgos del ambiente donde se desarrolla, gracias a las estructuras que lo
componen. La diferenciacion celular es el proceso mediante el cual las células se especializan, adquiriendo
nuevas capacidades y las caracteristicas necesarias para desarrollar sus funciones en el tejido del que
formen parte. Este proceso implica la decisién por parte de las células madre de dos posibles destinos.
Por un lado, la progenie puede mantener la totipotencia y auto-renovarse, o bien iniciar la transicién a
células diferenciadas. Este ultimo paso es crucial para el desarrollo del organismo, y especifico para cada
evento de diferenciacion ya que dara lugar a nuevas funciones especializadas, estando, por tanto,
altamente regulado (lyer-Pascuzzi & Benfey, 2009). Durante las uUltimas décadas, estudios de genética
molecular han identificado numerosos reguladores transcripcionales que activan o reprimen la expresion
genética para asi promover la diferenciaciéon celular en el desarrollo de las plantas (lkeuchi et al., 2015).
Se han descrito las redes que determinan la progresion hacia los distintos destinos celulares tanto en
plantas como en animales, asi como muchos de los genes involucrados en la generacion, percepcion y
transduccion de sefales hormonales, implicados en determinar la identidad celular y la formacién de
organos especificos. Sin embargo, todavia se desconoce los mecanismos moleculares desencadenantes
de la activacidn de la diferenciacién de las células madre vegetales (Benfey, 2016).

A diferencia de los animales, en las plantas, el crecimiento y la organogénesis es principalmente post-
embrionaria, lo que permite una gran plasticidad y la capacidad de modificar su crecimiento en respuesta
a cambios en el ambiente. Esta capacidad de mantener y reponer las células madre durante el desarrollo
estd localizada en zonas concretas de la planta, denominadas meristemos, donde se mantiene una
poblacién reducida de células madre pluripotentes que se dividen para originar otras que se diferenciaran
y generaran distintos tejidos (Gutiérrez, 2012). Gracias a la actividad de estas células, las plantas poseen
una gran capacidad para regenerarse a lo largo del tiempo, y el hecho de mantener grupos de células
parcialmente desdiferenciadas facilita que tras el dafio mecanico o estimulo hormonal se regenere el
tejido u érgano herido (lkeuchi et al., 2015). Ademas de mantener el proceso de organogénesis durante
toda la vida, la inmovilidad celular hace que sea posible seguir la progresion de las células que se dividen,
ayudando asi a detectar cambios en la diferenciacién, lo que convierte a las plantas en sistemas modelo
Unicos para identificar y caracterizar los factores genéticos que determinan el inicio de la diferenciacidn
celular (Sanmartin et al., 2011).

1.1. Nichos de células madre en plantas

Dentro de los meristemos, las células madre actian como un reservorio de células indiferenciadas, que
se renuevan continuamente para originar células cuyo destino es la diferenciacidon hacia un érgano o
estructura de la planta en concreto (Dello loio et al., 2008). En Arabidopsis, los nichos de las células madre
se localizan en los meristemos apicales, asi como en otros meristemos presentes en érganos y tejidos de
la planta adulta, como son el periciclo del polo xilematico y el cambium (Dello loio et al., 2008). Durante
la embriogénesis, las angiospermas producen dos meristemos apicales, en el tallo (SAM) y en la raiz
(RAM). El desarrollo y crecimiento post-embrionario en plantas se produce principalmente en el SAM y el



RAM (Dello loio et al., 2008), gracias a un proceso secuencial, a través del cual las células derivadas de
células madre pluripotentes pierden de forma progresiva su capacidad pldstica, para adquirir una
morfologia y propiedades concretas de cada érgano (lkeuchi et al., 2015). El meristemo apical radicular
origina las células que componen el sistema primario y lateral de la raiz, mientras que el meristemo apical
del tallo o caulinar da lugar a las hojas, el tallo y las flores que constituyen la estructura aérea del vegetal
(Fletcher, 2002).

1.1.1. Meristemo apical caulinar de Arabidopsis

El meristemo apical caulinar de Arabidopsis alberga en su zona central células madre rodeadas de otras
células en rapida proliferacidn o en diferenciacién. Estas células madre van dividiéndose para reponer las
células que se diferencian, desplazandose hacia la periferia del meristemo, donde sufren este proceso
para originar los drganos aéreos. Ademds, durante el desarrollo vegetativo, el SAM produce los primordios
foliares y en su regulacidn participan factores ambientales y endégenos que regulan la transicidn al
desarrollo reproductivo (Fletcher, 2002). En esta fase, el SAM se convierte en el meristemo de
inflorescencia, donde se forman los meristemos florales que producen los érganos florales que dan lugar
a la fruta (Durbak & Tax, 2011). EI SAM es, por tanto, una importante fuente de células de donde derivan
las hojas, los tallos y las flores a lo largo del desarrollo.

En funcion del patrdn de division celular, el SAM se organiza en dos capas celulares: la tunica y el corpus.
En Arabidopsis y otras dicotiledéneas, la tunica consiste en una capa epidérmica suprayacente
denominada L1, precursora de la epidermis, y una subepidérmica o L2, que produce células mesodérmicas
y las células germinales de los granos de polen y dvulos (Figura 1). Estas capas se caracterizan porque se
dividen de manera anticlinal. Por el contrario, el corpus o capa L3 origina la vasculatura y la zona medular,
y las células que la componen se dividen en todas las direcciones. Estas tres capas originan los distintos
linajes celulares que contribuyen a la formacion de los diferentes 6rganos de la planta (Fletcher, 2002;
Gaillochet & Lohmann, 2015).

Por otro lado, atendiendo a su organizacién funcional, en el SAM se diferencian varias regiones (Figura 1).
La zona central (CZ) es la que alberga las células madre, se dividen muy lentamente. La progenie de estas
células se desplaza hacia la zona periférica (PZ), donde se activa la velocidad de divisién (Reddy et al.,
2004), y conforme se van desplazando se inicia su diferenciacion para dar lugar a la formacion de los
organos laterales y el tallo (Gaillochet & Lohmann, 2015). En la CZ se encuentra una region encargada de
la organizacién y el mantenimiento de la poblacion de células madre, denominada centro organizador
(OC). Por debajo de ella, se distingue la zona medular (RZ) a partir de la cual se originan los tejidos internos
del tallo (Mayer et al., 1998; Somssich et al., 2016).


https://www.zotero.org/google-docs/?dgLos2
https://www.zotero.org/google-docs/?dgLos2
https://www.zotero.org/google-docs/?J42mCZ

- L1 . L2 L3 @@ Organizing centre

Figura 1. Organizacidn estructural y funcional del SAM. En el SAM se diferencian tres capas celulares, de exterior a
interior que reciben el nombre de L1, L2 y L3. A nivel funcional el meristemo caulinar se divide en tres regiones, la
mas externa que recibe el nombre de zona central (CZ), la mas interna es la zona medular (RZ), y en medio se
encuentra el centro organizador (OC), que controla la pluripotencia de las células madre. A ambos lados de la zona
central se encuentran las zonas periféricas (PZ), hacia donde las células hijas son desplazadas para comenzar la
diferenciacion. Figura obtenida de Sparks et al., 2013.

1.1.2. Meristemo radicular de Arabidopsis

El meristemo apical de raiz (RAM) es un modelo experimental ampliamente utilizado para el estudio de la
diferenciacion en plantas (Benfey, 2016). En el RAM, en funcion del estado celular, se diferencian por un
lado la zona meristematica (MZ), donde las células se encuentran en divisién; conforme la van
abandonando, entran en la zona de elongacidn (EZ), donde experimentan un proceso de alargamiento
celular (Figura 2A). A partir de esa zona, las células alcanzan la zona de diferenciacion (DZ), caracterizada
por la presencia de pelos radiculares y células vasculares con una pared celular secundaria (Bennett &
Scheres, 2010). A su vez, en la MZ existen células madre con propiedades diferentes y que, por tanto, se
regulan de manera distinta, lo que permite distinguir el meristemo de la caliptra (RCM) y el meristemo
proximal (PM) (Bennett & Scheres, 2010).

Ademas, en la raiz principal se forman las raices laterales que se originan a partir de divisiones de las
células madre localizadas en la capa del periciclo del polo xilematico, lo que indica que estas
células mantienen la capacidad totipotente (Bennett & Scheres, 2010; Smet et al., 2007). En el MZ basal,
las células iniciales y las células meristematicas derivadas de estas, son células pluripotentes con un mayor
indice de proliferacidn celular que generan las capas celulares de la raiz, permitiendo tanto el crecimiento
en longitud como la posterior formacién de las raices laterales (Benfey & Scheres, 2000; Santuari et al.,
2016).
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Figura 2. Organizacion estructural y funcional del RAM. (A) Organizacién funcional del RAM. Esquema de las partes
diferenciadas en funcion del estado de las células. En el extremo inferior se localiza la caliptra (RC), seguida del
llamado centro quiescente (QC) y la zona meristematica (MZ) apical y basal. A continuacidn, se encuentra la zona de
elongacién (EZ) y la zona de diferenciacion (DZ). Figura modificada a partir de Bennett & Scheres, 2010. (B)
Organizacidn estructural del RAM. En el extremo de la raiz se halla la columela (verde claro), con la caliptra (rojo) a
sus laterales. Por encima se encuentra el centro quiescente (morado) rodeado de las células madre del cortex y la
endodermis (verde oscuro) y las capas de la endodermis (azul), el cértex (naranja) y la epidermis (gris). Figura
obtenida de Sparks et al., 2013.

Atendiendo a la organizacion estructural del RAM (Figura 2B), se distinguen la cofia o caliptra (RC) en el
extremo de la raiz, que comprende las células de la columela, en el centro de la estructura, y las células
de la cofia lateral. Por encima de la columela se encuentra el centro quiescente (QC). El centro quiescente
esta formado por células madre que apenas se dividen y que funcionan como centro organizador para
mantener la pluripotencia de las células iniciales circundantes (Figura 2B). El QC se encarga del continuo
crecimiento de las raices, permite el reemplazo de las células madre y el mantenimiento de la
pluripotencia, y por tanto la regeneracion del propio QC, por lo que actia como el OC del SAM (Bennett
& Scheres, 2010). Rodeando el QC se encuentran las células iniciales, que son células pluripotentes con
un mayor indice de proliferacién celular que generan las capas celulares de la raiz (Benfey & Scheres,
2000; Santuari et al., 2016). Entre estas capas se distinguen una mas externa o epidermis, seguida del
cortex, la endodermis y la estela, en el centro de la raiz (Figura 2B). La estela dara lugar a las células del
periciclo y las vasculares, que se diferencian en las células del xilema y del floema (Bennett & Scheres,
2010).

2. Regulacion génica de meristemos

Cada evento de diferenciacion conlleva una serie de cambios en la expresidon genética, por lo que los
factores de transcripcidn juegan un importante papel en el control de la diferenciacion y reprogramacion
celular (lkeuchi et al., 2015). En los meristemos, el conjunto de células madre se mantiene gracias a una
extensa red de genes reguladores y sefiales intercelulares. El correcto establecimiento y mantenimiento
de los meristemos caulinar y radicular es esencial para el desarrollo de la planta y depende de la precisa
expresion y regulacion de distintos factores de transcripcion en los distintos tejidos del meristemo.



2.1. Regulacion del meristemo apical caulinar

La regulacién génica de la actividad del meristemo caulinar depende de un bucle de retroalimentacién
negativa entre los factores de transcripcion WUSCHEL (WUS) y CLAVATA3 (CLV3). WUS pertenece a la
familia WOX (WUSCHEL-like homeobox) (Haecker et al., 2004; Somssich et al., 2016) y se expresa en el OC
del SAM. WUS, junto con las proteinas HAM1 y HAM2 (Gaillochet & Lohmann, 2015), determina el destino
celular en el SAM y activa la expresion de CLV3 en las células madre, donde CLV3, a su vez, restringe la
expresion de WUS (Brand et al., 2000; Yadav et al., 2011).

