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CENTRAL &

i

RESUMEN

OF oS

El Sistema de endomembranas regula la correcta localizaciéon subcelular de
macromoléculas mediante el trafico de vesiculas entre los diferentes organelos. Por
genémica/quimica, se ha determinado que la funcién de ScDFGI10 de Saccharomyces
cerevisiae se requiere para la accidon de Sortin2, un compuesto quimico que altera el
Sistema de endomembranas de Saccharomyces cerevisiae § Arabidopsis thaliana.
Sorprendentemente en levaduras, la funcién de ScDFG10 ha sido ligada también a la
biosintesis de dolicol, un lipido esencial en la N-glicosilacion de proteinas.

En este trabajo se estudié la funcién de los genes AtDFGI0s en Arabidopsis
thaliana, los cuales son ortologos a ScDFGI0. La funcién celular de los productos
proteicos de AtDFG10-1 y AtDFGI10-2 se analizé mediante la complementacién de la
funcion de ScDFGI10 en la levadura mutante dfg/0A. Se mostré que AtDFGI0-2
complementa la funcion de SeDF G0, por lo que se podria esperar que cumpla la misma
funcién en Arabidopsis tomando en cuenta la conservacion entre levaduras y plantas. Sin
embargo, en este sistema heter6logo, AtDFG10-1 no cumple la funciéon de ScDFGI0,
probablemente porque su localizacion subcelular corresponde inesperadamente al lumen
de la vacuola.

El anilisis de la funcion de AtDFGI10s en Arabidopsis se estudid observando el
- efecto que causa su pérdida de funcion. Para ello se utilizd mutantes insercionales de T-
DNA homocigotas con pérdida de funcidn parcial de AtDFG10-1 y AtDFG10-2, ademas

de la doble mutante ardfgl0-1-1/atdfgl0-2-1, aislada en este trabajo. La pérdida de
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funcién de AtDFG10s provocd una induccion en la formacion de raices laterales. Esta
induccion se revirtid por la restitucion de los genes interrumpidos en las mutantes
simples, lo que indica que efectivamente la funcién de estos genes esta vinculada a la
formacion de raices laterales en Arabidopsis.

Ademas, la pérdida de funcién de AtDFG10s otorgd una mayor resistencia a la
alteracion de la respuesta gravitropica radicular dependiente de Sortin2. Es mas, se
observé que la pérdida de funcién de AtDFGI0s fenocopi6 el efecto de Sortin2 relativo
a la induccién de la formacién de raices laterales. Esto, en conjunto con una menor
sensibilidad tanto a esta induccién como a la aceleracion del trafico endocitico, los
cuales son efectos dependientes de Sortin2. Estos resultados sugieren que la funcioén de
AtDFG10s es importante en la accion de Sortin2 en Arabidopsis v que su funcion es
requerida en la induccién del trafico endocitico vinculada al desarrollo de raices laterales.

Interesantemente, la pérdida de funcioén de A#DFGI0s también otorga una menor
sensibilidad a Tunicamicina, un inhibidor de la N-glicosilacion de proteinas y
consecuentemente un inductor de la respuesta a proteina malplegada. Esto es un indicio
de que la funciéon de AtDFGI0s esta implicada en la N-glicosilacion de proteinas en
Arabidopsis.

En conjunto, estos resultados sugieren un vinculo funcional entre la N-
glicosilacion de proteinas y la regulacion del trafico endocitico en Arabidopsis thaliana,

el cual incide en la formacion de las raices laterales en este organismo vegetal.
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ABSTRACT

The Endomembrane System regulates the subcellular localization of
macromolecules by vesicular trafficking between organelles. By chemical genomics, it
was found that ScDFGI0 function is required for Sortin2 mode-of-action in
Saccharomyces. This compound is a chemical that alters the Saccharomyces and
Arabidopsis thaliana Endomembrane System. Also and surprisingly, ScDFG0 has been
linked to dolichol biosynthesis in yeast, an essential lipid in the protein N-glycosylation
process.

In this work the function of three Arabidopsis orthologs of ScDFG10 was studied.
The cellular function of AtDFGI0-1 and AtDFGI0-2 proteins was analyzed by
functional complementation of SeDFGI0 in the mutant dfgl/0A. We showed that
AtDFGI0-2 is able to complement ScDFGI0 function, suggesting that AtDFG10-2
shares the same function as ScDFG10. Therefore, it could be expected that AtDFG10-2
accomplishes a function related to protein N-glycosylation in Arabidopsis, taking mnto
account the conservation of mechanisms between yeast and plants. On the other hand,
AtDFGI0-1 did not complement ScDFGI0 function in this heterologous system,
probably because of its unexpected vacuolar localization.

The function of AtDFG10s in Arabidopsis was performed by studying the effects
of its loss-of-function in this species. Single homozygous T-DNA insertional mutant
lines were used, in which the insertion provoked a partial and a total decrement in

AtDFGI10-1 and AtDFGI0-2 expression in their respective mutant lines. Also, we



generated the double homozygous mutant line atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1. AtDFG10s loss-
of-function provoked induction of lateral root formation. This increase in lateral roots
was reverted by AtDFGI0 gene restitution in the simple mutant lines indicating that
AtDFG10s function is linked to lateral root formation in Arabidopsis.

Furthermore, AtDFG10s loss-of-function conferred higher resistance to Sortin2
gravitropic response disturbance. Indeed, the AtDFGI0s loss-of-function phenocopied
the stimulatory effect of Sortin2 on lateral root development and conferred increased
resistance to the effect of Sortin2 on lateral root induction and on endocytic trafficking
acceleration. These results suggest that 4tDFGI0s function is important in Sortin2
mode—of-action, therefore, it could participate in endocytic trafficking which is required
for lateral root formation in Arabidopsis.

Interestingly, AtDFG10s loss-of-function conferred reduced sensitivity to the
protein N-glycosylation inhibitor, Tunicamycin. This is a hint that AtfDFG10s function is
involved in protein N-glycosylation in Arabidopsis.

Overall, these results suggest a functional link between protein N-glycosylation
and endocytic trafficking and its regulation in Arabidopsis thaliana which influences

lateral root formation in this species.



1.- INTRODUCCION

Las plantas son organismos pluricelulares pertenecientes a la divisién Eucariota
las cuales se caracterizan por ser esencialmente sésiles, tener la capacidad de transformar
la energia del sol en energia quimica mediante la fotosintesis y poseer una extraordinaria
capacidad de regeneraciéon en concomitancia al desarrollo post-embrionario de la
mayoria de sus tejidos (Taiz, L. & Zeiger, E. 2002).

Las plantas han desarrollado diferentes mecanismos para responder de manera
adecuada a los estimulos del medio ambiente donde se encuentran. Estos estimulos
modulan procesos celulares que impactan en la morfogénesis, el crecimiento y la
diferenciacion del organismo vegetal. Una de las bases fundamentales de la generacion y
regulacion de estos procesos celulares, ademas de la modulacion del desarrollo vegetal y
mantenimiento de la homeostasis celular, yace en el funcionamiento del Sistema de
endomembranas dentro de la unidad estructural del organismo, la célula vegetal (Taiz, L.

& Zeiger, E. 2002; Surpin, M. & Raikhel, N. 2004; Dettmer, J. & Friml, J. 2011).

1.1.- El Sistema de endomembranas vegetal: rutas de trifico y organelos
participantes.
El Sistema de endomembranas es un componente intracelular mayormente

conservado entre los eucariontes cuya funcion basal es la correcta destinacién del



material proteico y lipidico ademas de tipo polisacaridos, a lugares donde ejercen su
funcion mediante el trafico de vesiculas entre los diferentes organelos que lo constituyen
(Alberts, B. & col. 2008). Este material puede ser un constituyente luminal o de
membrana de organelos o de la membrana plasmatica o bien del espacio extracelular
incluida la pared celular vegetal. Existe consenso en que el trafico vesicular de los
diferentes componentes subcelulares del Sistema de endomembranas es un proceso
altamente regulado en diferentes niveles. La formacion de las vesiculas esta controlada
por proteinas de cubierta que son reclutadas por proteinas GTPasa monoméricas
(Bassham, D. & col. 2008). El reclutamiento vesicular al destino subcelular especifico,
esta comandado también por otras GTPasa monoméricas de asociacion a membrana
denominadas Rabs; el reconocimiento y fusiéon de las membranas de la vesicula con las
del organelo de destino, esta mediado por las proteinas SNAREs (Lipka, V. & col. 2007,
Bassham, D. & col., 2008; Lycett, G. 2008).

El fino control del trafico vesicular configura dos rutas principales: la ruta
secretoria y la ruta endocitica (Figura 1). La ruta secretoria se define clasicamente como
el flujo vesicular de direccion anterégrada que comienza en el Reticulo endoplasmatico
con la sintesis de proteinas en Ribosomas que interacthan con componentes de la
membrana de este compartimiento y permiten el transporte del polipéptido en sintesis al
laimen del Reticulo (Nicchitta, C. 2002; Moreau, P. & col. 2007). Mientras los
polipéptidos son transportados, algunos sufren modificaciones post-traduccionales como
la N-glicosilacion de proteinas que consiste en la adicion de un arbol de oligosacaridos a
su estructura en un namero que depende de la proteina en sintesis (Pattison, P. &

Amtmann, A. 2008). Este tipo de modificaciones son importantes para que chaperonas y



proteinas responsables de la formacidén de puentes disulfuros asistan a la proteina para
alcanzar la conformacion tridimensional apropiada (Liu, J. & Howell, S. 2010). Luego,
las proteinas que son plegadas correctamente son transportadas al Aparato de Golgi
(Bassham, C. & col. 2008). En este compartimiento, se procesa el arbol de
oligosacaridos transferido a la proteina en el Reticulo endoplasmatico (Nebenfihr, A. &
Staehelin, L. 2001; Lycett, G. 2008). Las proteinas transportadas en la ruta secretoria
llegan a la red trans-Golgi. Este organelo ha sido descrito en plantas recientemente como
un compartimento independiente del aparato de Golgi donde las rutas secretorias y
endociticas convergen (Viotti, C. & col. 2010). En este compartimento, el trafico
anterégrado diverge en dos ramas principales. Una es la ruta de secrecion donde las
proteinas son secretados a la membrana plasmatica y/o apoplasto (Bassham C. & cols.
2008). La otra ruta la siguen las proteinas que son destinadas hacia otros organelos como
el compartimiento pre-vacuolar y consecutivamente la vacuola (Jolliffe, N.A. & col.
2005; Richter, S. & col. 2009). Los compartimientos pre-vacuolares o cuerpos
multivesiculares son endosomas tardios que provienen de la maduracion de los
endosomas tempranos (Scheuring, D. & col. 2011). Presentan vesiculas intraluminales
originadas por su propia invaginacion, las cuales son necesarias para la degradacién
selectiva de proteinas (Robinson, D. & col. 2008; Scheuring, D. & col. 2011). En
plantas, se ha evidenciado la existencia de dos tipos de vacuolas: una de almacenaje, la
cual esta relacionada a la acumulacién de macromoléculas en tejidos seminales, y otra
litica, relacionada con la degradacion de diferentes tipos de macromoléculas como

proteinas y lipidos (Jolliffe, N. & col. 2005; Bassham, C. & col. 2008).



Por otra parte, la ruta endocitica comienza con la endocitosis a nivel de la
membrana plasmatica, la cual es definida como la internalizacién de moléculas que se
encuentran en el medio extracelular y/o en la misma membrana plasmatica a través de la
invaginacién de esta membrana. Se ha descrito que esta invaginacion estd comandada en
parte por la acciéon de proteinas de cubierta denominadas Clatrinas en conjunto con
proteinas adaptadoras que interactian con Clatrina, algunos componentes de la
membrana y también con los microfilamentos de actina (Surpin, M. & Raikhel, N. 2004;
Robinson, D. & col. 2008). Se ha descrito que el material endocitado sigue la ruta
vacuolar clasica: red trans-Golgi/endosomas tempranos — compartimientos pre-
vacuolares — vacuola. Sin embargo, se ha propuesto la existencia de otros
compartimientos funcionalmente diferentes a los descritos anteriormente, los endosomas
de reciclaje (Geldner, N. & col. 2003). Estos ultimos poseen una identidad distinta a la
red trans-Golgi/endosomas tempranos y a la de los compartimientos pre-vacuolares ya
que no codistribuyen con ninguno de estos dos compartimientos y por el contrario
poseen marcadores propios de tipo proteico como GNOM, un factor de intercambio de
GTP en proteinas GTPasa (Geldner, N. & col. 2003). Estos endosomas de reciclaje estan
involucrados en la endocitosis constitutiva y posterior exocitosis de proteinas como, por
ejemplo, los facilitadores de influjo y eflujo de la hormona auxina (Richter, S. & col.
2009; Reyes, F. & col. 2011).