CLV3 codifica un péptido que se secreta al espacio intercelular y que necesita al receptor quinasa
CLAVATA1 (CLV1) y al complejo de receptores CLAVATA2 (CLV2)/CORYNE (CRN). CLV1, CLV2 y CLV3
interactian para regular el tamafio del meristemo a lo largo del desarrollo. Su principal funcién es
controlar la acumulacién de las células madre regulando la velocidad a las que las células hijas abandonan
la zona central para su transiciéon hacia la diferenciacion de primordios (Fletcher, 2002) y actdan en
paralelo para mediar la comunicacién desde la CZ al OC (Clark et al., 1997; Miiller et al., 2008; Rojo et al.,
2002). El gen CLV1 codifica una proteina que tiene tres dominios: un dominio receptor, uno
transmembrana y uno con actividad quinasa que se localiza intracelularmente (Clark et al., 1997). CLV1 se
encuentra en forma de homodimero y, cuando se une al péptido CLV3, da lugar a la autofosforilacion de
su dominio quinasa (Fletcher, 2002). Por su parte, CLV2 es una proteina que actia como receptor con
dominios extracelular y transmembrana a través del cual interacciona con la pseudo-quinasa
citoplasmdtica CRN. CRN requiere de una quinasa interactiva para fosforilarse y formar un complejo
receptor-quinasa con CLV2 destinado al mantenimiento de las células madre junto con la seial CLV3. Esta
sefal, entonces, puede ser transmitida por la via de CLV1, y por una ruta independiente del heterodimero
CRN/CLV2 (Somssich et al., 2016). Adicionalmente, se ha observado que el complejo heteromérico
CLV1/CRN/CLV2, puede anular a los receptores y bloquear la sefializacién por CLV3, controlando asi el
nivel de represién de WUS. Por otro lado, se propuesto que complejo de proteinas CLV2/CRN actle como
co-receptor de CLV1 para aumentar el grado de especificidad con el ligando CLV3 (Somssich et al., 2015).
En suma, la sefializacién por CLV3 se puede dar a través de varias rutas independientes que comienzan la
transduccion de la sefial encargada de la represion de la transcripcién del gen WUS.

En paralelo a este sistema regulatorio para mantener las células madre, las células se mantienen en estado
desdiferenciado debido a la actividad del gen SHOOTMERISTEMLES (STM). STM es un factor de
transcripcién que pertenece a la familia KNOX (Knotted1-like homebox) (Long et al., 1996). La actividad de
STM se da en todo el meristemo permitiendo que las células desdiferenciadas y de rapida proliferacién
de la PZ y RZ mantengan su estado, y se dividan lo necesario antes de comenzar la organogénesis en los
primordios (Lenhard et al., 2002). La delimitacién de las distintas zonas de la periferia del SAM se establece
gracias a la actividad de un doble bucle de retroalimentacién negativo. En primer lugar, STM reprime la
actividad de los genes reguladores de la diferenciacion, ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1) y AS2 mientras estos
a su vez, forman un dimero que reprime la expresidn de los genes KNOX para promover la diferenciacién
celular (Byrne et al., 2002).
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SAM Figura 3. Red de genes reguladora del SAM. El gen WUS se
stem cell fate expresa en el centro organizador (OC), y con HAM1 y HAM2 forma
un complejo proteico para controlar el destino de las células
madre. WUS se desplaza hacia la zona central (CZ) para determinar
el destino celular. WUS promueve de manera directa o indirecta la
expresion de CLV3, que desencadena una via de sefializacion
donde acttian CLV1 y CLV2/CRN para limitar la expresién de WUS
en las células del OC. Figura obtenida de Gaillochet & Lohmann,
2015.

2.2. Regulacion del meristemo radicular

Los estudios llevados a cabo en los ultimos afios han permitido establecer que la regulacién del RAM
presenta ciertas similitudes con la regulacidon del SAM. Asi, en la raiz, destaca el papel del factor de
transcripcion  WOXS5, pardlogo a WUS, cuya principal funcién es mantener las células madre
desdiferenciadas (Dello loio et al., 2007). Por otro lado, en el RAM también se requiere la funcién de
péptidos para el mantenimiento de su actividad, que son homdlogos de CLV3, denominados
CLAVATA3/ESR 19 (CLE19) y CLE40. La expresion de estos péptidos se cree que esta relacionada con la
funcion de los genes SUPPRESSOR OF LLP1 1 (SOL1) y SOL2. El primero codifica la enzima zinc-
carboxipeptidasa y se cree que participa en el procesamiento de los ligandos CLV/CLE (Casamitjana-
Martinez et al., 2003). Por su parte, se ha observado que SOL2 es equivalente a CRN (Miwa et al., 2008).
Como se ha mencionado previamente, CRN y CLV2 actian como un complejo de sefializaciéon en el SAM,
y ademas, también perciben las sefales de los ligandos CLE en el RAM (Miwa et al., 2008; Miiller et al.,
2008). Por ello, se propone una via de sefializacion similar a la ruta CLV/WUS del SAM, pero en el
meristemo radicular. CLE40 interactia con el complejo del receptor quinasa Arabidopsis Crinkly
(ACR4)/CLV1 y regula positivamente su presencia (Figura 4). De esta manera, se restringe la expresion de
WOXS5, y se promueve la diferenciacion celular de las células madre manteniéndose el balance de las
células iniciales de la columela. Sin embargo, aun se desconoce la totalidad del funcionamiento de esta
ruta CLE40/ACR4 aunque se ha propuesto que esta via de sefializacién supone una innovacién a la red
regulatoria CLV/WUS (Bennet & Scheres, 2010).

RAM
stem cell fate

Figura 4. Red génica de reguladores que establece el meristemo radicular.
El factor de transcripcion WOX5 se expresa en el centro quiescente (QC) e
interactia con HAM?2 para indicar el destino celular a las células madre. El
péptido CLE40 junto con el complejo receptor CLV1/ACR4 bloquea la
expresion de WOX5. Figura obtenida de Gaillochet & Lohmann, 2015.
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3. Regulaciéon hormonal en los meristemos caulinar y radicular

El mantenimiento de los meristemos depende del correcto funcionamiento y cooperacién entre distintos
factores de transcripcion y la sefializacion hormonal (Su et al., 2011). Segun la presencia o ausencia de
estas hormonas, se promueve o se restringe la expresidon de distintos factores de transcripcidn que
regulan el mantenimiento de los meristemos (Blazquez et al., 2020). En los mecanismos de sefalizacion
por hormonas en los meristemos destacan la funcidn de las auxinas y las citoquininas, pero en los ultimos
afios se ha descrito el papel de otras fitohormonas como el acido jasmdnico, las giberelinas y las
estrigolactonas.

Las auxinas regulan una gran cantidad de procesos a lo largo de la vida de la planta como la divisidn, el
crecimiento y la diferenciacién celular. El mecanismo molecular de su sefializacién es similar al del 4cido
jasmonico, que interviene en la defensa vegetal, pero también en el desarrollo vegetal. En cuanto a las
giberelinas, se ha observado su papel en el control del tamafio de la planta, promoviendo la division y
expansion celular, asi como actdan en la germinacién de las semillas y la entrada a la fase reproductiva,
entre otros. Por su parte, las estrigolactonas regulan el crecimiento de los brotes axilares, la senescencia
de las hojas y el crecimiento secundario, asi como la arquitectura radicular (Blazquez et al., 2020).
Adicionalmente, se ha descrito el papel de los brasinoesteroides (BRs) en el correcto crecimiento de la
raiz. Asi, las auxinas promueven de manera positiva la expresion del gen BREVIS RADIX (BRX), que a su vez
es necesario para la sintesis de BRs y éstos regulan negativamente BRX (Bennett & Scheres, 2010).

Aparte de las auxinas, son bien conocidas las citoquininas (CKs), con un importante papel en la division
celular para el mantenimiento de la poblacién de células madre en los meristemos. Las auxinas y las
citoquininas pueden actuar de forma conjunta o bien de manera antagdnica. De este modo, controlan
grandes aspectos del desarrollo vegetal tales como el establecimiento y mantenimiento de los
meristemos (Su et al., 2011). Diversos estudios han demostrado la relacidn entre la actividad de factores
de transcripcion del tipo KNOX-1y WUS y las hormonas CKs, giberelinas y auxinas en el SAM para fomentar
el crecimiento de érganos laterales. Asi, KNOXI y WUS facilitan la actividad de las citoquininas en el SAM,
promoviendo la proliferacién celular, mientras que un elevado nivel de giberelinas y auxinas promueve la
diferenciacion celular (Shani et al., 2006). Aunque se sabe muy poco acerca de la activacién de la
transicion, es fundamental el papel de las CKs y las auxinas, por lo que, debido a su importancia en el
mantenimiento de los meristemos, centraremos la atencion en ellas.

3.1. Regulacion por citoquininas

Las citoquininas son hormonas vegetales imprescindibles para el crecimiento y el desarrollo de la planta,
siendo su principal funcién la de promover la division celular (Kyozuka, 2007). En el caso del RAM, las CKs
promueven la diferenciacidn celular (Kyozuka, 2007), mientras en el SAM, estas hormonas participan
tanto en el crecimiento como en el mantenimiento del meristemo, mediante la via de sefializacidon
CLV/WUS, promoviendo la expresion de WUS. En mutantes de los genes CLV, se ha observado la correcta
expresion de WUS tras un tratamiento con CKs, indicando la existencia de una via independiente de CLV
(Gordon et al., 2009).

Las citoquininas son necesarias en el SAM ya que una baja concentracidn provoca la reduccién del tamafio
del meristemo (Shani et al., 2006). Para la biosintesis de CKs es necesaria la actividad de las familias de
genes ISOPENTENYL TRANSFERASE (IPT). Por otro lado, la degradacién de las CKs es controlada por las
oxidasas Cytokinin Dehydrogenase (CKX) CKX3 y CKX5 (Gaillochet & Lohmann, 2015). Ademds, los niveles
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de estas hormonas se encuentran regulados positivamente por STM, ya que este factor de transcripcion
promueve la expresién de IPT7 e induce la actividad de los genes Arabidopsis Response Regulator de tipo
A (ARR) 7y ARR15, reguladores negativos de la sefializacion por CKs (Figura 5). ARR7/15 y las CKs a su vez
promueven la expresion de STM. Por tanto, hay una relacion entre STM y la cantidad de CKs y su
biosintesis para inducir la proliferacién celular y por tanto, mantener la poblacién de células madre en el
SAM. Esto, junto con la regulacion de las demas hormonas, giberelinas y auxinas, a través de KNOX-1,
hacen que STM tenga un importante papel en el control de los niveles hormonales del meristemo (Yanai
et al., 2005).

Por otro lado, se ha descrito que las CKs regulan los niveles de WUS mediante un bucle de
retroalimentacion en el que también intervienen ARR7 y ARR15, reguladores negativos de la sefializacion
por CKs. Estos reguladores intervienen en la expresion de CLV3, necesario para limitar la expresién de
WUS, por lo que ARR7 y ARR15 reprimen la transcripcién de WUS y este a su vez controla la expresién de
dichos reguladores (Leibfried et al., 2005).

[ Auxin maximum —> Auxin transport

Figura 5. Esquema de las rutas de sefializacion por citoquininas y auxinas en el SAM. En la CZ, las rutas de
sefializacidn por citoquininas y auxinas desembocan en ARR7/15. Las auxinas bloquean su expresién y de manera
contraria, las CKs la estimulan a través de la regulacion por STM, que activa la expresion de IPT7, promoviendo asi la
biosintesis de CKs. Por su lado, las auxinas a través del factor de transcripcion de tipo ARF MONOPTEROS (MP)
modaula la actividad de las células madre. Las CKs reprimen la transcripcion de WUS mediante la expresion de ARR7
y ARR15, manteniendo el estado indiferenciado de las células madre. Para el desarrollo de los 6rganos laterales, se
da un alto nivel de auxinas desde la CZ a la PZ (PO, primordio de 6rganos) que bloquea la sintesis de CKs mediante la
represion de KNOXI. Figura obtenida de Su et al., 2011.

A diferencia del SAM, en el RAM las citoquininas no inducen la proliferacion de las células meristematicas.
De hecho, las CKs controlan el tamafio del RAM regulando la velocidad de diferenciacion en sus células
(Dello loio et al., 2007; Kyozuka, 2007). En el RAM, las CKs tienen como receptores las proteinas
Arabidopsis Histidine Kinase (AHK2, AHK3 y AHK4/CRE1) (Hwang & Sheen, 2001; Inoue et al., 2001; Riefler
et al., 2006; To & Kieber, 2008), las cuales se activan mediante autofosforilacidn y transmiten la sefial al
nucleo, donde se fosforilan los factores de transcripcion de tipo ARR-B y ARR-A (Su et al., 2011).
Concretamente, estas proteinas intervienen en el control del tamafio del RAM en la TZ mediante las vias
de sefializacion AHK3/ARR1 y AHK3/ARR12. Estas proteinas se componen de un dominio CHASE
extracelular de unién a las CKs, un dominio histidina citoplasmatico quinasa y un dominio de tipo receptor.
Las CKs se unen a AHK2, AHK3 y AHK4/CRE y activan la autofosforilacidn de la histidina en el dominio
quinasa, la cual transfiere el grupo fosforilo al dominio receptor y de ahi a una proteina Arabidopsis His
Phosphotransfer. Estas proteinas se translocan al nucleo para transmitir el grupo fosforilo a los dominios
receptores de factores de transcripcion ARR-A o ARR-B (To & Kieber, 2008). De esta manera, se permite



establecer un equilibrio entre la division y la diferenciacidon celular para regular el desarrollo del
meristemo radicular hasta alcanzar su tamafio final (Dello loio et al., 2007).

Gracias a la caracterizacién de mutantes de Arabidopsis en los genes IPT3, IPT5 e IPT7, se sabe que el
crecimiento de la raiz es inversamente proporcional a la concentracidn de CKs en sus células, mostrando
un aumento del tamafo del meristemo radicular, lo que permite un crecimiento mas rapido de raices y
de mayor longitud (Dello loio et al., 2007). En el RAM, la sefializacidon de CKs es inhibida a su vez por la
expresion de ARR7 y ARR15 promovida por las auxinas, manteniéndose asi la poblacion de células madre
del meristemo. De este modo, se crea un bucle de retroalimentacién donde las CKs y las auxinas se
autorregulan en funcién del estado de desarrollo de la planta (Chapman & Estelle, 2009).

3.2. Regulacion por auxinas

En Arabidopsis, los procesos como la especificacidn del nicho de células madre, la divisidon y la elongacion
celular se encuentran conectados mediante una ruta compleja de auxinas. En esta red de auxinas
intervienen gran cantidad de senales, conformando asi un conjunto en el que estimulos tanto ambientales
como relacionados con el desarrollo pueden integrarse y regular el crecimiento radicular (Bennett &
Scheres, 2010). Las auxinas son esenciales para el mantenimiento de las células madre en los meristemos,
pues el bloqueo de su transporte hacia el MZ provoca una notable disminucidn de la poblacion de células
madre (Bennett & Scheres, 2010; Blilou et al., 2005).

La sefalizacidn por auxinas se encuentra controlada principalmente por dos tipos de reguladores
transcripcionales, las proteinas Auxin/Indole-3-acetic Acid (Aux/IAA), represoras de la sefializacion, y
Auxin Response Factor (ARF), activadoras o represoras de la regulacion de auxinas. La sefializaciéon de
auxinas ocurre mediante un sistema de respuesta basado en Skp1/Cullin/F-box (SCF). El complejo SCF
consiste en el adaptador proteico S Phase Kinase-Associated Protein 1 (SKP1), la proteina de soporte
Cullin1 (CUL1), una proteina F-box denominada Transport Inhibitor Response (TIR1) y una proteina Ring-
box (RBX) que interactua con la enzima conjugadora de la ubiquitina E3 (Figura 6). De esta manera, en
presencia de las auxinas, AUX/IAA se une a TIR1, marcando el complejo para la degradacién por el
proteasoma lo que permite la transcripcion de los genes ARF (Blazquez et al., 2020; Gaillochet & Lohmann,
2015).
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Figura 6. Sistema de respuesta vegetal mediado por auxinas basado en el complejo SCF. En ausencia de auxina, el
factor de transcripcidon ARF se encuentra formando un heterodimero con la proteina de tipo Aux/IAA. En presencia
del acido indol-3-acético (IAA), la forma predominante de auxinas (Sparks et al., 2013), Aux/IAA se une al complejo
SCF/TIR1, liberando a los ARF y permitiendo su correcta funcién para actuar como activadores o represores. Figura
obtenida de Sparks et al., 2013.

Los niveles de auxinas son regulados por numerosos procesos como la biosintesis, el transporte, la
percepcion y la sefializacién. Para la correcta formacidn del patrén de desarrollo en plantas, es esencial


https://www.zotero.org/google-docs/?EJpZhB
https://www.zotero.org/google-docs/?EJpZhB

gue se establezca un gradiente de auxinas a lo largo de ellas, por lo que el transporte de estas hormonas
es muy importante. En condiciones normales, se crea una distribucion de auxinas a lo largo de los tejidos
de la planta que se encuentran en distintas etapas de desarrollo (Su et al., 2011). Una de las familias que
interviene en su distribucién son los transportadores de tipo Pinformed (PIN). Una vez que se alcanza el
pico de sefializacién por auxinas en el QC, se promueve la expresién de los factores de transcripcion
Plethora (PLT), que controlan la transcripcidn de los genes PIN1, PIN3y PIN7 (Blilou et al., 2005; Gaillochet
& Lohmann, 2015), afectando de esta manera a la distribucién de auxinas (Figura 7). Consecuentemente,
éstas promueven la division celular y regulan el tamano de MZ mediante su influencia en la expresion de
los genes PLT (Bennett & Scheres, 2010). Por otro lado, los genes PLT se encuentran regulados por la
familia Root Growth Factor (RGF), que codifica péptidos de tipo tirosina-sulfato, que a su vez regulan los
niveles de expresién de los genes de la biosintesis de auxinas (Matsuzaki et al., 2010; Zhou et al., 2010).
De esta manera, las auxinas definen el nicho de células madre del RAM, y por otro lado, también
contribuyen a la diferenciacidn celular en la columela mediante la regulacidn positiva de ARF10y ARF16,
que a su vez reprimen WOX5 (Ding & Friml, 2010). Niveles bajos de auxinas provocan la activacion de los
reguladores negativos de citoquininas, ARR7 y ARR15 (Zhao, 2010). Se ha sugerido que las citoquininas
regulan negativamente los genes que codifican los transportadores de auxinas PIN en el MZ, alterando asi
la distribucién de auxinas en el RAM (Bennett & Scheres, 2010).

Figura 7. Esquema de las rutas de sefializacion por auxinas y
citoquininas en el RAM. El transporte de auxinas polarizado (PAT)
- — Differentiation se encuentra modulado por los genes PINFORMED: PIN1, PIN3 y
Cell differentiation zone
(low PAT) PIN7. Estos a su vez son regulados por los genes PLETHORA (PLT),
cuya expresion es promovida por la familia Root Growth Factor
(RGF). Las citoquininas limitan la expresién de los transportadores
Transition PIN, disminuyendo el nivel de PAT y promoviendo la entrada de las
Cell division SR células al proceso de diferenciacidn celular. Figura obtenida de
(high PAT) Gaillochet & Lohmann, 2015.
s Transit-
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4. Papel de MINIYO en la diferenciacién celular

En la diferenciacion celular de Arabidopsis thaliana es esencial la actuacion del gen MINIYO (IYO). Este
papel se comprendid gracias a la caracterizacidon del mutante iyo-1 de Arabidopsis, que tiene una mutacidn
puntual que provoca un cambio de aminodcido de glicina (G) a acido glutamico (E) en la posicién 963
(Sanmartin et al., 2011). El alelo mutante iyo-1 presentan un aumento en el tamafo del SAM y un retraso
en la organogénesis, causado probablemente por defectos en la entrada de las células a la diferenciacién
celular, mientras los alelos fuertes iyo-2 e iyo-3 presentaron un bloqueo del desarrollo del embrién.
Ademas, en los mutantes iyo, la ausencia de /YO afecta al desarrollo del meristemo de la raiz de
Arabidopsis, provocando un retraso en la entrada en la diferenciacion celular del RAM. Asimismo, se ha
observado el efecto de la pérdida de funcién de /YO en otros meristemos de la planta, como el
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procambium y la protodermis, donde se ha observado un retraso en la entrada en diferenciacion
(Sanmartin et al., 2011). Por el contrario, la sobreexpresion de este gen conlleva una diferenciacion celular
prematura dando lugar a que los meristemos adquieran un fenotipo terminado, por lo que se ha visto su
importancia para el correcto desarrollo de los meristemos de las raices y los tallos. Por tanto, /YO es
necesario para el inicio de la diferenciacién y participa en esta primera etapa del proceso en todos los
meristemos de la planta, asi como durante el desarrollo del embrién (Sanmartin et al., 2011).

Se ha estudiado la actividad de IYO en relacién a dos importantes genes reguladores de la formacidn del
SAM: CLV3 y STM. Por un lado, el cruzamiento de los mutantes c/v3-2, con una gran proliferacion de
células madre, e iyo-1, mostré como resultado aditivo de ambos mutantes, por lo que se infiere que /YO
y CLV3 participan en rutas independientes en el SAM. Por otro, STM se expresa en células meristematicas
y es necesario para evitar la diferenciacién y mantener el nicho de células madre. Mediante el cruzamiento
de iyo-1 con el mutante stm-6 que ocasiona una diferenciacidon prematura y la terminacion del SAM, se
observa un crecimiento indeterminado del SAM (Sanmartin et al., 2011). Con ello, se sugiere que /YO es
necesario para la diferenciacion prematura en stm-6 y que /YO y STM son epistaticos (Sanmartin et al.,
2011) ya que /YO podria ser responsable en la funcion de STM dejando de actuar cuando las células inician
la diferenciacidn en la periferia del SAM (Long et al., 1996). De este modo, /YO juega un papel importante
en el paso hacia la diferenciacion celular en Arabidopsis.

En Arabidopsis, /YO se expresa mayoritariamente en los meristemos y los primordios, mientras que su
expresién es baja en tejidos maduros diferenciados. Se ha propuesto que estas células meristematicas
requieren una baja concentracién de IYO para permanecer indiferenciadas mientras es necesaria una
elevada expresion de /YO en las células que inician la diferenciacion celular (Sanmartin et al., 2011).
Ademas, la distribucién subcelular de 1YO varia en funcién de la regién en la que se encuentren las células.
Asi, IYO se localiza en el nucleo en las células localizadas en la periferia del RAM que inician la
diferenciacién (Figura 8), a diferencia de lo que ocurre en las células madre del meristemo, donde la
localizacién es citosdlica. Por tanto, para que se inicie el proceso de diferenciacion, se debe dar el
desplazamiento de IYO desde el citosol hacia el nucleo de las células localizadas en la periferia del
meristemo (Mufioz et al., 2017).

pIYO:IYO-GFP

EZ

plYO:IYO-GFP

Figura 8. Expresion de las regiones promotoras de MINIYO en el RAM de Arabidopsis. (A) Tincién GUS e imagen
confocal de lineas transgénicas de Arabidopsis que portan la construccion p/YO::GUS y plYO::IYO-GFP. La distribucidn
de ambas construcciones a lo largo del meristemo muestra una mayor expresion de /YO en la zona de transicion (TZ),
donde comienza el proceso de diferenciacion. (B) Detalle de la localizacidn subcelular de IYO. La proteina IYO se
localiza mayoritariamente en el nicleo conforme las células entran en la TZ. Figura obtenida a partir de Sanmartin
et al.,, 2011.
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En diferentes estudios se ha observado que en Arabidopsis el mecanismo de iniciacion de la diferenciacion
celular comienza con el transporte de /YO desde el citosol hacia el nlcleo de las células en la TZ (Sanmartin
et al.,, 2011; Sanmartin et al.,, 2012; Mufioz et al., 2017). El analisis de la proteina IYO ha permitido
identificar dominios responsables de la localizacidn nuclear y se ha visto que el motivo RGG es importante
para la funcién pro-diferenciadora (Sanmartin et al., 2011). Asimismo, en Arabidopsis 1YO posee dos
dominios con sefiales de localizacidn nuclear (NLS), uno en el extremo N-terminal y otro en el C-terminal,
los cuales tienen un papel importante en el transporte de la proteina al nucleo, ya que mutaciones en
esos dominios afectan a la acumulacion nuclear de IYO. De esta manera, IYO interactia mediante los NLSs
con el receptor IMPA4 para su importacion al nucleo. Asimismo, IYO es ortdloga a la proteina RNA
Polymerase Associated Protein-1 (RPAP1) (Lynch et al., 2018), que contiene un dominio de unién a la ARN
polimerasa Il y modula su transporte al nucleo celular (Jeronimo et al., 2007; Gibney et al., 2008; Forget
et al., 2010, 2013). IYO ademas interacciona con la GTPasas GPN1, que tiene un papel importante en el
transporte nuclear de la ARN polimerasa Il, y se ha observado que GPN1 se une a IYO en el citoplasma
para su importe al nucleo, donde ademas se requiere de los dominios NLS (Contreras et al., 2019).