Ademas de la existencia de las rutas de trafico descritas, hay evidencia de otras
rutas de secrecion que involucran otros compartimientos terminales como los
peroxisomas y los plastidios (Matheson, L. & col. 2006; Bassham, C. & col. 2008).

También se ha reportado la existencia de rutas denominadas no convencionales como



por ejemplo, la secrecion al apoplasto de los cuerpos intraluminales multivesiculares

(Ding, Y. & col. 2012).
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Figura 1 - Rutas secretoria y endocitica clasicas del Sistema de
endomembranas. Las proteinas luminales ¢ integrales de membrana son sintetizados en
el Reticulo endoplasmatico (RE) y trafican por la ruta secretoria (flechas negras) hacia o
a través del Aparato de Golgi, Red transGolgi (RTG/ET) y son destinados a la
membrana plasmatica (MP) o a la vacuola. Componentes residentes de la membrana
plasmatica son internalizados por endocitosis y trafican hacia la vacuola por la ruta
endocitica (flechas rojas) via compartimientos intermedios: endosomas tempranos
(RTG/ET) y cuerpos prevacuolares. Figura modificada de Reyes F. & cols., 2011.

1.2.- Sistema de endomembranas y su importancia en procesos celulares

vegetales.
La modulacién de las rutas tanto secretoria como endocitica ¢s muy importante

en diferentes procesos celulares. La placa celular es una estructura membranosa que



crece desde el centro del plano de divisién donde se establece la pared celular primaria
que separard las células hijas (Jurgens, G. 2005). La cooperacion entre la ruta de
secrecion y endocitica es clave para el establecimiento de la placa celular en la fase
mitética de la citoquinesis (Jirgens, G. 2005). El control de la disposicién de la placa
celular puede causar asimetria entre las células hijas. Como en vegetales no existe
migracion celular, la division celular asimétrica cobra mayor importancia, ya que es uno
de los mecanismos que promueve la diferenciacién de linajes celulares y por ende la
formacién de nuevos tejidos (de Smet, I. & Beeckman, T. 2011). Por otra parte, muchos
compuestos son detectados en la membrana plasmatica, por lo tanto la regulacion de la
abundancia tanto de receptores, transportadores y otros componentes de la membrana
mediante su relocalizacion afecta criticamente la habilidad que poseen las células para
responder a estos estimulos. Un ejemplo clasico es el transportador de boro, BOR1, el
cual se ha descrito que a altas concentraciones de acido bdrico, es endocitado y
destinado a los compartimientos prevacuolares y a la vacuola donde finalmente es
degradado (Takano, J. & col, 2005). Esta modulacion endocitica también permite
controlar la sefializacion de receptores tipo quinasa como el sensor de flagelina, FLS2 o
el sensor de la hormona brasinoesteroides, BRI1. La endocitosis de estos receptores
mediada por su unién al ligando, es necesaria para la transduccion de la sefial y la
activacion trascripcional de genes relacionados a la respuesta a patdgenos (Robatzek, S.
& col. 2006) y a la fitohormona esteroidal (Geldner, N. & col, 2007). Es importante
considerar que la regulacion de la localizacion subcelular de los distintos facilitadores de
influjo y eflujo de auxina define el flujo de esta fitohormona dentro de los distintos

tejidos vegetales y es crucial en los procesos de organogénesis (Kleine-Vehn, J. & col.



2008; Men, S. & col. 2008; Petrasek, J. & Friml, J. 2009). El flujo de auxina es crucial
para el establecimiento del eje apical-basal en el embridén y su desarrollo embrionario,
asi como también en el desarrollo post-embrionario de estructuras como las raices
laterales (PetraSek J. & Friml J., 2009; Petricka, J. & col. 2012). También se ha
reportado que la morfologia de los compartimientos subcelulares es importante en la
formacion de algunas estructuras vegetales, ya que proteinas GTPasas ligadas a la
remodelacion del Reticulo endoplasmatico cumplen una funcién importante en la
constitucion de los pelos radiculares (Chen, J. & col. 2011).

Todos estos antecedentes muestran que la plasticidad del Sistema de
endomembranas vegetal tanto a nivel de la modulacidon de sus rutas de trafico como a
nivel de la regulacion de la morfologia de los organelos, modula la polaridad celular y la
formacion de tejidos vegetales, lo cual esta entrelazado con la comunicacién intercelular
existente mediada por sefiales autocrinas, paracrinas y en la respuesta frente a estimulos
exdgenos bidticos y/o abidticos. Esto situa al Sistema de endomembranas como una de

las bases de la homeostasis celular y del desarrollo del organismo vegetal.

1.3.- Genémica quimica: Sortin2, un compuesto quimico que altera el
Sistema de endomembranas.

En base a lo esencial de las funciones del Sistema de endomembranas, no es de
extrafiar que la pérdida de funcién de sus componentes provoque alteraciones graves en
todo el organismo. De hecho, se ha reportado que mutaciones en componentes
reguladores del trafico del Sistema de endomembranas, proteinas relacionadas a la

destinacion a la membrana plasmatica y biogénesis de organelos, producen alteraciones



tan graves como la pérdida de la polaridad celular, la morfologia del tejido foliar y
radicular, alteracion de la respuesta a patogenos y en muchas ocasiones alteraciones tan
extremas como letalidad gametofitica y embrionaria (Lukowitz, W. & col. 1996; Chen,
J. & col. 2001; Rojo, E. & col,, 2001; Assaad, F. & col. 2004; Hong, Z. & col. 2008;
Spitzer, C. & col. 2009). Esto sumado al establecimiento de una multitud de
interacciones entre los diferentes componentes del Sistema de endomembranas como su
integracién con otros componentes celulares, limitan de sobremanera el descubrimiento
y estudio de nuevos componentes del Sistema de endomembranas mediante Genética
convencional, una de las herramientas claves dentro de la investigacion en Biologia
vegetal. Estos factores promueven la utilizacion de otras estrategias de estudio que
permitan sobrepasar las barreras de la investigacion.

La Genética quimica es una estrategia que usa moléculas de bajo peso molecular
que puedan modular un fenotipo en particular relacionado a un proceso biologico a
estudiar (T6th, R. & van der Hoorn, R. 2009). El uso de compuestos quimicos de forma
exdgena permite alterar la funcién de proteinas claves en un proceso bioldgico mediante
su interaccion con la/s proteina/s, lo cual es ventajoso si existe la redundancia génica, la
cual es una caracteristica de los organismos vegetales. Idealmente, la accion de los
compuestos quimicos es inducible y reversible por lo que se pueden agregar o retirar en
diferentes estados del desarrollo, superando asi la letalidad embrionaria y permitiendo
recuperar el organismo posterior al tratamiento. Ademas, proveeinformacion sobre la
dinamica de la funcién alterada in vivo. Por lo tanto, la Genética quimica entrega

iformacion complementaria a la de los estudios de Genética convencional (Téth, R. &

van der Hoorn, R. 2009).



La Genética quimica se ha enriquecido con el uso de herramientas que permiten
el manejo a gran escala, tanto en la sintesis y manipulacién de compuestos quimicos, en
la utilizacion de bases de datos de diferente indole, banco de mutantes y en el analisis a
gran escala del fenotipo esperado en presencia del quimico. A esta estrategia se le
denomina Genémica quimica (Hicks, G. & Raikhel, N. 2012) la cual ha robustecido el
estudio del Sistema de endomembranas, ya que ha aportado novedosos compuestos que
permiten identificar y diferenciar rutas de trafico distintas a las conocidas actualmente
que son afectadas con compuestos ampliamente utilizados como Brefeldina A o
Wortmanina (Robert, S. & col. 2008; Drakakaki, G. & col. 2011; Hicks, G. & Raikhel,
N., 2012). En consecuencia, abre escenarios muy auspiciosos, ya que posibilita la
caracterizacion de nuevos factores importantes que estan involucrados en el
establecimiento y/o en la dinimica de la ruta alterada por el compuesto quimico in vivo.
En este sentido, una de las iniciativas de Gendmica quimica caracterizé los compuestos
quimicos llamados Sorting Inhibitors o Sortins (Zouhar, J. & col. 2004).
Especificamente, Sortin2 altera la destinaciéon de la proteasa vacuolar CPY en
Saccharomyces cerevisiae y su homoélogo AtCPY en Arabidopsis thaliana, lo cual
sugiere mecanismos conservados en el establecimiento de la ruta secretoria vacuolar
entre ambos organismos (Zouhar, J. & col. 2004; Pérez-Henriquez, P. & col. 2012). En
estudios de mutantes de Saccharoniyces hipersensibles a Sortin2 se relacion¢ el trafico a
los compartimientos endosomales que preceden a la localizacién vacuolar como el
blanco celular mas probable de Sortin2 (Norambuena, L. & col. 2008). Esta relacion es
respaldada al documentarse recientemente que uno de los efectos celulares de Sortin2 en

A. thaliana es la induccién del trafico endocitico y que este efecto impacta



negativamente en la reorientacion radicular al cambio del vector de gravedad (Pérez, P.
2009) y positivamente en la formacion de raices laterales de forma independiente a la

activacidn del complejo receptor intranuclear de la hormona Auxina (Pérez-Henriquez,

P. & col. 2012).

1.4.- ScDFGI10 participa en la accién celular de Sortin2 y en la N-
glicosilaciéon de proteinas.

Para discriminar componentes importantes en la accion celular de Sortin2 y
apuntando a la identificacion de blancos moleculares de este compuesto quimico, se
busco a gran escala mutantes en Saccharomyces cereviseae que fueran resistentes a la
accion de este compuesto en la secrecion de CPY (Norambuena, L. Datos no
publicados). Se encontraron 6 genes cuya delecion en Saccharomyces provoca la
resistencia al efecto de Sortin2. De ellos, ScDFGI0 es uno de los cuatro genes cuyos
productos proteicos poseen un vinculo con el Sistema de endomembranas (Norambuena,
L. resultados no publicados).

En primera instancia, ScDFG 10 fue identificado como un gen importante para el
establecimiento del crecimiento filamentoso de Saccharomyces en condiciones de falta
de nutrientes (Mosch, H. & Fink, G. 1997). Sorprendentemente, ScDFGI0 fue
relacionado fuertemente a la biosintesis de dolicol, ya que su deficiencia provoca una
disminucion en la cantidad de dolicol e interesantemente una acumulacién de sus
precursores, los poliprenoles (Cantagrel, V. & col. 2010). La N-glicosilaciéon de
proteinas es una modificaciéon co/post-traduccional conservada entre mamiferos,

levaduras y plantas (Helenius, A. & Aebi, M. 2004; Pattison, R. & Amtmann, A. 2008).

10



Como se menciond anteriormente, corresponde a la transferencia en bloque de un arbol
de oligosacaridos denominado N-glicano, compuesto de 14 monosacaridos, por el
complejo multimérico oligosacariltransferasa (Pattison, R. & Amtmann, A. 2008; Liu, J.
& Howell, S. 2010; Matsui, T. & col. 2011). Se ha descrito que dolicol es clave en la N-
glicosilacién proteica, ya que este lipido, en su forma dolicol fosfato, es el aceptor del
primer oligosacarido constituyente del N-glicano, cuya transferencia al lipido ocurre en
el Reticulo endoplasmatico (Pattison, P. & Amtmann, A. 2008; Jones, M. & col. 2009).
Esto es consistente con el hecho de que la mutante del gen ScDFG10 posea defectos en
la N-glicosilacion de proteinas (Cantagrel, V. & col. 2010).

Las rutas del Sistema de endomembranas y muchos de sus constituyentes
funcionales son bastante conservados entre levaduras y plantas. La accién de Sortin2
alterando la ruta de secrecién de CPY es similar en ambos modelos de estudio (Zouhar,
J. & col. 2004; Pérez-Henriquez, P. & col. 2012). En consecuencia, es bastante probable
que los genes de Arabidopsis que sean ortologos de los genes identificados en
Saccharomyces codifiquen productos proteicos que participen en los mecanismos
moleculares de la accion de Sortin2 en Arabidopsis y que compartan las funciones
moleculares biologicas en el Sistema de endomembranas descritas en Saccharomyces.
Anteriormente, se identificO mediante una busqueda bioinformatica, a tres loci en A.
thaliana denominados At2g16530, At5g16010 y Atlg72590, cuyos productos proteicos
presentaron un porcentaje de similitud en torno al 50% con respecto a ScDFG10
(Rubilar, C. 2010). Estos loci se denominaron AtDFG10-1, AtDFG10-2 y AtDFG10-3,
respectivamente (Rubilar, C. 2010). El analisis bioinformatico informé que los tres

candidatos AtDFG10s comparten con ScDFG10 caracteristicas similares: presentan 5 a
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6 dominios transmembranas y un dominio funcional denominado S5-o-esteroide
reductasa que comprende los dos segmentos transmembranas ubicados en el extremo
carboxilo terminal de cada proteina (Rubilar, C. 2010). Esto indicaria una preservacion
de la estructura terciaria de los productos proteicos estudiados. Es mas, tanto el
porcentaje de similitud a ScDFG10 como la ubicacion relativa del dominio funcional en
las AtDFG10s son similares a SRD5A3, una proteina capaz de reducir poliprenoles en
humanos y que rescata el fenotipo deficiente en la abundancia de dolicol y en la N-
glicosilacion de proteinas de la mutante de ScDFGI0 en S. cerevisiae (Cantagrel, V. &
col. 2010).