4.1. Funcién de MINIYO en la regulacidon de la transcripcion

IYO presenta un 24% de similitud con la proteina RPAP1 de mamiferos (Jeronimo et al., 2004). La RPAP1
es una proteina multidominio de gran tamafio que se encuentra altamente conservada en todo el reino
animal. La secuencia de RPAP1 muestra una alta similitud con proteinas de funcién desconocida de Mus
musculus y Rattus norvegicus, y del insecto Drosophila melanogaster (Jeronimo et al., 2004; Lynch et al.,
2018). De manera similar a lo observado en Arabidopsis, RPAP1 se define como un importante elemento
en la diferenciacidn celular que desempefia un papel crucial en la expresion de genes del desarrollo (Lynch
et al., 2018; Mufioz et al., 2017; Sanmartin et al., 2011).

Figura 9. Modelo de accién de la proteina RPAP1 en humanos.
RPAP1 interacciona con el complejo de la ARN Pol Il y sirve de
enlace entre este y el complejo Mediador, lo que facilita el
reclutamiento del complejo a “enhancers” que estan unidos a
activadores transcripcionales que facilitan la transcripcion de
genes implicados en la identidad celular y de diferenciacion. Figura
obtenida de Lynch et al., 2018.

A
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La caracterizacion de IYO y sus ortdlogos en levaduras, RBA50/YDR527W y mamiferos ha revelado que
interacciona con las subunidades RPB3 y RPB11 del complejo ARN Pol Il (Sanmartin et al., 2011; Lynch et
al., 2018). Ademas, en levaduras y humanos se ha identificado también la interaccién con la subunidad
RPB2. En el caso de Saccharomyces cerevisae, |a falta de |la proteina RBA50/YDR527 causa alteraciones en
la expresion génica, similares a los observados con la ausencia de la subunidad RPB11 (Jeronimo et al.,
2004). En mamiferos se ha descrito que RPAP1 actla regulando la transcripcién de la ARN Pol Il (Lynch et
al., 2018). Asi, el papel de RPAP1 es crucial en el proceso de diferenciacién ya que permitiria el ensamblaje
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de los factores reguladores necesarios para que se active esta fase, entre ellos, la proteina RPAP2, la ARN
Pol Il y el complejo Mediador (Figura 9). Asimismo, junto a RPAP2, las proteinas RPAP3 y RPAP4 actuan de
manera esencial como chaperonas en el transporte hacia el nucleo para el complejo ARN Pol Il (Jeronimo
et al., 2004).

En este reclutamiento de la ARN Pol Il interviene el complejo promotor TBP (TATA-binding protein), que
se asocia al factor de transcripciéon TFIIF, compuesto por las subunidades RAP74 y RAP30, y se asocia
directamente a la ARN Pol Il para reclutar esta enzima al promotor. De esta manera, TFIIF propicia la
envoltura del ADN sobre la ARN Pol Il en la fase de pre-iniciacién de la formacidn del complejo. En este
proceso también participan otros factores de transcripcién como TFIIE y TFIIH, donde el primero
promueve las actividades de TFIIH helicasa, con la que abre el promotor, y la quinasa, para fosforilar el
dominio carboxi-terminal (CTD) de Rpbl para el inicio de la elongacién transcripcional. Para el
reclutamiento de la ARN Pol Il en el promotor de ADN, ésta debe tener su dominio CTD fosforilado. En la
fase de pre-iniciacidn, la fosfatasa Fcpl de CTD puede desfosforilar a Rpb1 para reciclar la ARN Pol Il
(Jeronimo et al., 2004). En cuanto a su regulacion, los factores de transcripcién TFIIF y TFIIB pueden unirse
a Fcpl para estimular o inhibir su actividad fosfatasa, respectivamente (Chambers et al., 1995). Por tanto,
TFIIB, TFIIF y Fcpl participan de manera importante en la regulacidon durante la transcripcion de ARN Pol
1.

Ademas de interactuar junto con la ARN Pol I, IYO interacciona con ELO3, una proteina con actividad
histona acetil-transferasa que forma parte del complejo de elongacidén (Nelissen et al., 2010). De este
modo, IYO podria actia como un regulador positivo en la elongacion transcripcional, una fase esencial
para comenzar la diferenciacién celular en los tejidos meristematicos (Sanmartin et al., 2011). Sin
embargo, se desconocen los mecanismos subyacentes a este proceso, aunque se ha propuesto que los
cambios en la localizacion subcelular de IYO podrian actuar como uno de los puntos de regulacién del
proceso.

4.2. Importancia de RIMA en la localizacion de MINIYO

En ensayos de purificacion de la ARN Pol Il en mamiferos, se han identificado cuatro proteinas,
denominadas (RPAP) (Jeronimo et al., 2007), preferencialmente unidas al complejo, y conservadas en
levaduras, plantas y animales. Se ha propuesto que estas proteinas son necesarias para el correcto
ensamblaje de la ARN Pol Il en el citoplasmay para su importe al nucleo, ya que su ausencia causa defectos
en la acumulacién o en la actividad enzimatica de la ARN Pol Il en el nucleo (Jeronimo et al., 2004;
Sanmartin et al., 2011; Staresincic et al., 2011; Mufoz et al., 2017).

Dentro de este grupo de proteinas, se encuentra RPAP2, cuyo homdlogo en plantas, RPAP2 IYO MATE
(RIMA), interacciona con IYO (Mufioz et al., 2017). RIMA se expresa mayoritariamente en el SAM, en los
primordios foliares y en la inflorescencia, asi como en évulos y embriones en desarrollo. A su vez, la
expresion de RIMA en el RAM se concentra en la zona de transicidon y en los primordios de las raices
laterales (Mufioz et al., 2017). Por lo tanto, los transcritos de RIMA se expresan y acumulan en las mismas
zonas de la planta que los de IYO.

La ausencia de RIMA en Arabidopsis provoca un retraso en el inicio de la diferenciacidn celular, lo que
provoca alteraciones en el desarrollo normal de la planta, de manera similar a lo observados en los
mutantes de /YO (Sanmartin et al., 2011, Mufioz et al., 2017). Se ha descrito que IYO y RIMA interacttan
fisicamente y RIMA es necesario para que IYO se transporte al ntcleo (Mufoz et al., 2017). Inicialmente,
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en la célula, la proteina RIMA se encuentra alojada en el citosol y una vez que se une a IYO, el complejo
se traslada hacia el nucleo donde IYO se acumula para actuar. Por ello, el transporte mediado por RIMA
es esencial para la correcta funcion de IYO, y la consecuente activacién de la diferenciacidn en las células
madre en los meristemos (Mufioz et al., 2017). Ademas, RIMA e IYO podrian actuar juntas para promover
la elongacién transcripcional de genes implicados en la diferenciacién (Mufioz et al., 2017).

5. Conservacion evolutiva de la regulacion de la diferenciacidon celular

La conservacion funcional de IYO y RPAP1 como factores pro-diferenciacion a través de la divisidon planta-
animal sugiere que esta funcion es anterior a la separacidn de los dos reinos y por lo tanto estaba presente
en el antepasado de todas las plantas. Los andlisis filogenéticos colocan a las hepaticas como el linaje
divergente mas antiguo de las plantas terrestres existentes (Qiu et al., 2006), por lo que las investigaciones
con las hepaticas son de particular interés debido a su posicion evolutiva critica.

Los tres primeros linajes de plantas terrestres existentes fueron las briéfitas formadas por las hepaticas,
los musgos y las antocerotas (Bowman et al., 2017). Las plantas denominadas antocerotas comparten su
tamanfio pequefio, un gametéfito independiente y dominante y un esporéfito dependiente, con los musgos
y las hepdticas, y se habian considerado en una misma divisidn. Sin embargo, las antocerotas son
consideradas hoy en dia, por la mayoria de expertos como una division aparte, la Anthocerotophyta (Shaw
& Renzaglia, 2004). Lo mismo ocurre con las hepdticas que constituyen una divisiéon aparte,
denominandose Marchantiophyta (Glime, 2017). Por tanto, se ha consensuado que para referirse a estas
divisiones se pueden tratar como un Unico conjunto, al que se les denomina “Bryophyta sensu lato”,
donde se incluirian las hepaticas y las antocerotas, ademas del grupo monofilético de los musgos, que
pueden ser referidos como “Bryophyta sensu stricto”. En el mundo vegetal, las bridfitas constituyen el
segundo grupo mds numeroso después de las angiospermas. Las briofitas se caracterizan por carecer de
tejidos vasculares, estomas y raices propiamente dichas, en su lugar poseen rizoides unicelulares. A
diferencia de las plantas vasculares, las bridfitas poseen un gametdéfito dominante con dotacidn
cromosomica haploide, sobre el que se forma el espordfito diploide (Bowman et al., 2017; Glime, 2017).

5.1. Marchantia polymorpha

Dentro de la divisién hepatica, se encuentra el grupo Marchantiopsida, al cual pertenece la especie
Marchantia polymorpha, un organismo modelo emergente para realizar estudios evolutivos, a nivel
molecular, de procesos de desarrollo complejos. Sin embargo, M. polymorpha se ha empleado durante
mas de 200 afios para realizar estudios acerca de las respuestas morfoldgicas y fisioldgicas ante distintos
factores ambientales, y es una especie vegetal muy utilizada para describir el desarrollo de sus estructuras
(Shimamura, 2015).

Marchantia presenta una gran variabilidad morfolédgica que ha sido estudiada por taxonomistas a lo largo
de la historia y ha llevado a la descripcion de hasta 50 especies y taxones infraespecificos, principalmente
a finales del siglo XVIIl y a principios del XIX. Mediante cruzamientos, Burgeff (1943) observd una
infertilidad restringida entre tres variedades europeas y las relaciond con los nombres de taxones
infraespecificos descritos por Nees en 1838, como M. polymorpha L. (sensu stricto), M. aquatica (Nees)
Burgeff y M. alpestris (Nees) Burgeff. Esta taxonomia de Burgeff ha sido la mas empleada por la mayoria
de botdnicos europeos (Bischler-Causse & Boisselier-Dubayle, 1991; Shimamura, 2015). En funcién de los
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caracteres morfoldgicos, patrones isoenzimaticos y preferencias ecoldgicas, se reconocen tres
subespecies de M. polymorpha L., siendo M. polymorpha L. subsp. polymorpha, la que se corresponden
con la previamente conocida como M. aquatica; M. polymorpha L. subsp. montivagans Bischl. &
Boisselier-Dubayle, denominada anteriormente como M. alpestris; y M. polymorpha L. subsp. ruderalis
Bischl. & Boisselier-Dubayle, conocida com M. polymorpha (sensu stricto) (Shimamura, 2015).

Las hepaticas (Marchantiophyta) suponen una importante clasificacidn en la filogenia vegetal, por lo que
su estudio es de gran utilidad para la investigacion de la diversidad de distintos fendmenos bioldgicos bajo
una perspectiva evolutiva. M. polymorpha ofrece una serie de ventajas como planta modelo: un ciclo de
vida corto, facilidad de propagacién, alta frecuencia de transformacién y un tamafio de genoma pequefio,
de aproximadamente 280 Mb. Ademas, en esta planta las redes genéticas implicadas en distintos procesos
bioldgicos se encuentran conservadas de una manera mas sencilla que en otras plantas terrestres
(Shimamura, 2015). Por ello, M. polymorpha constituye un sencillo e interesante modelo de estudio y
para ello se han aislado para secuenciar el genoma las accesiones masculina y femenina Takaragaike-1
(Tak-1) y Takaragaike-2 (Tak-2), respectivamente, de M. polymorpha (Ishizaki et al., 2015).

El género Marchantia consta de un ciclo de vida haplo-diplonte, con una fase haploide multicelular de
generacion de gametéfitos, y una fase diploide multicelular, donde se originan espordfitos (Figura 10). La
primera generacion domina su ciclo vital y origina la parte principal del cuerpo de la planta, el talo
(Shimamura, 2015). En M. polymorpha, esta primera fase haploide comienza con una espora unicelular
generada por meiosis (meiospora) a partir de espora madre que se localiza en el espordfito. Tras la
germinacidon de la meiospora, esta sufre procesos de mitosis hasta llegar a la estructura denominada
esporolina que origina el talo (Ishizaki et al., 2015).

Marchantia polymorpha es una especie dioica, que contiene drganos tanto femeninos como masculinos
albergados en diferentes talos (Bowman et al., 2017; Shimamura, 2015). El talo de la planta se origina a
partir de numerosas divisiones altamente reguladas de la célula que se localiza en el apice del talo y se
considera una zona meristematica. Sobre la parte dorsal del talo se forman unas estructuras en forma de
copas (gemma cups) que albergan gran cantidad de clones multicelulares llamados gemas. La parte
ventral se encuentra ocupada por células tubulares que reciben el nombre de rizoides y se encargan de
absorber agua y nutrientes del suelo (Shimamura, 2015).

5.2. Ciclo vital

En Marchantia, se puede dar la reproduccién sexual o asexual. Para la reproduccion de tipo asexual, en la
parte dorsal del talo maduro se producen unas estructuras denominadas copas donde se localizan
numerosas gemas multicelulares, a través de las cuales la planta se reproduce individualmente. Estas
copas de gemas se localizan normalmente en cada bifurcaciéon del talo (Shimamura, 2015). La
reproduccion sexual se produce mediante la interaccién del gametangio femenino, denominado
arquegonio, y el masculino, conocido como anteridio, que se originan, respectivamente, en las ramas de
los talos femenino y masculino (Figura 10). En el arquegonio se encuentra una cavidad donde se forma el
O6vulo mientras que el anteridio genera gran cantidad de gametos masculinos, conocidos como
anterozoides. Gracias a las gotas del agua del ambiente donde se desarrollan los talos, la célula masculina
llega al 6vulo y consigue fertilizarlo. De esta manera, el zigoto se desarrolla en un esporofito en el interior
del arquegonio, protegido por una estructura llamada caliptra. Tras numerosas divisiones meiéticas, las
esporas son liberadas y daran lugar a nuevos talos (Shimamura, 2015).

15



“Uogeimew

mature female
gametophyle

D%, mature male
iﬁ/ gametophyte

thallus X chr Y che " thallus

'\ LR ) & ___,/

sporeling { '} sporeling
Figura 10. Ciclo vital de Marchantia polymorpha. En la reproduccidon asexual la planta puede reproducirse
individualmente a través de gemas localizadas dentro de las copas de los talos. El ciclo sexual comienza con una
espora germinada que darad lugar a un talo, si es el masculino libera el gameto, denominado anterozoide o
espermatozoide, el cual entra en contacto con el évulo dentro del arquegonio. Asi, se genera un zigoto que crece
hasta originar una meiospora que se desarrolla hasta un talo maduro. Figura obtenida de Schmid et al., 2018.

5.3. Seializacion hormonal durante el desarrollo de Marchantia polymorpha

Marchantia polymorpha esta emergiendo como un organismo modelo con el que estudiar procesos
especificos de desarrollo a nivel molecular y celular, debido a su fase gametofitica haploide dominante y
su baja redundancia genética que facilita el analisis genético. El genoma de esta hepatica ha dado lugar a
grandes avances en el estudio de las hormonas durante el desarrollo de las plantas. M. polymorpha
codifica un conjunto minimo, pero completo, de las moléculas de sefializacion en las plantas terrestres
(Bowman et al., 2017; Blazquez et al., 2020).

5.3.1. Papel de las citoquininas en el desarrollo de Marchantia

En M. polymorpha, los tejidos del talo se originan a partir de cuatro merdfitos, grupos de células originadas
a partir de la misma célula inicial, denominados dorsal, ventral y dos laterales, los cuales surgen de una
Unica célula localizada en el apice del talo. Se ha descrito que la sefializacién de las CKs actua controlando
a las células precursoras originadas por los meréfitos, coordinando asi el desarrollo de los érganos a lo
largo del crecimiento del talo (Aki et al., 2019b), de una manera analoga a lo que se ha descrito en plantas
vasculares. De hecho, se ha observado una gran similitud entre los componentes de la ruta de sefalizacidn
de las CKs en Marchantia y en Arabidopsis.
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La sefializacion por citoquininas se basa en un sistema de fosforilacion en cadena o fosfo-relay (Kieber and
Schaller 2014). En Arabidopsis, esta formado por receptores con dominio CHASE de tipo histidina-quinasa
(CHKs), proteinas fosfo-transferasa que contienen histidina (HTPs) y reguladores de respuesta (RRs). Los
CHKs perciben la sefial de CKs, se autofosforilan y transmiten un fosfato a las HTPs, que promueve el
movimiento de estas proteinas hacia el nucleo. En el nucleo, las HTPs proporcionan el fosfato a los RRs de
tipo B, los cuales se activan y regulan, como factores de transcripcidn, la expresion de distintos genes. En
M. polymorpha se encuentran conservados todos los factores necesarios para la seializaciéon por CKs.
Dentro de su genoma se han identificado dos MpCHKs, una MpHPT, y los reguladores MpRRA y MpRRB
(Bowman et al., 2017; Aki, et al., 2019a). Sin embargo, todavia se desconoce en gran parte cdmo las CKs
regulan la proliferacion celular (Aki, et al., 2019a).

La disminucidn de los niveles de CKs en Marchantia, provocados por la sobreexpresién de la CK oxidasa 2
(MpCKX2), encargada de la degradacion de CKs o del regulador negativo de CKs MpRRA, conlleva una
disminucién en el tamanio del talo, la formacién de pocas copas de gemas y un mayor crecimiento de los
rizoides en la parte ventral (Aki et al., 2019a). Por tanto, Marchantia requiere la presencia de CKs para el
crecimiento del talo, asi como para la formacién de las copas donde se encuentran las gemas (Aki et al.,
2019a). Ademas, el silenciamiento de los reguladores MpRRB y la sobreexpresién de MpRRA ocasiona
alteraciones en el desarrollo del talo y una menor cantidad de copas de gemas (Flores-Sandoval et al.,
2015). Estos datos indican que el nivel de CKs influye en el desarrollo controlando la formacién de las
copas y los rizoides, asi como regulando el crecimiento del talo mediante la via mediada por MpRRB, un
regulador esencial para la organogénesis de la planta. MpRRA y MpRRB se expresan en los talos maduros,
aunque la expresién de MpRRA se localiza en la nervadura a lo largo del crecimiento del talo y en las copas
de las gemas en fase de desarrollo. Por su lado, MpRRB se expresa en un alto nivel durante la fase
reproductiva de la planta (Aki et al., 2019a). Sin embargo, el patron de respuesta de Marchantia
polymorpha frente a la sefializacidn por CKs y la influencia de estas fitohormonas en la generacién de los
drganos reproductores y cOmo se encuentra regulada todavia esta por elucidar completamente.

Se ha visto que la expresidon de MpRRA se encuentra regulada de manera positiva por la sefalizacion de
MPpRRB, que se encuentra a su vez mediada por CKs. Se trata de un bucle retroalimentativo, similar al
descrito en plantas vasculares (Figura 11), dado que MpRRA regula de manera negativa la sefializacién
por CKs mediada por MpRRB.

———— Ad

' CKs | MpRRB MpRRA

Figura 11. Bucle de retroalimentacidn de la seiializacion de citoquininas en Marchantia polymorpha. MpRRB regula
de manera positiva la sefializacion de CKs para controlar el crecimiento del talo, el nimero de copas donde se
localizan las gemas y de los rizoides de Marchantia y activa la expresion de MpRRA. MpRRA regula a su vez
negativamente la sefializacidon por CKs, actuando de manera antagonista a MpRRB y permitiendo el control de la
sefializacidn de CKs.
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5.3.2. Importancia de las auxinas en Marchantia

En Arabidopsis, la acumulacién de auxinas promueve el crecimiento y la diferenciacion de los tejidos,
comportandose como un desencadenante morfo-genético. En M. polymorpha, las auxinas acttian a lo
largo de las distintas etapas del crecimiento y su accion es esencial tanto en la propagacién vegetativa
como durante el desarrollo del esporofito tras la fertilizacion (Ishizaki et al., 2012). Ademas, la presencia
de auxinas promueve la formacién de los rizoides y altera la formacion de las copas de gemas (Flores-
Sandoval et al., 2015). En Marchantia, las auxinas son también necesarias para la transicion de las distintas
fases durante el desarrollo gametofitico, desde el estado de esporolina, estructura desorganizada, hasta
protalo, que presenta una estructura bidimensional, asi como en el desarrollo del talo, donde se adquiere
una estructura tridimensional (Flores-Sandoval et al., 2015). La fertilizacién podria activar la biosintesis de
auxinas y/o su transporte para su acumulacidn y se ha propuesto que cambios en la distribucion de
auxinas controlarian el desarrollo del esporéfito (Ishizaki et al., 2012). A lo largo del crecimiento de la
planta, las auxinas se acumulan en altos niveles durante el desarrollo de las copas y las gemas de su
interior. En funcién de la concentracién de auxinas y el tejido donde se localicen, se estimula o inhibe la
elongacién celular, por lo que la distribucién de auxinas a lo largo de los érganos de la planta ocasiona
alteraciones en la morfologia de los mismos.

En Marchantia se han identificado los ortélogos a las proteinas Topless (MpTPL), Aux/IAA (MplAA) y los
pardlogos MpARF1, MpARF2 y MpARF3. Se ha observado que MplAA, MpARF1 y MpARF2 regulan la
activacion de la expresidn génica derivada de la actividad de auxinas. Por su lado, MpARF3 no interacciona
con MpARF1 o MplAA, por lo que se sugiere un papel independiente de auxinas en la regulacién génica
(Flores-Sandoval et al., 2015).

Se ha observado que las lineas de Marchantia carentes de MplAA crecidas en medio con auxinas poseen
un tamafio mucho menor que las plantas silvestres. Ademas, el aporte de analogos sintéticos de auxinas
como el acido 2,4-diclorofenoxiacético y el acido naftaleno-1-acético en Marchantia, ocasiona la iniciacién
y elongacion de los rizoides, disminuye el tamafio del talo, inhibe el crecimiento de gemas hacia el estado
de talo y promueve la regeneracion a partir de un explante de este. Todo ello sugiere que el silenciamiento
de MpIAA provoca una hipersensibilidad a la presencia de auxinas que indica que MpIAA reprime la ruta
de sefalizacidn de auxinas en M. polymorpha (Flores-Sandoval et al., 2015; Ishizaki et al., 2012). A pesar
de lo que se ha descrito hasta ahora, queda mucho por investigar acerca de las bases moleculares en la
sefializacion por auxinas en las bridfitas.
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Il. OBJETIVOS

Estudios recientes sugieren que los genes /YO y RIMA son los componentes principales del interruptor
molecular que activa la diferenciacidn celular y se han identificado homdlogos en todas las plantas
existentes y también en animales y hongos multicelulares (Sanmartin et al., 2011, 2012; Mufioz et al.,
2017), por lo que la comparacion de la funcidn del interruptor IYO/RIMA en plantas distantes podria
ayudar a revelar mecanismos conservados implicados en la iniciacién de la diferenciacién en todas las
plantas.

El objetivo final, por tanto, de este trabajo es el estudio de la expresiéon de gen MINIYO en Marchantia
polymorpha para comprender su implicacion en la diferenciacién celular, establecer su patrén de
expresion y definir si estd restringido a nichos donde se localizan las células madre de manera similar a lo
que ocurre en Arabidopsis thaliana. Para ello, los objetivos especificos son los siguientes:

- Generacion de tres construcciones con la posible region promotora de MplYO fusionadas a los genes
reporteros GUS, citrina y luciferasa. Por un lado, una regién 4 kb aguas arriba del codén de iniciacidn
del gen MplYO, y dos versiones delecionadas de dicha regiéon promotora, de 2 kb y 600 bp aguas arriba,
qgue contienen los motivos reguladores cis conservados identificados en el estudio filogenémico. Con
ello se pretende definir la secuencia minima necesaria para mantener la expresion de MplYO asi como
establecer a nivel tisular el patrén de expresién de MplYO en Marchantia.

- Transformacién de Marchantia polymorpha con las construcciones generadas mediante la infeccion

por Agrobacterium tumefaciens. Asimismo, se pretende establecer un nuevo protocolo de
transformacién de esta hepatica.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal y condiciones de cultivo

Para la realizacion del presente trabajo, se ha empleado la accesién masculina Takaragaike-1 (Tak-1) de
Marchantia polymorpha (Ishizaki et al. 2008). Los talos de M. polymorpha se crecieron en medio de cultivo
Gamborg B5 al 1% de agar, pH 5.5 y en placas Petri (90 mm de didametro), bajo un fotoperiodo de dia largo
(16h luz/8h oscuridad) a 22°C y humedad relativa entre el 50% y el 70%. Se utilizo la propagacion asexual
mediante el uso de gemas, que se desarrollan en un talo maduro en 2-3 semanas, para conservar las lineas
transformadas y el ecotipo silvestre.

2. Plasmidos y cepas bacterianas

En este trabajo de Fin de Grado, se empled la cepa de Escherichia coli DH5a para las manipulaciones
rutinarias de ADN. Para ello, las bacterias se crecieron a 37°C en medio Luria-Bertani (LB; 10 g/L de
bactopeptona, 10 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de NaCl, pH 7.4) suplementado con 15 g/L de agar
para su crecimiento en sélido, y con los antibiéticos necesarios segun el tipo de plasmido, para la selecciéon
de los transformantes. Para la transformacién de Marchantia polymorpha, se emplearon las cepas de
Agrobacterium tumefaciens GV3101 para la transformacién de los talos de la planta y la cepa EHA101 para
la transformacidn de gemas. Se crecieron en medio LB a 28°C.