Con los argumentos descritos anteriormente, se plantea que los genes AtDFGI10s
poseen una funcién importante tanto en la accion de Sortin2 en A. thaliana ya sea a nivel

fisiologico y celular, asi como también en el proceso de N-glicosilacion de proteinas.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1- Hipotesis.
Los productos proteicos de los genes AtDFGI0s participan en el proceso de
sintesis de dolicol y son importantes para el efecto fisiologico y celular que posee

Sortin2 en Arabidopsis thaliana.

2.2.- Objetivo General.

Evaluar la funcién de los genes AtDFGI0s y su importancia en el efecto

fisiologico y celular de Sortin2 en Arabidopsis thaliana.

2.3.- Objetivos especificos.

L.- Evaluar la funcion celular de los genes AtDFGI10s mediante la evaluacion de

la complementacion funcional del gen ScDFG10
I1.- Evaluar la funcion de los genes AtDFGI0s en la fisiologia de las plantas y su
importancia en el efecto que poseen Sortin2 y Tunicamicina en Arabidopsis thaliana.
IIL.- Corroborar la funcién de los genes AtDFG10s mediante el rescate de los

fenotipo/s alterado/s en Arabidopsis thaliana deficientes en los respectivos genes

AtDFGI0s.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Material biolédgico.

Las diferentes lineas utilizadas de Arabidopsis thaliana y las cepas de
Saccharomyces cerevisiae, Agrobacterium tumefaciens y FEscherichia coli que se
utilizaron en este trabajo se especifican en la Tabla 1, seccion a, b, ¢ y d,

respectivamente.

3.1.1.- Cultivo de bacterias.

Los cultivos de Escherichia coli fueron crecidos en medio de cultivo LB el cual
se compone de triptona 2% p/v, extracto de levadura 0,5%% p/v, NaCl 0,8%% p/v y
ademas agar 1,6 % p/v para preparar cultivo sélido. Se utilizaron los siguientes
antibidticos para seleccionar las células de Escherichia coli transformadas con los
vectores apropiados: Espectinomicina 100ug/mL. para seleccionar las células
transformadas con el vector pCR8; Ampicilina 100 ug/mL para los clones transformados
con los vectores de expresién en levaduras p426GPD y Kanamicina 50 pg/mL para los
clones transformados con los vectores de expresion en plantas pGWB. Para todos los

cultivos, la temperatura y el tiempo de incubacion fue de 37°C por 16 horas,

aproximadamente.
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Tabla 1 - Material biolégico utilizado.

Tabla 1.a.- Se detalla las caracteristicas génicas y la resistencia a antibidticos de los diferentes lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas.

Nombre Alelo Alteracion génica Vector transformante Antibidtico de seleccién
wt (Col-0) -- = s i
atdfgl10-1-1 SALK 117025 Insercién de T-DNA en homocigosis en AtDFGI0-1 - Kanamicina
atdfg10-2-] SALK 105485 Insercién de T-DNA en homocigosis en AtF(G10-2 -- Kanamicina
atdfg 10-1-1/ SALK 117025y Insercién doble en homocigosis de T-DNA en AtFG10- i Haatis
atdfg10-2-1 SALK 105485 1y AtDFG10-2
atdfg10-1-1/3558:X SALK 117025 Insercion de T-DNA en homocigesis en AtDFGI0-1 pGWEBS Higromicina Kanamicina
atdfgl0-2-1/358::X SALK 105485 Insercion de T-DNA en homocigosis en AtDFG10-2 pGWBS Higromicina Kanamicina
113 ngdﬁggg 10-1 SALK_ 117025 Inserciéon de T-DNA en homocigosis en AtDFG10-1 pGWBS-AtDFG10-1¢ Higromicina Kanamicina
3 Sgkfgg;é_ 10-2 SALK_105485 Insercién de T-DNA en homocigosis en 4¢DFG10-2 pGWBS-AtDFG10-2¢ Higromicina Kanamicina

Tabla 1.b.- Se detalla la cepa parental, el vector transformante y la consiguiente resistencia a antibiéticos que caracterizan a las diferentes

cepas de Escherichia coli utilizadas.

Nombre Parental Vector transformante Antlblénﬁo e
seleccion
wt Machl ™ - --
pCR8-AtDFG10-1c Machl™ pCR8-AtDFG 10-1c Espectinomicina
pCR8-AtDFG10-2c Machl ™ pCR8-A41DFG 10-2¢ Espectinomicina
pAG426GPD-AtDFGI0- 1c-EGFP Machl™ pAG426GPD-AtDFG10-1c-eGFP Ampicilina
pAG426GPD-AtDFG10-1c-HA Machl ™ pAG426GPD-AtDFG10-1c-HA Ampicilina
pAG426GPD-AtDFG 10-2¢-EGFP Machl ™ pAG426GPD-AtDFGI0-2c-eGFP Ampicilina
pAG426GPD-AIDFG10-2¢-HA Machl™ pAG426GPD-AtDFG10-2¢-HA Ampicilina
PGWB5-AtDFG10-1c¢ Machl™ PGWB3-4iDFG10-1¢ Kanamicina
PGWBS-AtDFG10-Ic Machl™ PGWBS8-AtDFG10-1c Kanamicina
PGWBS5-AtDFG10-2c¢ Machl ™ PGWBS5-AtDFG10-2¢ Kanamicina
PGWBS-AtDFG10-2¢ Machl™ PGWBS&-AIDFG10-2¢ Kanamicina

Tabla 1.c.- Se detalla la cepa parental, el vector transformante y la consiguiente resistencia a antibidticos que caracterizan a las diferentes

cepas de Agrobacterium tumefaciens utilizadas.
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Nombre Parental Vector transformante Antibidtico de seleccion

Wit GW3101 - Gentamicina, Rifampicina

pGWBS5 GW3101 pGWBS5 Saaiiaicns, Raneni,
Rifampicina

. Gentamicina, Kanamicina,
pGWBS8 GW3101 pGWBS8 Rifampicina

pGWBS-ADFGI0-1c GW3101 pGWBS5-AtDFG10-1¢ SIRIRTS: o ST,
Rifampicina

pGWBS-AIDFG10-1¢ GW3101 pGWBS-AtDFGI0-1c Gagtanumine, Eanmsmyoin,
Rifampicina

pGWBS-ADFG10-2¢ GW3101 pGWBS-AtDFG10-2¢ G e, T iaioing,
Rifampicina

pGWBS-AtDFG10-2¢ GW3101 pGWBS8-AtDFG10-2¢ MEREE N, LA M)
Rifampicina

Tabla 1.d.- Se detalla la cepa parental, las caracteristicas génicas y la auxotrofia que presentan las diferentes cepas de Saccharomyces

cerevisiae utilizadas.

Nombre Parental Alteracion génica Vector transformante Auxotrofia

wi BY4342 -- -- his- leu- lis- ura-

dfg10A BY4342 Delecion en SeDFG10 - his- leu- lis- ura-
dfgl0A-HA dfg10A Delecion en ScDFG 10 pAG426GPD-HA his- leu- lis-
dfg 10A-AtDFG10-1c-HA dfg10A Delecion en ScDFG10 pAG426GPD-AtDFGI0-1c-HA his- leu- lis-
dfg 10A-AtDFG10-1c-eGFP dfg10A Delecién en SeDFG 10 pAG426GPD-AtDFG10-1c-eGFP his- leu- lis-
dfg 10A-AiDFG10-2¢c-HA dfgl10A Delecion en ScDFGI0 pAG426GPD-AtDFGI0-2c-HA his- leu- lis-
dfg 10A-AtDFG10-2¢c-eGFP dfg10A Delecion en ScDFG 10 pAG426GPD-AtDFG10-2¢c-eGFP his- leu- lis-
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Para crecer cultivos de Agrobacterium tumefaciens se utiliz6 medio LB a 28°C
por 2 dias. Para seleccionar las células transformadas con los vectores de expresién en
plantas serie pGWB, los cultivos fueron crecidos en

medio LB con los antibidticos Kanamicina 50 pg/mL, Rifampicina 10 pg/mL vy

Gentamicina 25 pg/mL.

3.1.2.- Cultivo de Saccharomyces cerevisiae.

Para el crecimiento de las diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae se
utilizé el medio de cultivo completo YPD el cual se compone de peptona 2% p/v,
extracto de levadura 1% p/v y glucosa 2% p/v. Para el medio completo sélido se agregd
agar 2% p/v. Para seleccionar las cepas de levaduras transformadas con los vectores de
expresion de levadura serie pAG426GPD, los cultivos se crecieron en medio minimo
YMM el cual se compone de YNB sin aminoacidos ni (NH4),SO4 0,167% p/v (Becton,
Dickinson and Company), (NH4),SO4 0,502% p/v, glucosa 2% p/v y mezcla 1 y 2 de
aminoacidos a 0,07% p/v y 0,045% p/v, respectivamente. La mezcla 1 se compone de
Alanina, Arginina, Cisteina, Leucina, Lisina, Treonina y Triptofano a 14,3% p/p cada
uno, la mezcla 2 se compone de Aspartato, Histidina, Isoleucina, Metionina,
Fenilalanina, Prolina, Serina, Tirosina y Valina 11,1% p/p cada uno.

Para crecer las cepas auxoétrofas a uracilo en medio minimo YMM, el cultivo fue
suplementado con uracilo 0,1% p/v. La temperatura y tiempo de incubacién para los

cultivos de Saccharomyces fue de 28°C por 2 dias.

3.1.3.- Obtencion v transformacion de células quimio-competentes.
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Para obtener células quimiocompetentes de Escherichia coli, primero se tomo 1
mL de células de la cepa Mach1™ y se inoculd en 250 mL de medio SOB, el cual se
compone de triptona 2% p/v, extracto de levadura 0,5% p/v, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM,
MgS0O,4 7H,0 10mM. Se creci6 el cultivo en agitacion moderada hasta D.0O.40 0,3, se
centrifugd a 3000 x g por 10 minutos a 4°C descartandose el sobrenadante y se agrego
40 mL de soluciéon CCMBS80 estéril incubandose en hielo por 20 minutos. La solucién
CCMBB80 contiene Acetato de potasio (CH3COOK) 10 mM, CaCly'2H,O 80 mM,
MnCly-4H,0 20mM, MgCl; 6H,O 10mM, glicerol 10% v/v y ajustado a pH 6,4. El
cultivo se centrifugd a 2000 x g por 8 minutos a 4°C, se descartd el sobrenadante y se
agrego al sedimento 20 mL de solucion CCMBB80, ajustandose la D.O.gpo del cultivo a 1
- 1,5. Se incub¢ la suspension en hielo por 20 minutos y se dividié en tubos de 1,5 mL
voliimenes de 100 pL. Se dividi6 en volimenes de 100 pL y se almacend a -80°C.

Para transformar las células de Escherichia coli quimiocompetentes, se le agregd
100 ng del vector a una de estas alicuotas y se incubo por 30 minutos en hielo. Después
se incubo a 42°C por 30 s y luego 2 minutos en hielo. Se le agregd 1 mL de medio LB
para incubar posteriormente a 37°C por 1 hora. Se centrifugd y se resuspendid el
sedimento en 100 puL de LB liquido y se sembré en placas de Petri con medio LB-agar

con los correspondientes antibiéticos para su seleccion.

Para obtener células quimiocompetentes de Agrobacterium tumefaciens, primero

se tom6 10 puL de un cultivo de Agrobacterium tumefaciens de la cepa GW3101 en
glicerol 20% v/v conservado a -80°C y se realizé un preinéculo en 100 mL de medio LB

con los antibidticos Rifampicina 10 pg/mL y Gentamicina 25 pg/mL hasta que llegara a
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una D.0.¢00 de 0,5. El cultivo se centrifugd por 20 minutos a 3000 x g a 4°C. Se descarto
el sobrenadante y se resuspendi6 el sedimento en 2 mL de CaCl, 20 mM estéril. Se
dividi6é en volumenes de 100 pL, se incubd en nitrogeno liquido para luego almacenarlas
a -80°C.