Los plasmidos empleados en este trabajo fueron pGWB435 que porta el gen de la luciferasa, pMpGWB104
que contiene el gen GUS, pMpGWB107 para las construcciones de la regién promotora con citrina y
pMpGWB108 para generar la construccion pEF::MpRIMA-Citrina.

3. Obtencion de las construcciones del promotor de MpMINIYO
3.1. Reaccién Gateway LR

Para la obtencidn de las construcciones que portar la region promotora del gen MplYO fusionadas a los
genes reporteros que codifican las proteinas luciferasa y el fluoréforo citrina se utilizd la tecnologia
Gateway (Invitrogen). Mediante esta técnica se produce la recombinacién entre los denominados
plasmidos de entrada que contienen las secuencias de interés, en nuestro caso las regiones promotoras
del gen MplYO, y los plasmidos destino, que contienen los genes reporteros. Se partié de los vectores de
entrada pMplYO-4A, que contienen la regién gendmica 4 kb aguas arriba del codén de inicio del gen
MplYO, y el vector pMplYO-4ll, que contiene esta region mas el primer exdn, el primer intrén y 12 pb del
segundo exon del gen MplYO, y los vectores destino pMpGWB107, que contenia el gen reportero de la
citrina (Cit), y pGWB435, con el gen de la luciferasa (LUC), ya disponibles en el laboratorio. Se realizé la
reaccion Gateway LR para obtener los plasmidos binarios finales pMplYO-4A::LUC, pMplYO4A::Cit,
pMplYO-411::LUC y pMplYO-4li::Cit. La reaccion se realizd en un volumen final de 5 pl, afiadiendo 1 pl del
Mix LRy, para las construcciones con citrina, se emplearon 2 pl de pldsmido pMpGWB107 y aquellas con
la luciferasa 1 pl de plasmido pGWB435. Para las reacciones con pMplYO-4A::Cit se empledé 1 ul de
pldsmido de entraday, para los demds casos 2 pl.
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Las muestras se incubaron a 22°C durante toda la noche. Posteriormente, se afiadié 1 pl de la Proteinasa
K para inactivar la reaccidn, y se incubd a 37°C durante 10 minutos. Las construcciones se transformaron
en células de Escherichia coli DH5a y se seleccionaron colonias positivas gracias a su crecimiento en medio
selectivo.

3.2. Transformacidn de Escherichia coli por choque térmico

La transformacion de células competentes en E. coli se realizé por choque térmico (Sambrook et al., 1989).
Las alicuotas de las células competentes guardadas a -80°C se descongelaron en hielo vy, tras afiadir 4 pl
del pldasmido de interés, se incubaron en hielo durante 20-30 min. Posteriormente, se sometieron a un
choque térmico de 90 segundos a 42°C, y se pasaron rapidamente a hielo durante 2 minutos. Después, se
afiadié 1 ml de medio LB y se incubd alrededor de una hora a 37°C. Finalmente, se sembraron en medio
LB sélido con los antibidticos necesarios, segun el tipo de plasmido, para la seleccién de los transformantes
y se incubaron toda la noche a 37°C. Posteriormente, se picaron colonias de E. coli de las placas y se
cultivaron en agitacion durante 1 dia para su posterior comprobacion.

3.3. Extraccion de ADN plasmidico

Para el aislamiento a pequena escala de plasmidos de E. coli y A. tumefaciens se utilizé el kit comercial
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma) segun las instrucciones del fabricante. En primer lugar, se
crecieron colonias positivas de cada transformacion de E. coli en 5 ml de medio LB con 100 pg/ml de
espectinomicina en agitaciéon durante 1 dia. Para la extraccién, los 5 ml se dividieron en tubos de 2 mly
se centrifugaron durante 1 minuto a 12000 g, se descarto el sobrenadante y se afiadieron de nuevo 2 ml
hasta completar el cultivo. Posteriormente, se afadieron 200 pl de solucidn de resuspension para
resuspender el precipitado. Para lisar las células se afadieron 200 pul de tampdn de lisis y se mezcld
cuidadosamente 6-8 veces hasta que la disolucién tomd un aspecto claro y viscoso. Posteriormente, se
afiadieron 350 pl de tampdn de neutralizacion y se invirtieron los tubos 4-6 veces. Se centrifugaron
durante 10 minutos a maxima velocidad, paso en el que los restos celulares formaron un precipitado. Por
otro lado, se prepararon las columnas para la purificacién, afiadiendo 500 pl de la solucidn de preparacién
de columnay centrifugando durante 1 minuto a 12000 g. Se descarté el sobrenadante y a estas columnas
se le afiadié el lisado limpio correspondiente obtenido en el paso anterior. Se centrifugaron a 12000 g
durante 1 minuto y se descarté el sobrenadante de cada columna. Se anadieron 500 pl de solucion de
lavado 1, se centrifugd de nuevo a 12000 g durante 1 minuto y se descarto el sobrenadante. Después, se
afiadieron 750 pl de solucién de lavado 2, se centrifugd en las mismas condiciones y se descarté el
sobrenadante. Se centrifugd de nuevo para eliminar el exceso de etanol y se transfirieron las columnas a
nuevos tubos. A las columnas, se les afiadieron 100 pl de solucién de elucién y se centrifugaron en las
mismas condiciones.

3.4. Digestion de las construcciones mediante enzimas de restriccion

Para la comprobacidon de las construcciones pMplYO-4A::LUC, pMplYO-4A::Cit, pMplYO-4ll::LUC vy
pMplYO-4l1I::Cit, se realizé una digestion con la enzima de restriccién EcoRl. Para ello, primero se midieron
las concentraciones de ADN de las muestras en el NanoDrop, para asi igualar las concentraciones de ADN
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y calcular la cantidad de enzima necesaria en la reaccidn. Las reacciones se realizaron en un volumen final
de 20 ul, donde se emplearon 2 ul del tampdn EcoRI 10x, 1 unidad de enzima EcoRly 17,5 ul de ADN. Las
reacciones se incubaron a 372C durante 2 horas y se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa.

3.5. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Para la observacién de los fragmentos resultantes de la restriccion enzimatica por EcoRl se llevd a cabo
una electroforesis. Se empled un gel de agarosa al 1% (p/v) fundida en tampdn de electroforesis 1X TBE
(0,1 M Tris-HClI, 0,1 M acido bdrico, 2 mM EDTA) a la que se afiadié la tincidn RedSafe (concentracién final
1X) para visualizar el ADN. Se afadid a cada muestra 3 pul del tampdn de carga. Para determinar el tamafio
de las bandas, se cargd el marcador de peso molecular NZYDNA Ladder Il (NZYTech). Una vez cargado el
gel, se dejo correr a 100 voltios y posteriormente se visualizaron las bandas de ADN bajo un iluminador
de luz ultravioleta.

4, Generacion de lineas transgénicas de Marchantia polymorpha
4.1. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens

La transformacion y multiplicacién de los plasmidos que portan las secuencias promotoras del gen MplYO
fusionadas al gen reportero GUS se llevé a cabo en las cepas bacteriana GV3101 (para la transformacion
de explantes) y de la construccién pEF::MpRIMA-Citrina en la cepa EHA101 (para la transformacion de
gemas) de Agrobacterium tumefaciens. Para llevar a cabo la transformacion de las células competentes
de Agrobacterium se siguié el método descrito en Hofgen y Willmitzer, 1988. Para ello, se descongeld una
alicuota de células competentes en hielo y se afiadié el ADN de interés y se incubd 5 minutos en hielo. A
continuacidn, las células se pasaron a nitrégeno liquido durante 5 minutos, posteriormente se trasladaron
a 37°Cdurante 5 minutos. Seguidamente, se le afiadié 1 ml de medio LB a cada tubo y se incubaron a 28°C
durante 2-4 horas en agitacién, para recuperar las células y que expresen los genes de resistencia a los
antibidticos, y se plaguearon en medio LB con los antibidticos de seleccion correspondientes, que para las
construcciones transformadas en la cepa GV3101 fueron 100 ug/ml de espectinomicina y 50 pg/ml de
rifampicina, y para las transformadas mientras para la cepa EHA101 se utilizaron 50 pg/ml de rifampicina,
100 pg/ml de espectinomicina y 25 pug/ml de kanamicina. Se plaquearon en LB sélido y se incubaron
durante 2 dias a 28°C. Una vez que se obtuvieron colonias, se extrajo el ADN plasmidico con el método
anteriormente descrito y se comprobaron las construcciones mediante PCR.

4.2. Amplificacion de fragmentos por PCR

Para la comprobacidon de las construcciones pMplYO-4A::LUC, pMplYO-4A::Cit, pMplYO-4ll::LUC vy
pMplYO-41I::Cit transformadas en Agrobacterium, se realizé la extraccion de ADN plasmidico, seguida de
un analisis de la presencia y correcta orientacién de los promotores de MINIYO mediante PCR. Los
cebadores utilizados para detectar las construcciones se encuentran reflejados en la Tabla 1.
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pMplYO-4A::LUC

Y
pMplYO-4li::LUC
pPMplYO-4A::Cit

Y
pMplYO-4II::Cit

BP-proMplYO-616

LUC-REV
BP-proMplYO-616

GFP 5'REV

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados como cebadores en la PCR de Agrobacterium.

5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGCGCCAGTGCCAGTTCTGACATG-3'

5’-CCAGGGCGTATCTCTTCATAG-3’
5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGCGCCAGTGCCAGTTCTGACATG-3'

5'-GCCGGTGGTGCAGATGAACT-3'

BP-proMplYO-616 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGCGCCAGTGCCAGTTCTGACATG-3'

pMplYO-2II::LUC

LUC-REV 5’-CCAGGGCGTATCTCTTCATAG-3

BP-proMplYO-616 5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGCGCCAGTGCCAGTTCTGACATG-3'

pMplYO-2II::Cit

GFP 5'REV 5'-GCCGGTGGTGCAGATGAACT-3’

Para amplificar las construcciones se prepard para cada muestra un mix compuesto por 2 pl de buffer 10x,
1 pl del cebador directo, 1 ul del cebador reverso, 1’6 pl de dNTPs (2’5 mM), 0’1 pl de ADN polimerasa
Taq (Biotools), 11’3 pl de H,O miliQ y 3 ul de la muestra correspondiente. Las condiciones de la PCR
consistieron en una primera fase de desnaturalizacién a 94°C durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos de
amplificacion, que consistian en una fase de desnaturalizacidn (10 segundos a 94°C), una fase de unién de
los cebadores al molde (30 segundos a 60°C) y una fase de extension (56 segundos a 72°C). Una vez
finalizados los ciclos, la temperatura de 72°C se mantuvo durante 5 minutos mas para la extension final.

4.3. Transformacién de explantes mediante cultivo in vitro

La transformacion de los explantes de Marchantia se realizd siguiendo el protocolo descrito
anteriormente (Kubota et al. 2013; Ishizaki et al., 2008). Para ello, se crecieron gemas en medio Gamborg
B5 durante 15 dias. Una vez se desarrollaron los talos, estos se cortaron dividiendo la planta en cuatro
explantes y eliminando la parte apical y se transfirieron a placas con medio Gamborg B5 al 1% de sacarosa
y crecieron bajo condiciones de luz durante 3 dias. En paralelo, para el cultivo del Agrobacterium que
contenian los vectores de interés, en este caso pMplYO4A::GUS, pMplYO-411::GUS y pMplYO-21I::GUS, se
realizé una estria en medio LB sélido con 50 ug/ml de rifampicina y 100 pg/ml de espectinomicina y se
crecid durante 2 dias a 28°C. Posteriormente, se picé una colonia de cada placa y se crecieron en 5 ml de
medio LB con los antibiéticos adecuados durante 2 dias a 28°C. Tras este periodo, se extrajeron 4 ml
saturados del cultivo y se centrifugaron durante 15 minutos a 2000 g. Posteriormente, se descarté el
sobrenadante, se afiadieron 5 ml de medio 0M51C (100 ml/L de stock 10x OM51C, 20 g/L de sacarosa, 0’3
g/L de L-glutamina y 1 g/L de &cidos casaminoacidos, pH 5.5) con 100 uM de acetosiringona, se
resuspendieron las células y se cultivaron durante unas 5-6 horas a 28°C en agitacion.