La transformacion de las células de Agrobacterium tumefaciens
quimiocompetentes se realizd con una alicuota de células quimio-competentes de
Agrobacterium tumefaciens, se le agregé entre 0,1 a 1 pg del vector de la serie pGWB y
se congeld en nitrogeno liquido durante 5 minutos. Se descongelé a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Se le afiadié 1 mL de medio LB v se incubd a 28°C por 12
horas. Se centrifugé el cultivo para sembrarlo en placas con medio LB-agar y los
correspondientes antibidticos para su seleccion, incubandose posteriormente a 28°C por
2 dias.

Para obtener células electrocompetentes de Saccharomyces cerevisiae, se tomd
10 pL. de un cultivo de levaduras dfg/0A en glicerol 20% v/v conservado a -80°C y se
incubd en 100 mL de medio YPD en agitacion moderada a 28°C hasta alcanzar una
D.O.g00 entre 1,3 a 1,5. Se lavo el cultivo con agua estéril a 4°C, centrifugando por 6
minutos a 5000 rpm por cada lavado, repitiéndose una vez mas. Se descartd el
sobrenadante y se resuspendi6 el sedimento en 4 mL de Sorbitol 1 M estéril a 4°C. Se
dividi6 la suspension en voliimenes de 40 uL y se guard6 a 4°C.

Para transformar una alicuota de células de Saccharomyces cerevisiae
electrocompetentes, se le afiadié 100 ng del vector y se incubd en hielo por 5 minutos.
Se transfiri6 la mezcla a una cubeta de electroporacion de 2 mm y se expuso a un pulso

eléctrico de 1,5 KV, 25 uF, 200 Q, una constante de tiempo entre 4,5 a 5 ms a
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temperatura ambiente. Luego se agrego 1 mL de medio YPD, incubandose a 28°C por 60
minutos. Este cultivo fue centrifugado por 4 minutos a 3000 x g descartandose todo el
sobrenadante. Se lavo el sedimento y se resuspendi6é en 1mL de medio minimo YMM.
Se sembré 100 uL de cultivo en placas de Petri con medio YMM-agar, incubdndose a
28°C por 2 dias.

Para controlar los experimentos de transformacioén, se utilizé en cada serie de
transformacion un control negativo con cepas quimiocompetentes sin transformar y un
control positivo el cual consistié en utilizar cepas quimiocompetentes transformadas con

100 ng del vector ya probado anteriormente.

3.1.4.- Esterilizacion v estratificacion de semillas de Arabidopsis thaliana.

Las semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 silvestres y las lineas
mutantes utilizadas fueron esterilizadas mediante el siguiente protocolo: se lavaron las
semillas en 1 mL de etanol 95% v/v por 5 minutos, para después retirar la solucion y
agitar por 15 minutos en una solucion de etanol 70% v/v con Triton®X-100 0,1% v/v.
Por dltimo, se lavaron las semillas en agua estéril 4 veces, retirando el liquido cada vez.

Para estratificar las semillas, se dejaron en 1 mL de agua estéril a 4°C y en
oscuridad por 2 dias. Para asegurar la esterilidad del procedimiento, se realiz6 todo el

proceso bajo una camara de flujo laminar LAMINAIRE.

3.1.5.- Crecimiento de plantas de Arabidopsis thaliana.
Las semillas esterilizadas y estratificadas se sembraron en condiciones estériles

en placas cuadradas que contenian medio de cultivo MS-agar 0,5X [mioinositol 0,01%
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p/v, MES (acido 2-(N-morfolino)-etanosulfénico monohidrato) 0,05% p/v, sacarosa 1%
p/v medio de cultivo Murashige y Skoog 0,22% p/v (Phyto Technology Laboratories
#MS19), fitoagar en grado de micropropagacion 0,7% p/v, ajustado a pH 5,7)] o 1X
(sacarosa 2% p/v, medio de cultivo Murashige y Skoog 0,44% p/v). Las plantas se
crecieron verticalmente en condiciones controladas de temperatura (22°C), fotoperiodo
(16 horas de luz/ 8 horas oscuridad) y luminosidad (aproximadamente 4000 lux).

Para obtener semillas tanto de lineas mutantes como plantas silvestres, las plantas
parentales de 3 semanas de edad fueron traspasadas a un sustrato inerte.. Este soporte
fue embebido en un medio de cultivo hidropénico 1X (Gibeaut, D.M. & col. 1997). Su
versién 100X se compone de: KNO; 125 mM, Ca(NO3); 150 mM, MgSO4 75 mM,
KH,PO4 50 mM, KC1 5 mM, H;BO;3; 5 mM, MnSO4 1 mM, ZnSO4 200 pM, CuSO4 150
uM, Na;SiO; 10 mM y Sprint 330 7,7 mM [Fe quelado en DTPA (Acido di-etilen-tri-
amino-pentaacético)], ajustado a pH 5.

Luego de varias semanas, las plantas con semillas maduras fueron cubiertas con
un capuchon de papel y se les secé retirandoles casi la totalidad el medio hidropénico.
Luego de que se secara la planta completa, se cosecharon las semillas. Estas fueron

guardadas en sobres de papel y en oscuridad a temperatura ambiente.

3.1.6.- Tratamientos utilizando compuestos quimicos en Arabidopsis thaliana.

Para evaluar la resistencia a Sortin2 de las diferentes lineas mutantes a nivel
fisioldgico, se sembraron semillas mutantes y silvestres en MS-agar 1X. A los 7 dias de
edad fueron traspasadas a placas de Petri que contenian medio MS-agar 1X con 25

ug/mL de Sortin2 previamente fotoactivadas por 4 dias y su solvente DiMetilSulfOxido
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(DMSO0) 1% v/v. Como control experimental, las plantulas se traspasaron a placas
medio MS-agar 1X con DMSO 1% v/v, anteriormente expuestas a la luz. Se dispuso las
plantas de forma perpendicular al vector de gravedad, se esperaron 4 dias y se
fotografiaron utilizando una camara fotografica Fujifilm modelo FINEPIX S1500.

Para evaluar la resistencia a Sortin2 de las lineas mutantes enfocada en el trafico
endocitico, se crecieron las plantas mutantes y silvestres por 7 dias en MS-agar 1X y
fueron incubadas en solucién de MS liquido 1X con N-(3-trietilamoniopropil)-4-(6-(4-
(dietilamino)fenil)hexatrienil)piridinio dibromuro (FM4-64, Invitrogen) 5 uM durante
15 minutos en oscuridad a 4°C. Luego, se traspasaron estas plantulas a una solucion de
medio MS-liquido con Sortin2 50 pg/mL DMSO 1% v/v. Se tomaron imagenes a los 5 y
60 minutos después del traspaso a la solucién de Sortin2 utilizando microscopia
confocal (Pérez-Henriquez, P. & col. 2012).

Para evaluar la resistencia a Tunicamicina de las lineas mutantes, se sembré las
semillas silvestres y mutantes en una misma placa cuadrada con MS-agar 1X,
Tunicamicina 0,1 pg/mL y DMSO 1% v/v. Como control experimental se utilizé placas
con MS-agar DMSO 1% v/v. A los 12 dias después de la siembra, las plantas se
fotografiaron evaluando el desarrollo foliar de cada linea (Zhang, H & col. 2008;
Nagashima,Y. & col. 2011). Alternativamente, se realizé el mismo tratamiento en
plantas de 7 dias crecidas verticalmente. En este caso, se dispuso las plantas de manera

vertical por 14 dias, después de los cuales se fotografiaron y se cuantifico el peso fresco.

3.1.7.- Obtencidn de la linea atdfgl0-1-1/atdfg10-2-1.
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Se usaron plantas atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 5 semanas de edad crecidas en
medio hidropénico que posefan flores a punto de abrir. Se emasculé utilizando un
estereoscopio y pinzas Dumont 5. Un dia después se examind su estigma: si estaba
receptivo, se procedio a polinizar cruzadamente, o sea, las flores emasculadas atdfgl0-1-
I estuvieron en contacto con las anteras de las flores de una planta atdfgl0-2-1 y
viceversa. Se esper6 a que se desarrollara la silicua y se cosecho.

La obtencidon de la linea mutante artdfglO-I1-1/atdfgl0-2-1 se realizd por la
seleccion sucesiva de plantas en cada una de las tres generaciones posteriores a la cruza
asistida mediante genotipificacion por PCR utilizando la serie de partidores

especificados en la Tabla 2, seccién a.

3.1.8.- Transformacién estable en Arabidopsis thaliana vy seleccién de plantas

transformadas.

Se tomo6 10 pL de un cultivo de Agrobacterium tumefaciens transformado con un
vector que porta el marco de lectura abierta (MLA) de un gen AtDFG10 y se inoculd en
2 mL de medio LB con los antibiéticos de seleccion respectivos a 28°C por 12 horas. Se
escal6 este cultivo a 30 mL de medio LB incubandolo en agitacion hasta una D.O.¢
igual a 2. Se centrifugd el cultivo a 5.000 x g por 15 minutos y se descarto el
sobrenadante. El sedimento se agité suavemente durante una hora en 15 mL de medio de
infiltracién, el cual se compone de sacarosa 5% p/v y Silwett L-77 0,05% v/v.
Inflorescencias de plantas de las lineas mutantes atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 fueron
sumergidas en este cultivo de Agrobacterium tumefaciens por 5 segundos.

Posteriormente, las plantas fueron colocadas por 24 horas en oscuridad. Luego, se
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crecieron estas plantas en medio hidroponico para obtener sus semillas. Estas semillas
fueron seleccionadas sembrandolas en placas que contenian medio MS-agar 1X
suplementadas con el antibiético Higromicina-B 25 pg/mL. Las plantas entre 10 a 14
dias post-siembra resistentes al tratamiento, se traspasaron a placas de Petri con medio
MS-agar 1X sin antibidticos y posteriormente al medio hidropénico para crecerlas y
recolectar sus semillas. Ademas, se corroboré la transformacién estable del gen de
interés mediante la amplificacién por PCR del gen en configuracion sentido al promotor
358 utilizando partidores descritos en la Tabla 2, seccién b. Para corroborar que el
inserto transformante donde se encuentra el gen de interés se transmite de manera
correcta a su progenie, las semillas que pertenecen a la progenie de una planta resistente
a Higromicina y positiva en su genotipificacion fueron sembradas y crecidas en medio

MS-agar 1X suplementado con Higromicina-B 25 pg/mL y se analizé la segregacion de

la resistencia al antibiético en la poblacién.

3.2.- Analisis de DNA y RNA.

3.2.1.- Extraccion de DNA gendmico de Arabidopsis thaliana.

Se purificé DNA gendmico a partir de una hoja de roseta de plantas entre 28 a 35
dias de edad (aproximadamente 100 mg). Se moli6 la hoja con un pistilo previamente
incubadas en nitrogeno liquido. Luego, se incubd una hora a 65°C en la solucion tampén
CTAB 2X (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 2% p/v, NaCl 1,4M, Tris HCI
pH 8 100 mM, Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 20 mM, 2-mercaptoetanol 0,1%
v/v). Luego, se centrifugd a 13000 x g por 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a

un tubo nuevo y se le agregd 700 pL de la solucion cloroformo:alcohol isoamilico (24:1)
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y se agitd por 5 minutos; se centrifugd a 8000 rpm por 5 min y se rescatd la fase
superior. Se repitié el paso anterior. Luego, se adicioné 650 pL de 2-propanol y se
incub6 a -20°C por al menos 60 minutos para luego centrifugarse por 15 minutos a
13000 x g. Los ultimos pasos consistieron en remover el sobrenadante, lavar el pellet
con 500 pL de etanol 70% v/v. Luego de una breve centrifugaciéon, se removid
cuidadosamente el etanol y se dejo secar el sedimento. Finalmente se adicioné 50 pL de

la solucion tampoén consistente en Tris HCl pH 8 10 mM y EDTA 1 mM. El DNA fue

almacenado a -20°C para su posterior uso.
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Tabla 2 - Partidores utilizados en las reacciones de PCR realizadas.
Tabla 2.a - Partidores asociados a la genotipificacién de la linea atdfg10-1-1/atdfg10-2-1.

Nombre partidor

Secuencia

Observaciones

AtActind AABY 5

CAC ACTTTC TAC AAT GAG CT

AtActindAA320 3°

GCAGTG ATCTCT TTG CTC AT

Hibridan degeneradamente los marco de lectura abierto de los genes
de Actina de Arabidopsis thaliana

Hibrida el extremo izquierdo del fragmento-inserto de T-DNA en las
mutantes insercionales SALK y apuntando hacia fuera del inserto

Hibridan en la secuencia promotora y en el 2° intrén del gen
AtDFG10-1, respectivamente. Flanquean la ubicacién donde se
reporté la insercién del fragmento de T-DNA que caracteriza al alelo
SALK 117025,

LBbl.3 ATT TTG CCG ATT TCG GAAC
& 117025 5° AGA ATA TGT TGC GGT CAA CG
S_117025_3" GCTTTCTCG TTT TCA ATC TGG
5 105485 5° AGG GAA CACTTT GGG AGA T
5_105485_3" TAGCCATCCCTCCACTGT A

Hibridan en la secuencia promotora y en el 2° exdn del gen
AtDF(10-2, respectivamente. Flanquean la ubicacién donde se
reporto la insercion del fragmento de T-DNA que caracteriza al alelo
SALK_105485.

Tabla 2.b - Particlores asociados a la amplificacion fidedigna de los genes AtDFG10s y la genotipificacion de colonias transformantes de Escherichia
coli, Agrobacterium tumefaciens, Saccharomyces cerevisiae y de las plantas de Arabidopsis thaliana transformantes.

Nombre partidor Secuencia Observaciones
OligoAP CHErAC GCGT?‘?F(?F[’IX'?E"?;} ,'II: Bk T RET Hibrida la cola poliA de los transcritos.
At2g16530 F CCT CGC ACG AGA ATT GAA GA Hibridan los extremos 5° y 3” de la region codificante del gen
A2g16530 R CGA GTA GAC ATA AGG GAA AAT GGC AtDFGI0-1, respectivamente. Sustituye el codon de término TAA

por TCG

At5g16010 F

CCCAAA ATTGCAGAACCAG

At5g16010 Raa

CTG GAA TAC AAA GGG AAT GAG A

Hibridan los extremos 5’ y 3’ de la region codificante del gen
AtDFG10-2, respectivamente. Sustituye el coddn de término TAG
por CAG

355.pcambia.F

AGA ACT CGC CGT AAAGACTG

Hibrida dentro del promotor 358 en direccion a la zona de
recombinacion de los vectores de la serie pGWB

HigroF TITTGTG TACGCCCGACAGT Hibridan internamente el gen Higromicina fosfotransferasa en los
HigroR AAG ACCTGC CTG AAACCG A vectores de la serie pGWB
MI3_F GT ACGACGGCCAG Hibrida una secuencia de la cadena 5’ — 3°, proxima a la zona de

recombinacion de los vectores de la serie pCR8

426GPD_exSMC 5

CCT CAA TGG AGT GAT GCA ACC

426GPD_exSMC _3'

CAC GAC GTT GTA AAA CGACGG
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3.2.2.- Protocolo de reaccion de PCR y genotipificacion del material biolégico.

El protocolo de amplificacion utilizado en todas las reacciones de PCR es el
siguiente. Para desnaturalizar el DNA se comenzd con un ciclo de 94°C por 5 minutos.
El paso de amplificacion fue de 37 ciclos, cada uno compuesto por tres fases: primero,
94°C por 30 segundos, luego, 58°C por 40 segundos y tercero, 72°C por 30 segundos
por kilobase a amplificar mas 10 segundos. Se finalizé6 con un ciclo de 72°C por 10
minutos para completar la elongacioén de los fragmentos. Para cada una de las diferentes
reacciones de PCR realizadas se ocuparon los partidores que se especifican en la Tabla
3.

Para determinar la presencia y tamafio del amplificado se utilizé agarosa grado
analitico (SeaKem®, Lonza) en geles de 1% p/v en TAE 1X (Tris-base pH 8 40 mM,
acido acético glacial 19 mM y EDTA pH 8 1mM). 5 uL de cada producto de PCR fue
mezclada con 1 pL de solucion de carga (azul de bromofenol 0,25% p/v, xilencianol
0,25% p/v, ficol 30% p/v). Esto fue sometido a electroforesis a 90 V por 45 minutos.
Luego, el gel se incub6 en bromuro de etidio 0,2% p/v por 20 minutos y se observaron
los productos en el transiluminador SYNGENE modelo SYDR/2082. Adicionalmente en
todos los geles se usé 250 ng del marcador de peso molecular Gene Ruler™ 1 Kb
(Fermentas).

Para genotipificar el material biolégico, se realizd reacciones de PCR que
contenian la siguiente mezcla: solucién tampén 1X con MgCly, 1 U Paq5000™ DNA
polimerasa (Stratagene), 0,2 mM dNTPs cada uno y 0,2 pM de cada partidor. Ademas,
como templado se utilizd DNA gendmico de una planta de Arabidopsis thaliana o una

suspension de células provenientes de una colonia de Escherichia coli, Agrobacterium
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tumefaciens o Saccharomyces cerevisiae resistente a la accion de los antibi6ticos de
seleccion correspondientes. Los partidores ocupados en la genotipificacion de las plantas
de Arabidopsis thaliana y los de las colonias de microorganismos son detallados en la

Tabla 3, seccion a y b, respectivamente.

3.2.3.- Extraccién de RNA desde Arabidopsis thaliana y sintesis de cDNA,

Entre 50 a 100 mg de tejido de hojas de roseta de plantas silvestres de 1 mes de
edad fue utilizado para extraer RNA mediante el kit de extraccion de RNA Invitrap ®
(Invitek); el producto fue almacenado a -80°C. Para el manejo del RNA, se utilizé agua
estéril pretratada con 0,1% v/v DiEtilPiroCarbonato (DEPC) en todas las etapas de
manipulacién. La integridad del RNA aislado fue analizada mediante un gel de agarosa
1,5% p/v, sometiendo 1,5 pL. de RNA a electroforesis a 70 V por 45 minutos y
posteriormente fue revelado. Tanto la concentracion de RNA como la evaluacién de la

contaminacion con proteinas y especies fenolicas fue determinado por métodos

espectrofotométricos.

Dos pg de RNA fueron tratados con 1 U de DNAasa I (Fermentas) en una
solucién tampén de la DNAasa I 1X con MgCly y 20 U del inhibidor de la RNAasa
RiboLock™ (Fermentas). Fue incubado a 37°C por 30 minutos y para finalizar la
reaccion se le agregd EDTA 50 mM. Se dividié el contenido en dos tubos a los cuales se
les afiadié 0,5 pg del partidor OligoAP y se incubaron a 70°C por 5 minutos.
Inmediatamente después, se incubd en hielo por 5 minutos donde se les agregd la

siguiente mezcla: solucién tampén de la transcriptasa reversa Improm-II " 1X, MgCl, 3
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mM, dNTPs 0,5 mM cada uno y 20 U del inhibidor de RNAasa RiboLock™. Por dltimo,
a un tubo se le agrego la enzima transcriptasa reversa ImProm-II™ (Promega) y el otro
se dej6 como control agregindosele agua; volumen final de 20 pL. Se procedié con el
siguiente protocolo de RT-PCR: 25°C por 5 minutos, luego 42°C por 60 minutos y
finalmente 70°C por 15 minutos. El cDNA total resultante y su control negativo se

guardaron a -20°C para su posterior uso.

3.2.4.- Semicuantificaciéon de los niveles de transcritos de A#DFGI0-1 vy

AtDFG10-2.

Se amplifico los transcritos de los genes AtDFG10-1 y AtDFG10-2 desde cDNA
proveniente de 1 ug de RNA de plantas silvestres de 1 mes de edad utilizando PCR y
variando el nimero de ciclos de la fase de amplificacion. Se cuantificé cada reaccion
mediante densitometria (ImageJ), se ajusté los resultados a una curva hiperbdlica y se
eligio el ciclo donde la curva se comportara como exponencial: para AtDFG10-1 el ciclo
optimo de semicuantificacién fue de 32 ciclos y para AtDFGI0-2, 28 ciclos. Para
normalizar la cuantificacion de los transcritos de los genes AtDFG10-1 y AtDFG10-2 se
utilizé el transcrito de actina, determinandose su ciclo optimo de semicuantificacion en

25 ciclos.

Para cuantificar los niveles de transcritos de AtDFG10-1 y AtDFG10-2 en las
lineas mutantes atdfgl0-1-1y atdfgi0-2-1 se utiliz6 cDNA proveniente de 1pg de RNA
de plantas de estas lineas mutantes de 1 mes de edad. Se modificod el protocolo de

amplificacién, usandose los ciclos 6ptimos de semicuantificacién para cada transcrito.
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Se normaliz6é los niveles de transcrito con el transcrito de actina y se relativizo la
cuantificacion normalizada comparandolas con el transcrito de AtDFGI10-1 y AtDFG10-

2 normalizado de las plantas silvestres.

3.2.5.- Amplificacion fidedigna de los marcos de lectura abiertos de AtDFGI10-1

v AtDFG10-2 v su purificacion.

Para amplificar fielmente los marcos de lectura abiertos (MLA) de los genes
ADFG10-1 y AtDFGI0-2 se utilizd6 ¢cDNA proveniente de 1 pg de RNA de plantas
silvestres en conjunto con su solucién tampén 1X con MgCl,, partidores que hibridan
los extremos 5° y 3’ de los MLA de AtDFGI0-1y AtDFG10-2 0,5 pM (Tabla 3.b), 1 U
de Long PCR Enzyme mix (Fermentas) y dNTPs 0,25 mM cada uno. Los amplificados
de los transcritos de los genes se extrajeron desde los geles de agarosa mediante el kit de

purificacién de DNA PCR Wizard® (Promega) segln las indicaciones descritas por los

fabricantes.

3.2.6.- Subclonacion de los marcos de lectura abiertos de AtDFGI0-1 v

AtDFG10-2. Purificacion, recombinacion v confirmacion de la clonacion.

Los MLA de los genes AtDFGI0-1 y AtDFG10-2 fueron ligados al vector de
clonacion pCR8® (Invitrogen) segin las indicaciones descritas por los fabricantes. Para
la purificacién de los vectores plasmidiales, primero se crecid las cepas de Escherichia
coli transformantes en las que se detectd la presencia del vector mediante

genotipificacién por PCR y luego se procedié a extraer los vectores con el kit de
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purificacion plasmidial AxyPrep™ (Axygen) segin las indicaciones descritas por los
fabricantes.

Los vectores de clonacion pCR8® que poseen subclonado los MLA de
AtDFG10-1 y AtDFG10-2 se recombinaron con vectores de expresion constitutiva en
levaduras y plantas (serie pAG426GPD y serie pGWB, respectivamente). La clonacion
se realizo mediante recombinacién con la enzima LR clonasa™ II (Invitrogen) segin las
indicaciones descritas por los fabricantes. Se detallan las caracteristicas de los
plasmidios obtenidos que contienen los MLA de los genes AtDFG10-1 y AtDFG10-2y
los vectores sin recombinar en la Tabla 3.

Para corroborar la identidad de los vectores purificados se les realizé6 una
digestion enzimatica utilizando enzimas de restriccion. En las digestiones simples se
utilizé una cantidad de DNA plasmidial apropiada y las recomendaciones del fabricante
(Fermentas). Para las digestiones con dos enzimas de restriccion a la vez, se siguio la
recomendacion  sugerida de la  plataforma  omline  Double  Digest
(http://www.thermoscientificbio.com/webtools/doubledigest). Para ambos tipos de

digestiones se incubo a 37°C por 16 horas.

3.3.- Analisis de proteinas.

3.3.1.- Deteccion de la proteina CPY madura v sus isoformas en los extractos

proteicos de Saccharomyces cerevisiae.

Para extraer las proteinas totales de las cepas de Saccharomyces transformantes,
se crecio un cultivo en medio YMM durante 2 dias y agitacion constante. La cepa

dfglOA y su parental silvestre se crecié en medio YMM suplementado con uracilo.
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Luego, se centrifugd a 3000 x g descartandose el sobrenadante. Luego, se resuspendid
en agua destilada y se le agregd NaOH 0,1 M. Se incubd por 5 minutos a temperatura
ambiente centrifugandose posteriormente a

3000 x g.