Se transfirieron los explantes a matraces con 50 ml de medio OM15C al 2% de sacarosa y con 100 uM de
acetosiringonay se afiade 1 ml de la suspensién de Agrobacterium con la construccidn correspondiente y
se crecieron en agitacidon durante 3 dias a 222C en condiciones de luz. Tras este periodo, se llevd a cabo
el lavado de los explantes para eliminar el exceso de bacteria. Para ello, se transfirié cada co-cultivo a un
tubo Falcon de 50 ml elimindndose al maximo el medio remanente y se afiadieron 30 ml de agua estéril
agitando los explantes mediante vértex durante 30 segundos y se descartd el liquido. Este proceso se
repitié 5 veces. Tras los lavados, se afiadié a cada Falcon 30 ml de agua estéril con 1 mg/ml de cefotaxima
(claforan) y se incubd en agitacidon durante 30 minutos. Los explantes lavados se transfirieron a placas
Petri de 90 mm con medio Gamborg B5 y 100 ug/ml de higromicinay 1 mg/ml de claforan. Estos explantes
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se crecieron en condiciones de luz a 22°C hasta que comenzaron a observarse las transformantes pasadas
3-4 semanas.

4.4. Transformacion de gemas en placa (G-AgarTrap)

Se puso a punto la transformacién de gemas en placa, mediante el método denominado AgarTrap (Agar-
utilized transformation with pouring solutions) que consiste en el cultivo de este tejido en un Unico medio
solido tratado con distintas soluciones (Tsuboyama et al., 2018). Para ello, se crecieron 50-60 gemas de
Marchantia del ecotipo Tak-1 en placas Petri pequefas (6 cm didmetro), que contenian medio Gamborg
B5 suplementado al 1% de sacarosa, en condiciones de luz durante 2 dias a 22°C. De manera paralela, se
realizd una estria de la cepa de A. tumefaciens EHA101 que portaba la construccién de interés en una
placa Petri con medio LB con 50 pug/ml de rifampicina, 100 pg/ml de espectinomicina y 25 pg/ml de
kanamicina y se crecid durante 2 dias a 28°C.

Posteriormente, se tomé una parte de la estria y se resuspendié en 1 ml de tampdn de transformacion
(10 mM MgCl,, 10 mM MES-NaOH, 150 uM de acetosiringona, pH 5.7). Se midié la absorbancia en el
espectrofotémetro a una longitud de onda de 600 nandmetros y se realizé la dilucién para obtener una
densidad éptica final de 0,5, a la que se afiadid Tween-20 a una concentracion final de 0,01%.
Posteriormente, se anade 1 ml por cada placa eliminando el exceso al cabo de un minuto para evitar el
sobrecrecimiento del Agrobacterium. Las placas se sellaron con Parafilm y se dejaron en co-cultivo
durante 2 dias en la oscuridad. Tras este periodo, se realizaron los lavados con 4 ml de agua miliQ estéril
por placa, repitiendo el proceso dos veces en cada placa. Por ultimo, se afiadié a cada placa 1 ml del
tampdn de seleccidon (Gamborg liquido suplementado con 100 pg/ml de higromicina By 1 mg/ml de
claforan) y se sellaron las placas con cinta Micropore. Las placas se crecieron durante 2-3 semanas en
condiciones de luz a 22°C. Tras este periodo, las plantas transformadas empiezan a crecer y se
transfirieron a placas Gamborg B5 con 10 pl/ml de higromicina y 100 pl/ml de claforan.

4.5. Extraccion de ADN gendémico

La preparacién de ADN gendmico de Marchantia se llevé a cabo a partir de gemas de tres dias. El tejido
congelado en nitrégeno liquido se homogeneizé en frio hasta que se formé un polvo fino. Seguidamente,
se anadieron 400 pl del tampdn de extraccién (200 mM de Tris-HCl pH 8, 250 mM de NaCl, 25 mM EDTA
y 0,5% de SDS) y se homogeneizé de nuevo durante 5 segundos. Tras 10 minutos de centrifugacion a
14000 g, se recuperaron 300 pl de sobrenadante y se afiadid un volumen de isopropanol y se dejé 2
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugd durante 5 minutos a 14000 g y se elimind
el sobrenadante. Tras un lavado con etanol al 70%, se dejé secar el precipitado y se resuspendié en 50 pl
de tampon TE (1 mM de EDTA, 10 mM de Tris-HCI pH 8).

4.6. Genotipado mediante andlisis por PCR
Para la comprobacion de las lineas transgénicas con las construcciones pMplYO-411::GUS, pMplYO-2I1::GUS

y pMplYO-6lI::GUS se realizd6 un genotipado. El genotipado consistié en realizar una amplificacion de
fragmentos por PCR con el ADN gendmico extraido previamente, y una posterior electroforesis en gel de
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agarosa. Para esta PCR se emplearon los  cebadores BP-proMplYO-616, 5’-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGGCGCCAGTGCCAGTTCTGACATG-3’ y GUS_PCR, 5’-
TCTGCCAGTTCAGTTCGTTGTTCA-3'.

Para la PCR se prepard para cada muestra un mix compuesto por 1 pl de buffer 10x, 1 pul del cebador
directo (10 uM), 1 pl del cebador reverso (10 uM), 2 ul de dNTPs (2’5 mM), 0’2 de ADN polimerasa Taq
(Biotools), 12’8 ul de H,O0 miliQ y 2 pl de la muestra correspondiente. Las condiciones de la PCR
consistieron en una primera fase de desnaturalizacidon a 94°C durante 3 minutos, seguida de 35 ciclos de
amplificacion, que consistian en una fase de desnaturalizacién (10 segundos a 94°C), una fase de unién de
los cebadores al molde (30 segundos a 60°C) y una fase de extensidn (84 segundos a 72°C). Una vez
finalizados los ciclos, la temperatura de 72°C se mantuvo durante 5 minutos mds para la extensién final.

Posterior a la PCR, se realizé una electroforesis siguiendo los mismos pasos que en la electroforesis para
el andlisis la digestion enzimatica.

4.7. Ensayo histoquimico GUS

El estudio del patron de expresidon de MINIYO en las plantas de Marchantia se realizd6 mediante el ensayo
histoquimico GUS. Las plantas se transformaron con el promotor del gen MINIYO, unido al gen reportero
B-Glucuronidasa (GUS). Este experimento permite observar la expresion de MINIYO en los tejidos gracias
a la sefial emitida por la actividad enzimatica de GUS.

Para el ensayo histoquimico se analizaron las lineas positivas 3 y 11 de pMplYO-2II::GUS, 5 y 11 de
pMplYO-411::GUS, la linea 2 de pMplYO-611::GUS, Tak-1 como control negativo y la linea proMpDELLA::GUS
de Marchantia (donada por el laboratorio del Prof. Blazquez del IBMCP) como control positivo. Se
crecieron 3 gemas de cada linea en una placa con medio Gamborg B5 durante 5-6 dias.

Las gemas se transfirieron del medio Gamborg a una placa multipocillo y se incubaron en 700 pl de 90%
de acetona durante 20 minutos a 42C. A continuacidn, se realizaron dos lavados con H,O miliQy se afiadié
finalmente, 800 pl de soluciéon GUS (tampdn fosfato pH 7.2 (50 mM), Tritdn x100 (0.1 %), ferrocianida de
potasio (1 mM), ferricianida de potasio (1 mM), y X-Glu (1 mM, diluido en 1 ml de dimetil-formamida).
Una vez afiadida la solucidn GUS, se aplicd vacio 2 veces durante 5 minutos. Seguidamente, la placa se
tapo con papel de aluminio y se incubd a 37°C durante toda la noche. La reaccidn se paré cambiando la
solucién GUS por etanol al 70%.

4.8. Microscopia

Las plantas del ensayo GUS vy las plantas obtenidas de la transformacion G-AGAR, se fotografiaron en el
microscopio LEICA DMS 1000, con un objetivo ACHRO de 0.5X y se empleé un aumento de 0,6.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Generacion de las construcciones de la region promotora de MplYO

Para conocer como y dénde se expresa el gen MINIYO en la hepdtica Marchantia, se estudié la expresidn
del promotor de MplYO seguido de distintos genes reporteros. Las regiones promotoras empleadas en las
construcciones de los vectores de expresion consistieron en la regién promotora completa de MplYO, que
comprende una regiéon de 4 kb aguas arriba del coddn de iniciacion ATG (Figura 12A). La segunda
construccion consistié en una version delecionada de la primera, de 2 kb de longitud aguas arriba del
codon de inicio de /YO (Figura 12B). La tercera y ultima construccidén consistié en una region del pMplYO
de 600 pb aguas arriba del ATG de MplYO (Figura 12C), que contenia unos motivos conservados en
Arabidopsis y Marchantia. Cada una de las construcciones se fusioné al gen reportero GUS, que codifica
la B-glucuronidasa y emite una sefial de color azul observable a simple vista. De esta manera, mediante el
analisis de las tres versiones se quiso concretar la regidn estrictamente necesaria para la correcta actividad
del gen MINIYO.

iA) i8] s
ATG Mpl¥D ATG Mpl¥YO ATE Mpi¥o
phMplvo GuUs pMplYo GLUS pMpIYO | GLUS
4 kb 2kb 600 pb

Figura 12. Construcciones de pMplYO en los vectores de expresion. Distintas versiones de regiones promotoras
pMplYO fusionadas al gen reportero GUS (A) Regién promotora de 4 kb aguas arriba del codén ATG de MplYO. (B)
Region promotora de 2 kb aguas arriba del codén ATG de MplYO. (C) Regidn promotora de 600 pb aguas arriba del
coddn ATG de MplYO.

Asimismo, en las construcciones también se afladieron dos secuencias que se corresponden con el primer
intrén y el segundo exdn de MplYO, pues los resultados preliminares del estudio llevado a cabo en
Arabidopsis revelaron la importancia de dicho intrédn y exdn en la delimitacién del patron de expresion de
AtIYO, por lo que se incluyeron en este estudio. Por lo tanto, las distintas regiones promotoras empleadas
se denominaron pMplYO-4Il, pMplYO-21ly pMplYO-6ll, por la presencia del primer intrén y segundo exén
() y pMplYO-4A, pMplYO-2A y pMplYO-6A dada su ausencia (A).

En el presente trabajo se obtuvieron, las regiones promotoras pMplYO-4A y pMplYO-4ll fusionadas a los
genes reporteros de la Citrina (Cit) y la Luciferasa (LUC). Sin embargo, para un primer analisis de la
expresion de MplYO, a lo largo del estudio se emplearon las construcciones fusionadas al gen reportero
GUS, obtenidas a través del mismo método Gateway y ya disponibles en el laboratorio. Respecto a las
regiones con Cit y LUC, se empleardn posteriormente con el objetivo de estudiar el patron de expresion
de MplYO in vivo.

Para comprobar las construcciones obtenidas, pMplYO- 4lI::LUC, pMplYO-4il::Cit, pMplYO-4A::LUC y
pMplYO-4A::Cit, se digirieron con la enzima de restriccion EcoRl. Los patrones de digestion esperados para
las distintas construcciones son los siguientes: 8900 pb, 3370 pb, 1763 pb, 492 pb y 348 pb para la
construcciéon pMplYO-4A::LUC;10 kb, 2437 pb, 2146 pb, 492 pb y 348 pb para la construccion pMplYO-
4A::Cit; 8900 pb, 2226 pb, 1763 pb, 1565 pb, 492 pb y 348 pb para la construccion pMplYO-4ll::LUC y
finalmente, 10kb, 2146 pb, 1565 pb, 1293 pb, 492 pb y 348 pb para la construccion pMplYO-4Il::Cit. Como
se puede observar en la Figura 13, las tres muestras analizadas de cada construccion presentan el patrén
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de digestidén esperado, indicando que la digestidén fue completa y las construcciones son correctas. Al
cargar las muestras en el gel hubo un error y las muestras 1y 9 fueron intercambiadas.

Figura 13. Analisis de las construcciones generadas mediante la reaccion Gateway LR en E. coli. Muestras 2,3y 9
se corresponden con el plasmido de expresidon con promotor 4A de MplYO fusionado al gen reportero de Citrina,
pMplYO-4A:.Cit (4A-107). Muestras 4, 5 y 6 se corresponden con el plasmido de expresidon con promotor 4ll de
MplYO fusionado al gen reportador de la Luciferasa, pMplYO-4A::LUC (4A-435). Muestras 1, 7 y 8 se corresponden
con el plasmido de expresiéon con promotor 4ll de /YO de MplYO fusionado al gen reportador de Citrina, pMplYO-
411::Cit (411-107). Muestras 10, 11y 12 se corresponden con el pldsmido de expresion con promotor 41l de de MplYO
fusionado al gen reportador de Luciferasa, pMplYO-4il::LUC (411-435).