Se resuspendié el sedimento en una solucion de extraccién Laemmli 2X (SDS
4% plv, glicerol 20% v/v, 2-mercaptoetanol 10% v/v, azul de bromofenol 0,004% p/v y
Tris HC1 0,125 M). Se incubd por 10 minutos a 95°C y se resuspendi6é por 30 s en
vortex. Por Gltimo, se centrifugd por 1 minuto a 14000 x g y se almacené a -20°C. Este
extracto total de proteinas de Saccharomyces fue mezclado con una solucion de carga
4X que contenia Tris pH 6,8 200 mM, glicerol 40% v/v, SDS 8% p/v, azul de
bromofenol 0,04% p/v y 2-mercaptoetanol 4% v/v. Se incub6 a 95°C por 5 minutos y se
homogeniz6 en vortex. Luego, se cargd en geles de poliacrilamida desnaturantes (fase
separadora, acrilamida 12% p/v, fase concentradora, acrilamida 5% p/v; Winkler)
montadas en camaras de electroforesis vertical (BIO-RAD). Los geles fueron sometidos
a 70 V por 30 minutos y luego a 100 V por 150 minutos.

Para tefiir las proteinas de los geles de poliacrilamida con Azul de Coomasie, se
prepar6 una solucion de Azul de Coomasie 0,1% p/v, metanol 50% v/v y acido acético
glacial 10% v/v y se incubaron los geles en esta solucion en constante agitacién por 120
minutos. Los geles se destifieron con una solucién de metanol 40% v/v y acido acético
glacial 10% v/v por al menos 2 horas, cambiando la solucién varias veces hasta que el
fondo del gel se hubiera destefiido. Los geles fueron secados entre hojas de celulosa para

posteriormente ser almacenados y fotografiados.
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Tabla 3 - Vectores utilizados. Se detalla el tipo de plasmidio, el MLA subclonado de A. thaliana y el promotor que comanda su expresion, el
marcador de fusién para la identificacion de la proteina y la resistencia que le confiere al organismo transformado. Todos los vectores en esta lista

incorporan la tecnologia Gateway®,

Marcador de fusién para .
Nombre Tipo Promotor LA la identificacién Seleccitn asociada Clrganismo dond_e weRvAluG
Subclonado : la seleccion
proteica
pCRE Clonacién -- -- -- Espectinomicina Escherichia coli
pCR8-AIDFGI0-1c Clonacion -- AtDFG10-1¢ -- Espectinomicina Escherichia coli
pCR8-AIDFG10-2¢ Clonacién - AIDFG10-2¢ -- Espectinomicina Escherichia coli
73 e Ampicilina, L3 :
pAGA26GPD-HA E""“’s“l’;‘v‘;g‘:i‘:““"a - GPD - Hematoaglutinina cloranfenicol ki
URA+ Saccharomyces cerevisiae
5 o . Ampicilina, e .
pAG426GPD-eGFP Expresul)nvcc;n stitutiva en GPD " Protemav ﬂl:;] orescente FoanBisingl Escherichia coli
i . URA+ Saccharomyces cerevisiae
pAG426GPD-AtDFG10- Expresion constitutiva en 3 Ampicilina Escherichia coli
Ice-HA levaduras i s s SR Rl URA+ Saccharomyces cerevisiae
pAG426GPD-AtDFG10- Expresion constitutiva en Proteina fluorescente Ampicilina Escherichia coli
1c-eGFP levaduras orp 0 verde URA+ Saccharomyces cerevisiae
pAG426G,PD-AiDFGI 0- Expresion constitutiva en GPD AtDFG10-2¢ Hlenistoaglitinin Ampicilina Escherichia coli
2¢-HA levaduras URA+ Saccharomyces cerevisiae
pAG4262(iPD-A tDFG10- Expresion constitutiva en GPD ADFG10-2¢ Proteina fluorescente Ampicilina Escherichia coli _
c-eGFP levaduras verde URA+ Saccharomyces cerevisiae
Expresion constitutiva en Proteina fluorescente Cloranf?n.lcol i
pGWBS5 plantas 358 e varda Kanamicina Agrobacterium fumefaciens
Higromicina Arabidopsis thaliana
i —_ Cloranfenicol Escherichia coli
pGWBS Expresnozrlﬂc;r:as;lmtwa o 358 - Histidina (x6) Kanamicina Agrobacterium tumefaciens
Higromicina Arabidopsis thaliana
;- ) Expresion constitutiva en Proteina fluorescente Kanamicina Agrobacterium tumefaciens
ki plantas e e verde Higromicina Arabidopsis thaliana
Expresion constitutiva en g Kanamicina Agrobacterium tumefaciens
pGWBS-AtDFG10-1c plsutue 358 AtDFG10-1¢ Histidina (x6) Higreeicing Arabidopsts thaliana
pGWBS-ADFG10-2¢ Expresion constitutiva en 359 AIDFG10-2¢ Proteina fluorescente K'anam:‘clvna Agrobacfenunrz Mmqfacren.s
plantas verde Higromicina Arabidopsis thaliana
pGWBS-AIDFGI0-2c | XPresion constitutivaen | 35 | yypmgrg.zc Histidina (x6) S ARSI D
plantas Higromicina Arabidopsis thaliana
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Para detectar las isoformas de CPY presentes en los extractos totales de proteinas
de las distintas cepas analizadas de Saccharomyces, se realizé Inmunoblot. Se transfiri las
proteinas desde un gel a una membrana de nitrocelulosa por medio de electroforesis en seco
a 15 V por 15 minutos (BIO-RAD). Se corrobor6 la transferencia a la membrana mediante
su incubacion con Rojo de Ponceau 0,2% p/v en 4cido tricloroacético 3% v/v y acido
sulfosalicilico 3% p/p. Luego, la membrana se lavo con agua destilada y se bloqued en
solucion de bloqueo (leche descremada 5% p/v en solucion TBS-T) por 90 minutos a
temperatura ambiente. La soluciéon TBS-T contenia Tris-HCl 20 mM, NaCl 0,15 M y
Tween-20® 0,05% v/v. Luego, se lavé la membrana por 5 minutos y se incubd con un
anticuerpo monoclonal IgG contra CPY de Saccharomyces cerevisiae 1:5000 (Invitrogen,
producido en ratén) en solucion de bloqueo por 90 minutos. Luego se lavé la membrana
con TBS-T en constante agitacion por 10 minutos tres veces y se incubo posteriormente con
un anticuerpo contra IgG de ratébn conjugado con la enzima peroxidasa 1:5000 (KPL,
producido en cabra) en solucion de bloqueo, lavandose posteriormente la membrana con
TBS-T en constante agitacién por 10 minutos y tres veces. Luego, la membrana se revelo
utilizando SuperSignal® (1:1 Luminol : Peréxido; Thermo Scientific) en oscuridad y se

captur¢ la quimioluminiscencia con una placa fotografica.

3.3.2.- Deteccidn de la proteina CPY en el medio extracelular de Saccharomyces

cerevisiae.
Las cepas de Saccharomyces cerevisiae tanto la parental silvestre, la mutante
dfgl0A y las diferentes cepas mutantes dfg/0A transformantes se dejaron crecer por dos

dias en medio YMM. Luego en una placa de 96 pocillos, se dividié los cultivos
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incubandose con medio YMM que contuvo Sortin2 a una concentracion final del
compuesto de 0, 1, 5, 10, 20 y 40 uM en 1% v/v DMSO por 72 horas (Zouhar J. & cols.,
2004).

Se detectd la proteina CPY en el sobrenadante del cultivo mediante Inmunodotblot
(Zouhar J. & cols., 2004). Los medios de cultivo de cada condicion fueron traspasados a
una membrana de nitrocelulosa mediante filtraciéon al vacio (Bio-dot, BIO-RAD). En el
interior de la camara se dispuso la membrana de nitrocelulosa ambientada en TBS-T.
Posteriomente, la membrana se incubo en solucion de bloqueo por 2 horas en agitacién,
para luego ser lavada con TBS-T por 5 minutos, dos veces. Luego, la membrana se incubé
con el anticuerpo monoclonal IgG contra CPY de Saccharomyces cerevisiae en una
dilucién 1:5000 (Invitrogen, producido en raton) en solucién de bloqueo por 120 minutos,
lavandose después con TBS-T por 5 minutos en agitacion, dos veces. Se incubd después
con un anticuerpo conjugado a la enzima fosfatasa alcalina en una dilucién 1:5000 (Reserve
Ap™, KPL; producido en cabra) en solucién de bloqueo por 120 minutos y en oscuridad.
Se lavo la membrana con TBS-T por 10 minutos en constante agitacion, dos veces.

Se incubd la membrana con una solucion que contenia Tris-HC1 0,1 M pH 9,5, NaCl
0,1 M, MgCl; 3 mM, cloruro de nitroblue tetrazolium (NBT) 150pg/mL y 5-Bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato (BCIP) 83ug/mL en oscuridad hasta que apareciera un precipitado
violeta en la membrana. Se detuvo la reaccion enzimatica de la fosfatasa alcalina

sumergiendo la membrana en una solucion EDTA 10 mM.

3.3.3.- Localizacion subcelular de los productos de los genes AtDFGIQ-1 vy

AtDFG10-2 en Saccharomyces cerevisiae.
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Los cultivos en fase exponencial tardia de las diferentes cepas dfgl0A de levaduras
transformadas con los vectores que permiten la expresion de la proteina de fusién
fluorescente fueron crecidos en medio YMM. Luego, se incubé en FM4-64 48 pM final en
YMM por 30 minutos en hielo y en oscuridad. Se centrifugo y se eliminé el sobrenadante,
se resuspendid en medio YPD fresco y se incubé en un bafio seco a 28°C. Una alicuota de
la suspension se montd en un portaobjeto tratado con Concanavalina A 1 mM y se cubrié
con un cubreobjeto. Las imagenes que registraron tanto la fluorescencia de la proteina
fluorescente verde y FM4-64 como el campo claro, se tomé simultineamente por
microscopia confocal a 25 y 40 minutos después del inicio de la incubacién en el bafio

SeCO.

3.4.- Obtencion y anadlisis de datos.

Para el analisis del fenotipo de las lineas mutantes y las lineas mutantes
complementadas, se tomaron fotografias a los 14 dias después de su siembra. Se cont6 el
numero de raices laterales emergidas con un microscopio 6ptico con un aumento de 40X
(Nikon). Para las fotografias se utiliz6 una camara comercial Fujifilm modelo FINEPIX
S1500 con un objetivo de 12X. Se ocupd la luz blanca del transiluminador DESAGA D-
6900 como fondo. Para la cuantificaciéon de la longitud de la raiz primaria como también el
nimero de raices laterales emergidas y el dngulo que forma la raiz primaria en los
tratamientos con Sortin2 y Tunicamicina, fueron utilizados los programas computacionales
tpsDIG2Z 2.15 (James Rohlf, Ecology & Evolution, SUNY at Stony Brook;
http://life.bio.sunysb.edu/morph/soft-dataacq.html) e ImageJ 1.38x (Wayne Rasband, NIH,
USA). En la cuantificacion de la curvatura de la raiz primaria, los resultados fueron

tabulados en 12 intervalos de 30° cada uno: (345° - 15°), (15° - 45°), (45° - 75°), (75° -
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105°), (105° - 135°), (135° - 165°), (165° - 195°), (195° - 225°), (225° - 255°), (255° -
285°), (285° - 315°) y (315° - 345°). Para determinar el valor IRGA, las frecuencias de los
intervalos fueron ponderados por el valor O al intervalo (75° - 105°); por el valor 1 a los
intervalos (45° - 75°) y (105° - 135°); por el valor 2 a los intervalos (45° - 75°) y (165° -
195°); por el valor 3 a los intervalos (15° - 45°) y (165° - 195°); por el valor 4 a los
intervalos (195° - 225°) y (345° - 15°). Por los valores 5, 6, 7 y 8 se ponderaron a los
intervalos (225° - 255°), (255° - 285°), (285° - 315°) y (315° - 345°), respectivamente. Se
sumaron los valores y se calcul6 el promedio IRGA.

Estos datos fueron graficados, analizados estadisticamente y contrastados mediante
el programa computacional Graphpad Prism 5.0®. Las pruebas estadisticas ocupadas para
contrastar las diferencias entre las distintas plantas mutantes silvestres fueron las siguientes:
ANOVA de una via con posterior prueba post - ANOVA de Tukey, prueba t de Student de
dos colas, prueba no paramétrica de Mann-Whitney de dos colas, prueba de y* y prueba
exacta de Fisher. Para todas las pruebas estadisticas, se considerd una diferencia entre dos

grupos analizados con un p < 0,05 como estadisticamente significativa.

3.4.1.- Microscopia confocal.

El microscopio confocal utilizado fue Zeiss LSM 510. Para recoger la fluorescencia
de FM4-64, se excitd con un laser a 543 nm y se capturé la fluorescencia emitida con un
filtro que rescata longitudes de onda mayores a los 560 nm. Para recoger la fluorescencia de
la proteina fluorescente verde, se excitdé con un laser a los 488 nm, capturdndose la

fluorescencia emitida con un filtro que rescata las longitudes de onda comprendidas entre

los 505 nm y 530 nm.
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4.- RESULTADOS

4.1.- Estudio de la funcion molecular de los genes AfDFG10s.

4.1.1.- Amplificacion de los genes AtDFGI0-1 v AtDFGI0-2, subclonacién en

vectores de clonacion y control de calidad de los vectores generados.

La cepa mutante de Saccharomyces cerevisiae con la delecion del gen ScDFG10,
dfgl0OA, es resistente al efecto celular de Sortin2. Determinamos mediante una bisqueda
bioinformatica que tres genes de Arabidopsis son posibles ortologos al gen ScDFGI10 de
Saccharomyces, denominados AtDFG10-1, -2 y -3 (Rubilar, C. 2010). Con el objetivo de
estudiar la funcién de los genes AtDFG10s, una de las estrategias ideadas fue evaluar la
complementacion del fenotipo de la cepa mutante dfg/0A al expresar estos genes y de
esa manera estudiar si los AtDFG10s comparten la funcién de ScDFG 0.

Para cumplir este objetivo, lo primero que se realizo fue obtener los amplificados
de los marcos de lectura abiertos de los genes AzDFGI0s de manera especifica y fiel
desde cDNA proveniente de una hoja de roseta madura de una planta silvestre de A.
thaliana (Col-0). Como se fusionaran secuencias que codifican para marcadores de
deteccion de la proteina en el extremo 3’ de los amplificados, se utilizd partidores
especificos que eliminan el codén de término de los marcos de lectura abiertos de

AtDFG10-1 y AtDFG10-2.
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En la Figura 2 se muestra la obtencién y la posterior corroboracion del
amplificado de los marcos de lectura abierta de AtDFG10-1 (AtDFG10-Ic, Figura 2A), y
de AtDFG10-2 (AtDFG10-2¢, Figura 2B). Especificamente, se observo en A una banda
con un tamafio levemente superior a 1000 pb y en B se detecté una banda que migra
entre 750 pb y 1000 pb. Ambos tamafios de los productos de la amplificacién obtenidos
corresponden a lo esperado (Tabla 4). Se corrobor¢ la identidad de los amplificados
obtenidos mediante digestion enzimatica de AtDFG10-Ic y AtDFGI10-2¢ (Tabla 4). En
la Figura 2C, se muestra que la digestion enzimatica de AtDFG10-1c¢ dio como producto
tres bandas. La banda superior posee un tamafio similar al tamafio de AtDFGI0-ic sin
digerir, lo cual se sugiere que la digestién fue parcial. Las bandas de menor peso
molecular poseen un tamafio levemente menor a 750pb y entre 250 y 500 pb, que
corresponden a lo esperado para la digestion de AtDFG10-1c (Tabla 4). En la Figura 2D,
se observa que, de la digestion enzimatica de AtDFGI10-2c, se obtuvo un producto
ligeramente superior a 750pb, tamafio esperado para el producto de mayor peso
molecular de la digestion a AfDFGI0-2¢ (Tabla 4) y de mayor migracién electroforética
que AtDFGI10-2¢ sin digerir. El otro producto de la digestion no se pudo detectar,
probablemente debido a su pequefio tamafio (101pb). Por lo tanto, los amplificados
obtenidos son muy probablemente AtDFG10-1c y AtDFG10-2c.

El marco de lectura abierto de AtDFGI0-3 no se pudo amplificar por PCR a
pesar de utilizar cDNA proveniente de diversas fuentes como hoja de roseta de 1 mes de

edad y plantula completa de 7 dias de edad (resultados no mostrados).
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Figura 2 — Amplificacion y corroboracion de la identidad de los marcos de
lectura abierto de los genes AfDFG10-1 y AtDFGI0-2. A-B. Se observa la
amplificacion del marco de lectura abierto de AtDFGI10-1 (AtDFGI0-Ic, A) y
AtDFG10-2 (AtDFG10-2c; B) desde cDNA de hoja de Arabidopsis thaliana (Col-0). C-
D. Se muestra el resultado de las digestiones enzimaticas de AtDFG10-Ic y AtDFG10-
2¢ con HindIII (C) y Sspl (D), respectivamente. El carril D indica la digestion de cada
amplificado. Las puntas de flechas indican el producto obtenido de la digestion. M,
marcador de peso molecular; C-, digestion sin DNA.

Tabla 4 — Tamaiios esperados de la amplificacion de los marcos de lectura
abiertos de AtDFG10-1 y AtDFG10-2 y sus patrones de digestién.

Marco de lectura abierta Tamafio de fragmentos
(bp)
ADFG10-I¢ mgmentooompien || 1084
Digestion con HindIII 121 357
Fragmento completo 863
tDFG10-
b Digestion con Sspl 762 101

Se muestran los tamafios de AtDFG10-Ic, AtDFGI10-2¢c y los tamafios de los
fragmentos resultantes de la digestion enzimatica realizada por las endonucleasas
HindIll y Sspl, respectivamente.

Con el objeto de subclonar AtDFG10-1c y AtDFG10-2c, estos fueron purificados
desde geles de agarosa y ligados al vector de clonaciéon pCR8®, generando los vectores
pCR8-AtDFGI10-1c y pCR8-AtDFGI0-2c, respectivamente. El vector de clonacion
pCR8® fue escogido, ya que transfiere en un solo paso la secuencia subclonada

mediante recombinacién sitio-especifica (Gateway) a vectores de expresion, los cuales
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presentan promotores que comandan la expresion constitutiva de su secuencia
subclonada en Saccharomyces cerevisiae o Arabidopsis thaliana dependiendo del vector
de expresidon en cuestion (Figura 3). Sin embargo, la secuencia subclonada puede
posicionarse en la direccion inversa a la correcta, por lo que es necesario corroborar la
correcta direccién de la secuencia subclonada en los diferentes vectores utilizados en
este trabajo, tanto de clonacién como de expresion. Para corroborarlo, primero se
seleccion6 las colonias transformadas resistentes a un antibiético dependiendo del factor
de resistencia codificado dentro del vector; se confirmo las colonias que presentan el
plasmidio con la secuencia subclonada en la direccion correcta tanto por PCR como
también por la evaluacion del patron de digestion, producto de la digestion enzimatica al
vector purificado de la colonia seleccionada por PCR (Figura 3). Para realizar la
digestion enzimatica de cada vector, se seleccion6 endonucleasas que poseen un sitio de
corte dentro de la secuencia subclonada o zona de recombinacion y uno o mas sitios de
corte por fuera de la zona de recombinacion del vector a evaluar. Se evalud el patron de
digestion del vector digerido contrastandolo con el tamafio de los fragmentos esperados
que son especificados en diferentes tablas dentro de este trabajo.

Entonces, para corroborar que los amplificados AtDFG10-Ic y AtDFGI10-2¢
obtenidos se hayan ligado en sentido correcto con respecto a los sitios de recombinacién
de pCR8®, se les realizd una digestion enzimatica cuyo patron de digestion se observa
en la Figura 4. En la secciéon A se aprecia que los vectores pCR8-AtDFGI10-Ic
provenientes de tres clones distintos (2, 3, 4) presentan bandas de alrededor de 3500pb y
500 pb, un patron de digestion esperado para la configuracién sentido (Tabla 5). En

contraste, el proveniente del clon 1, se observa solo dos bandas, una de alrededor de
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3000pb y otra superior a 750pb, patrén coincidente para la digestion de pCR8-
AtDFG10-1¢ en anti-sentido (Tabla 5). En la seccién B de la Figura 4, se observa que
los vectores pCR8-4tDFG10-2¢ provenientes de las tres colonias utilizadas presentan el
patron de digestion correspondiente a pCR8-4tDFG10-2¢ en configuracion sentido, una
banda entre 2500 a 3000 pb y la otra entre los 750 a 1000 pb (Tabla 5). Por lo tanto, se
obtuvo los vectores de clonacion deseados, los cuales poseen los amplificados en la
configuracién necesaria con respecto a los sitios de recombinacion de pCR8®.

A AtLi ARL2
PCRS

AnRl AuR2

p426GPD-eGFP

p426GPD-HA
AmpF  pGPD

pGWBS

pGWBS

RB Kan® 358 HigroR

6xHis
M 1 2 3 4
PCR
\ M 1 3
Seleccion por g

antibidticos Di$95ﬁf5ﬂ

enzimatica
Figura 3 — Vectores de clonacion y de expresion utilizados y la estrategia de
la corroboracion de la presencia y direccion del marco de lectura abierto
subclonado en ellos. A. Se esquematiza los vectores utilizados en este trabajo, el vector
de clonacion pCR8 y los vectores de expresion en levaduras (serie p426GPD) y en
plantas (serie pPGWB). En flechas se muestra las regiones promotoras y en cajas, las
regiones no promotoras mas importantes que poseen estos vectores. Todos los vectores
utilizados antes de ser recombinados poseen sitios de recombinacion (cajas blancas —
AttL - y negras — AttR) que flanquean una regién llamada de recombinacidon que
contiene el gen de resistencia a cloranfenicol (Cm"®, azul claro) y un marcador de
seleccion negativa de bacterias (ccdb, parpura). El vector de clonacion pCR8 posee el
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gen de resistencia a espectinomicina (Spn®, café claro) por fuera de la region de
recombinacién. Los vectores de la serie p426GPD contienen el gen de resistencia a
ampicilina (Amp~, rosado), el gen que restituye la prototrofia a uracilo (URA3, gris) y
rio arriba de la region de recombinacion se ubica el promotor de la Glicerol Fosfato
Deshidrogenasa (pGPD, café oscura). Ademas, el vector p426GPD-eGFP contiene rio
abajo de la region de recombinaciéon el marco de lectura abierta de la proteina
fluorescente verde (eGFP, caja verde) y p426GPD-HA, una secuencia que codifica para
un epitope de la Hematoaglutinina (HA, caja celeste). Los vectores binarios de la serie
pGWB poseen poseen los sitios que delimitan al fragmento de transferencia, T-DNA
(RB, LB, rojo), el gen de resistencia a kanamicina (Kan®, anaranjado) y a higromicina
(Higro®, amarillo) y rio arriba de la region de recombinacion se ubica el promotor del
ARNr 358 del virus del mosaico de la coliflor (35S, flecha blanca). Ademas, el vector
pGWBS contiene rio abajo de la region de recombinacion el marco de lectura abierta de
la proteina fluorescente verde en conjunto con la secuencia terminadora de nopalina
sintasa (NosT, verde claro) y p426GPD-HA, una secuencia que codifica para un epitope
de hexa-histidina (HA, azul oscuro). B. Se muestra la estrategia de la corroboracion de la
presencia y la direccion del marco de lectura abierto subclonado los vectores de
clonacién y de expresion descritos en A. Las colonias de Escherichia coli resistentes al
antibidtico de seleccion (que depende de cada vector utilizado) son analizadas mediante
PCR para detectar la presencia de la secuencia subclonada. Las colonias positivas
(colonia 1 y 3, nimeros en negritas y rojas) son crecidas y su vector es purificado para la
evaluacion de su patron de digestion mediado por endonucleasas previamente elegidas
dependiendo del vector a analizar.

B
A pCR8-AIDFGI0-1¢ pCR8-A1DFGI0-2¢

M 3 2 1

1Eh

Figura 4 — Corroboracion de la clonacién de los marcos de lectura abierta de
AtDFG10-1 y AtDFGI10-2 en el vector de clonacién pCR8®. A. Se muestra los
patrones de digestion de los vectores pCR8-47DFG10-1c utilizando HindIII en conjunto
con EcoRV. B. Se muestra los patrones de digestion de los vectores pCR8-AtDFG10-2¢
usando a EcoRV en conjunto con Sspl. Diferentes colonias de Escherichia coli
transformadas con el vector correspondiente fueron evaluadas, las cuales se identifican
por los nameros sobre cada carril. Los asteriscos y las puntas de flecha indican el
producto de mayor y menor tamafio, respectivamente, en las digestiones de los vectores
que poseen la secuencia subclonada en sentido con respecto a los sitios de
recombinacion. M, marcador de peso molecular.

43



Tabla 5 — Patrones de digestion esperados de los vectores pCR8-4tDFG10-1c
y pCR8-AfDFG10-2c.

Configuracion del Tamafio de
Endonucleasas :

Vector - amplificado fragmentos
upa subclonado esperados (bp)
pCR8- HindIII+ EcoRV Sentido 3418 480
AtDFG10-Ic HindIII+ EcoRV Antisentido 3046 852
pCRS- EcoRV+Sspl Sentido 2792 | 887
AtDFG10-2c EcoRV+Sspl Antisentido 3453 226

Se indican los tamafios esperados de los productos de las digestiones de los
vectores pCR8 que poseen subclonado AtDFGI0-Ic y AtDFGI0-2c tanto en
configuracion sentido como en antisentido con respecto a los sitios de recombinacién de

pCRS.