Una vez comprobadas las construcciones, las muestras 2, 5, 8 y 11 se seleccionaron para ser
transformadas en Agrobacterium.

Para comprobar las colonias obtenidas en Agrobacterium, se realizdé una PCR del ADN plasmidico, donde
los fragmentos esperados eran de 821 pb (pMplYO-4A::Cit), 1242 pb (pMplYO-4lI::Cit), 771 pb (pMplYO-
4A::LUC) y 1192 pb (pMplYO-4Il::LUC). En la Figura 14 se muestran las bandas obtenidas, aunque el
marcador no se puede ver claramente, los tamaios de las bandas son los esperados, dado que se conoce
el tamafio de los productos de PCR de las muestras usadas como control positivo asi como de las
construcciones previamente generadas en el laboratorio pMplYO-2II::Cit , pMplYO-2II::LUC.
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Figura 14. Analisis de las construcciones amplificadas por PCR y transformadas en Agrobacterium. Muestras 1y 2
se corresponden la construccién pMplYO-2I1::Cit (211-107). Muestras 3y 4 se corresponden a la construccién pMplYO-
4A::Cit (4A-107), muestras 5y 6 a la construccion pMplYO-4ll::Cit (411-107), muestra 7, control positivo, muestra 8
negativo (H.0), muestras 9 y 10 se corresponden construccion pMplYO-2II::LUC (211-435). Muestras 11 y 12 se
corresponden a la construccion pMplYO-4A::LUC (4A-435), muestras 13 y 14 se corresponden a la construccion
pMplYO-4II::LUC (411-435). Muestra 15 se corresponde con el control positivo y la muestra 16 con el control negativo
(H.0).

En paralelo, en el laboratorio, se obtuvieron el resto de las construcciones con las regiones promotoras,
2kb y 600 pb, fusionadas tanto a los genes reportadores Citrina y Luciferasa, como al gen reportero GUS
con todas las regiones promotoras.

2. Anadlisis del genotipado mediante PCR

Para el genotipado de las construcciones pMplYO-411::GUS, pMplYO-211::GUS y pMplYO-6l1::GUS se inicid
su analisis mediante ensayos por PCR, que no se han podido completar dada la situacién. En la Figura 15
se describen los resultados obtenidos del analisis de las lineas obtenidas en la transformacién de las
plantas con la construccién pMplYO-61I::GUS. En este andlisis se extrajo el ADN gendmico de 18 lineas
regeneradas en los distintos explantes. En los casos en que se regeneraron dos lineas distantes dentro del
mismo explante, se denominaron Ay B (explantes 3, 5, 6, 8, 11). Del explante 12, se aislaron dos lineas
muy proximas que se denominaron By B, dado que podian provenir del mismo talo.

Del total de lineas analizadas, 14 mostraron ser positivas para la presencia de la construccion pMplYO-
6/1::GUS. Sin embargo, algunas lineas se descartaron por presentar una intensidad en el producto de PCR
similar a la observada en el control negativo (H,0). Esta sefial pudo haber sido debida una posible
contaminacion por parte de la muestra del pocillo del control positivo. En resumen, se seleccionaron las
lineas 1, 2, 3A, 4, 5A, 6B, 7, 8A, 10 y 12B; para su posterior estudio.
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Fiu 15. Genotipado mediante PCR de las lineas transgénicas que portan la construccion MpYOGII::GUS. Se
analizaron 18 lineas en total. Control positivo se corresponde con el plasmido proMplYO-6l1::GUS. Control negativo,
H,0.

3. Anadlisis del patrén de expresion de MplYO

Para estudiar el patréon de expresion de MplYO, se analizaron las construcciones pMplYO-4ll::GUS,
pMplYO-2II::GUS y pMplYO-611::GUS. Para la tincion GUS, se realizaron dos ensayos, en el primero no se
afiadio ferricianida/ferrocianida a la solucién GUS (Figura 17), y en un segundo ensayo, si que se afiadieron
los dos compuestos (Figura 18). La presencia de ferricianida y ferrocianida deberia evitar el movimiento
de GUS entre las células, mostrando una expresion mas exacta de la expresion de MplYO. Como se puede
observar en la Figura 17, todas las construcciones muestran un patrén de expresion similar con la sefial
limitada a la zona central de la gema, excepto en el caso del promotor pMplYO-6ll. Debido a que esta
construccion se analizé en un ensayo distinto, usando talos de mayor edad como material, no es
totalmente comparable. De todas formas, podemos ver que tanto el promotor pMplYO-4il::GUS y
pMplYO-2II::GUS muestran exactamente el mismo patrén.
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(A) (8) i Figura 16. Resultados del ensayo histoquimico GUS
sin ferricianida/ferrocianida. Cada planta
corresponde a una linea positiva de las distintas

- construcciones. (A) pMplYO-2II-3::GUS. (B) pMplYO-

¢ 211-11::GUS. (C) pMplYO-4lI-5::GUS. (D) pMplYO-4il-
11::GUS. (E) pMplYO-61I-2::GUS. (F) Control positivo,
proMpDELLA::GUS. (G) Control negativo, Tak-1.
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En el segundo ensayo, en el que la ferricianida y ferrocianida estdn presentes, la expresion de los
promotores es mas variable: se mantiene en la zona central pero menos intensa (Figura 18 Ay D) o en
muy pocas células, o esta casi ausente (Figura 18 B, Cy E). Aunque no podemos sacar conclusiones debido
a que se analizaron pocas plantas, algunas de las explicaciones para este resultado podrian ser las
siguientes: podria deberse a que la solucién no ha penetrado bien en dichas plantas, el tiempo de
incubacién deberia haber sido mas extenso o bien debido a la accién de los compuestos ferrocianida y
ferricianida.

Para poder sacar conclusiones, este experimento se deberia haber repetido, pero debido a la situacion
actual sélo se pudieron realizar dos ensayos histoquimicos. Por ello habra que continuar realizando
repeticiones para dar con afirmaciones certeras.
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(0] (8) Figura 17. Resultados del ensayo histoquimico GUS
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4. Establecimiento del protocolo de transformacion de gemas en Marchantia polymorpha

Existen distintos métodos para transformar Marchantia polymorpha dependiendo del tejido utilizado. Se
pueden transformar células en suspension (Chiyoda et al., 2007), de esporolinas (Chiyoda et al., 2014),
talos (Kubota et al., 2013; Ishizaki et al., 2008) y gemas (Tsuboyama et al., 2018). En el laboratorio donde
se ha desarrollado el presente trabajo, normalmente se lleva a cabo la transformacion de talos, no solo
por su facilidad a la hora de transformar el material vegetal, sino también por el nUmero frecuentemente
elevado, de transformantes obtenidos. Sin embargo, se quiso llevar a cabo el establecimiento del método
de transformacidn de gemas en placa con el objetivo de reducir considerablemente el tiempo requerido
para la transformacion de material vegetal y aumentar el nimero de transformantes, de acuerdo con los
resultados obtenidos por Tsuboyama et al. (2018).

Para poner a punto el método para transformar gemas en placa se siguid el método denominado
AgarTrap. En comparacion con la transformacién de explantes, la transformaciéon de gemas requiere
menos tiempo y trabajo ya que, por un lado, las gemas se transforman directamente sin tener que esperar
15 dias a que se formen los talos, y por otro, no hay que cortar talos. Ademds, supone un ahorro de
material, puesto que la transformacién de gemas se realiza en un Unico medio sélido, mientras que en los
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explantes han de ser transformados en medio liquido y después de dos dias, transferirlos a medio sdlido
con el medio de seleccidn correspondiente.

En la transformacién de explantes, los talos crecidos durante dos semanas se cortaron y se transformaron
en un matraz con medio liquido con las construcciones pMplYO-4I1::GUS y pMplYO-411::GUS (Figura 11A).
Después de 3-4 semanas de seleccién en placa con antibidticos, las plantas transformantes comenzaron
a observarse (Figuras 11B-C). De los 150 explantes totales transformados con pMplYO-2II::GUS, se
obtuvieron 22 transformantes, mientras que de los 140 explantes transformados con pMplYO-4II::GUS,
se obtuvieron 18 transformantes. Las plantas transformantes se transfirieron a una placa individual para
continuar con su analisis.

(A) (8) ()

Figura 18. Transformacion de explantes de talos de Marchantia. (A) Explantes obtenidos de talos de 15 dias
utilizados para la transformacion. (B) Explantes transformados con la construccién pMplYO-2I1::GUS. (C) Explantes
transformados con la construccién pMplYO-411::GUS.

Para establecer el protocolo de transformacién de gemas se siguieron las condiciones establecidas en el
método AgarTrap, sin embargo, algunos aspectos se modificaron en las distintas pruebas realizadas para
comprobar la eficacia del protocolo en las condiciones de nuestro laboratorio. En esta transformacién se
utilizé la construccion pEF:MpRIMA::Citrina (RIMA-108), que estaba disponible en ese momento en el
laboratorio. En la primera transformacidn, las gemas se crecieron en placas de 90 mm, en vez de 60 mm
como indica el protocolo, y como tampdn de seleccidn se utilizéd agua miliQ estéril suplementada con los
antibidticos correspondientes. Después de 2-3 semanas, de un total de 100 gemas, no se obtuvo ninguna
transformante. Se hizo una segunda transformacién donde se utilizaron placas de 60 mm y como tampdn
de seleccion se empled medio Gamborg B5 suplementado con los antibidticos correspondientes. Después
de 2-3 semanas ya se pudieron observar las plantas transformantes (Figura 16). En esta segunda
transformacion, de un total de 100 gemas se obtuvieron 24 transformantes. Las 24 plantas transformantes
obtenidas se transfirieron a placas individuales en condiciones de seleccién y sélo 10 de ellas continuaron
creciendo.

Posteriormente, se realizd una tercera transformacion, donde se repitieron las mismas condiciones y de
un total de 100 gemas, se obtuvieron 2 transformantes. En la cuarta transformacion, se afiadié una nueva
construccion, pMplYO-2A::GUS, para comprobar si el bajo nimero de transformantes se debia a la
construccion utilizada, al estar expresando el gen MpRIMA de forma constitutiva. Ademas, se aumento la
concentracién de Tween-20 en el tampdn de transformacién, de 0,01 a 0,02%, para intentar mejorar la
transformacidn, ya que seguin Tsuboyama et al. 2018, ambas concentraciones permiten obtener un alto
numero de transformantes. Sin embargo, debido a la situacién actual, esta transformacién no pudo ser
analizada.
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Figura 19. Resultados de la transformacion de gemas en placa. (A) Gemas transformadas con la construccion
PEF::MpRIMA::Citrina(RIMA-108), (B) y (C) Detalle de los posibles transformantes de la figura 16A.

Aunque los datos son preliminares, los resultados obtenidos muestran que se obtuvo un mayor nimero
de transformantes con el método de transformacién de gemas que con el de explantes. En el caso de las
gemas, se obtuvieron 24 de un total de 100, mientras que con los explantes se obtuvieron 22 y 18
transformantes de un total de 100 para pMplYO-4Il::GUS y pMplYO-2II::GUS, respectivamente. Se debe
mencionar que ambas transformaciones no son realmente comparables al no haber utilizado las mismas
construcciones. De hecho, en la transformacidn de gemas, se utilizé la construccion pEF::MpRIMA::Citrina
(RIMA-108) que expresa el gen MpRIMA constitutivamente en la planta, lo cual podria tener un efecto
negativo. Sin embargo, aun pudiendo tener ese efecto, se obtuvieron mas transformantes que utilizando
dos construcciones de dos promotores de MplYO, las cuales no deberian tener ningln efecto en la planta.

Lo que si se puede concluir es que la transformacién de gemas reduce considerablemente el tiempo
necesario para la obtenciéon de transformantes; mientras que en la transformacion de explantes se
tardaron unas 5-6 semanas, en la transformacion de gemas fueron unas 3-4 semanas. Esta importante
mejora es una de las principales razones para seguir intentando establecer el método en el laboratorio.
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V. CONCLUSIONES

Aungque para llegar a unas conclusiones fidedignas se deberia haber realizado mas ensayos para reforzar
los resultados obtenidos, del presente trabajo se infiere lo siguiente:

- Laposible region promotora de 600 pb es igual de funcional que las de 2 kb y 4 kb para la transcripcion
de la construccion pmMplYO.

- Laexpresidon de MplYO se da a lo largo de las nervaduras de los talos de Marchantia polymorpha.

- Latransformacién de gemas mediante el método AgarTrap supone grandes ventajas y resulta en una
mayor eficiencia de plantas transgénicas frente al método de transformacién de explantes de Marchantia.
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