Los amplificados de los marcos de lectura abiertos de AiDF(G10-1 y AtDFG10-2
pueden presentar mutaciones que afecten finalmente la actividad proteica de su producto
y por ende su funcionalidad. Esta probabilidad se minimizé utilizando una polimerasa
con una actividad correctora de la polimerizacién. Sin embargo, para corroborar que no
existan mutaciones en los marcos de lectura abiertos subclonados en pCR8, se procedid
a secuenciar las construcciones pCR8-AtDFG10-1c y pCR8-AtDFG10-2c. En la Tabla 6
se muestra la evaluacion de la secuenciacioén realizada en la zona de recombinacion de
los vectores de clonacién purificados que poseian la configuracién sentido. Al comparar
la secuencia codificante clonada de pCR8-AtDFGI0-Ic y pCR8-AtDFG10-2c con la

base de datos TAIR (http://www.arabidopsis.org/), se encontrdé que hay un 100% de

identidad nucleotidica para ambos amplificados clonados. También, se corrobord las
mutaciones sitio-dirigidas en los codones de término de ambas secuencias clonadas: en
pCR8-4tDFG10-1c el coddn de término “TAA” fue reemplazado por el codén “TCG”

que codifica para un residuo de Serina; en pCR8-AtDFG10-2¢ se cambid su codon de
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término “TAG” por el codén “CAG”, el cual codifica para un residuo de Glutamina. Los
nuevos codones se eligieron porque codifican para aminoacidos que presentan
caracteristicas fisicoquimicas similares a los residuos aminoacidicos vecinos. Con ello se
espera minimizar algiin efecto adverso en alguna caracteristica de la proteina en cuestion
debido a la adicion de un nuevo residuo. Ademas, se observé que las secuencias
aledafias al sitio de clonacion en pCR8-AtDFG10-Ic y pCR8-AtDFG10-2¢ no poseen
diferencias nucleotidicas con respecto a la secuencia del vector PCR8® informado por el
proveedor. También, se corroboré la configuracion en sentido de la secuencia
amplificada clonada en los vectores analizados. En resumen, podemos concluir que los
vectores pCR8-AtDFG10-1c y pCR8-AtDFG10-2c¢ poseen la calidad suficiente para ser

utilizados en eventos de recombinacion con vectores de expresion en distintos

organismos.

Tabla 6 — Verificacion de la fidelidad de A#DFG10-1c y AtDFG10-2c
subclonados en los vectores de clonaciéon pCRS.

; ; pCR8- pCR8-
Parametros analizados AIDFGI0-1c ADFG10-2¢
Porcentaje de identidad de secuencia 100 100
con respecto a la base de datos.
Codén de término de la secuencia Reemplazado Reemplazado
clonada. por TCG (8S) por CAG (Q)
Estado de secuencias del vector en los . . ) .
s o Sin mutaciones | Sin mutaciones
sitios de recombinacion

Se resume los diferentes parametros analizados en la secuenciacion de la zona
entre los sitios de recombinacién de los vectores pCR8-AtDFG10-1c y pCR8-AtDFG10-
2c. Se utiliz6 la base de datos TAIR para comparar a AIDFGI10-Ic y AtDFGI10-2c.

45



4.1.2.- Obtencion de las cepas dfgl0A transformadas con los vectores de

expresion en levaduras que poseen subclonado AtDFG10-Ic y AtDFGI0-2c.

Los vectores pCR8-AtDFG10-1c y pCR8-AtDFG10-2¢ fueron recombinados con
dos vectores de expresion en levaduras. Estos corresponden a los de la serie p426GPD
que poseen el promotor de la Glicerol Fosfato Deshidrogenasa (GPD, siglas en inglés)
de expresion constitutiva en levaduras. Los dos vectores utilizados son p426GPD-HA y
p426GPD-eGFP. El vector p426GPD-HA posee una secuencia que codifica para un
epitope perteneciente a la Hematoaglutinina (HA) y p426GPD-eGFP posee la secuencia
que codifica para la proteina fluorescente verde (eGFP). Ambas secuencias permiten
etiquetar las proteinas de interés en el extremo C-terminal. Producto de la recombinacion
se obtuvieron cuatro nuevos vectores que permiten expresar en levaduras los genes
AtDFG10-Ic v AtDFG10-2c: p426GPD-AtDFG10-1c-HA vy p426GPD-AtDFG10-1c-
eGFP; p426GPD-AtDFG10-2¢c-HA vy p426GPD-AtDFG10-2¢-eGFP.

Para corroborar que los vectores generados contengan la secuencia clonada y en
configuracién sentido con respecto al promotor GPD, se digirié los cuatro vectores
purificados. En la Figura 5 se muestra el patron de digestion obtenido para los vectores
de expresion de levaduras que contienen a AtDFG10-1c, purificados de diferentes clones.
Se observa que el vector pd26GPD-AtDFGI10-Ic-HA proveniente de tres clones
distintos, presentan bandas de tamafios de alrededor a 6000pb y un poco inferior a
1500pb, el cual coincide con el patréon esperado al poseer AtDFG10-Ic en configuracion
sentido con respecto a su promotor (Figura 5, Tabla 7). Con respecto al patrén de
digestion de p426GPD-AtDFG10-1c-eGFP, se observa diferentes situaciones. Se

identifico dos bandas como productos de la digestion provenientes de los vectores
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purificados desde el clon 1 y 3, cuyos tamafios son superior a los 6000pb y ligeramente
inferior a 1500pb. Este patrén corresponde a lo esperado para pd26GPD-AtDFG10-1c-
eGFP cuando AtDFG10-1c se encuentra en direccion sentido con respecto a su promotor
(Figura 5, Tabla 7). No se observa la tercera banda esperada, probablemente debido a su
pequefio tamafio. El patron de digestion del vector del clon 2, ademas de las dos bandas
descritas anteriormente, posee una banda de alrededor de 4000pb que no corresponde a
ningun caso esperado.

En la Figura 6 se observa los patrones de digestion obtenidos para los vectores de
expresion de levaduras que contienen a AtDFG10-2c, utilizando la enzima de restriccion
Ndel. Se observa que el producto de la digestién de los vectores p426GPD-AtDFG10-
2c-HA presenta tres bandas, la mayor de un tamafio superior a 5000pb y menor a
6000pb, otra de alrededor de 2000pb; y la de menor tamafio, inferior a 500pb. Este
patrén corresponde a lo esperado para el vector que posee subclonado AtDFGI0-2¢ en
direccion sentido con respecto a su promotor (Figura 6, Tabla 8). Por lo tanto con estos
resultados, se corrobor6 la obtencién de cuatro vectores de expresidon constitutiva en
levadura los cuales poseen a AtDFG10-1c y AtDFG10-2¢ en la configuracion correcta

con respecto al promotor del plasmidio.
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Figura 5 — Corroboracion de la subclonacion de AfDFG10-1c en los vectores
de expresion en levaduras. Se muestra el patron de digestion obtenido de los vectores
que poseen subclonado AtDFGI0-Ic utilizando simultaineamente Sacl y HindIIl. Estos
vectores se purificaron a partir de colonias independientes de E. coli identificadas con
los niimeros sobre cada carril. Los vectores poseen fusionado rio abajo de AzDFG10-Ic,
el gen que codifica a la proteina fluorescente verde (AtDFG10-1c-eGFP) o la secuencia
que codifica para un epitope de hematoaglutinina (4tDFG10-1c-HA). Los asteriscos y
las cabezas de flecha indican los fragmentos de mayor y menor tamafio observados en
las digestiones dobles para los vectores que poseen AtDFGI0-1c en sentido con respecto
al promotor del vector. M, marcador de peso molecular; C-, digestién sin DNA.

Tabla 7 — Patrones de digestion esperados de los vectores de expresion en
levaduras que poseen subclonado el marco de lectura abierto de AtDFG10-1.

Vecios Configuracion de Tamafio de los fragmentos
AtDFG10-1c esperados (bp)

pAG426GPD- Sentido 6613 1418 388

AtDFG10-1c-eGFP Antisentido 6613 1046 760

pAG426GPD- Sentido 6004 1419 387

ADFGI0-1c-HA Antisentido 6004 1047 759

Se indica los tamaiios de los productos esperados de las digestiones enzimaticas
de Sacl en comjunto con HindIIl para los vectores que poseen AtDFGI0-Ic en sentido
como en antisentido con respecto al promotor del vector.
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Figura 6 — Corroboracion de la subclonacion de AfDFG10-2c en los vectores
de expresion en levaduras. Se muestra los patrones de digestion de los vectores
p426GPD que poseen subclonado AtDFG10-2¢ utilizando la endonucleasa Ndel. Estos
vectores poseen fusionado rio abajo de AtDFGI0-2c, el gen que codifica a la proteina
fluorescente verde (4tDFG10-2¢c-eGFP) o la secuencia que codifica para un epitope
perteneciente a la hematoaglutinina (4tDFG10-2¢c-HA). Los vectores se purificaron a
partir de diferentes colonias de E. coli transformadas, las cuales se identificaron con los
numeros que aparecen sobre cada carril. Los asteriscos, el signo “+” y las cabezas de
flechas indican los tamafios esperados de los productos de mayor, intermedio y menor
peso de la digestion, respectivamente, para los vectores que poseen subclonado el gen en
sentido a su promotor. M, marcador de peso molecular.

Tabla 8 — Patrones de digestion esperados de los vectores de expresién en
levaduras que poseen subclonado el marco de lectura abierto de AfDFGI10-2.

Vector Configuracion de Tamafio de fragmentos
AtDFG10-2¢ esperados (bp)
pAG426GPD- Sentido 5308 2892
AtDFG10-2c-eGFP Antisentido 43837 3363
pAG426GPD- Sentido 5311 1968 312
AtDFG10-2c-HA Antisentido 4840 1968 783

Se muestra los tamafios de los productos esperados de la digestion enzimatica
mediada por la endonucleasa Ndel para los vectores de expresion en levadura que

poseen subclonado AzDFG10-2c¢ tanto en sentido como en antisentido al promotor del
vector.

Con los vectores de expresion que portan AtDFGI0-Ic y AtDFG10-2¢ y los

vectores sin recombinar, se procedid a transformar la cepa de Saccharomyces cerevisiae
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dfgl0A. La seleccion de las colonias transformantes se realizé por auxotrofia a uracilo
en un medio minimo de cultivo. Para corroborar la transformacién con los vectores
correspondientes, se realizd6 PCR a las colonias que crecieron en este medio minimo,
utilizando partidores especificos detectando la presencia de los AtDFG10s subclonados
en sentido con el promotor y la region de recombinacién de los vectores sin recombinar.
En la Figura 7B se muestra el producto de PCR de dos colonias transformadas con
p426GPD-AtDFG10-1c-HA y dos con p426GPD-AtDFG10-1c-eGFP, los cuales poseen
un tamafio ligeramente superior a 1500pb y 2000pb, respectivamente. Ambos tamafios
son similares a lo obtenido al amplificar utilizando los mismos partidores en los
plasmidios p426GPD-AtDFG10-1c-HA (carril C+HA) y p426GPD-AtDFG10-1c-eGFP
(carril C+E) purificados. En la Figura 7C se observa que los productos de PCR de seis
colonias transformadas con p426GPD-AtDFG10-2¢c-HA analizadas y dos con p426GPD-
AtDFG10-2¢c-eGFP poseen tamafios similares al amplificado de los correspondientes
vectores purificados, una banda de tamafio ligeramente inferior a 1500pb y otra de
2000pb, respectivamente (carril C+HA y carril C+E). Por su parte, en colonias
transformadas con el vector sin recombinar p426GPD-HA, el producto de PCR es
alrededor a 2500 pb, tamafio similar al obtenido al amplificar el vector sin recombinar
p426GPD-HA purificado (carril C+) (Figura 7A). Estos resultados corroboran la
obtenciéon de cinco cepas de levaduras dfgl0A que poseen los cuatro vectores de
expresion en levaduras generados (p426GPD-AtDFG10-1c-HA vy p426GPD-AtDFG10-
1c-eGFP; p426-GPD-AtDFG10-2c-HA y p426GPD-AtDFG10-2c-eGFP) y el vector

vacio p426GPD-HA para ser utilizado como control.
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Figura 7 — Corroboracion de la transformacion de la cepa de Sacharomyces cerevisiae dfgi10A con los vectores
p426GPD-eGFP y p426GPD-HA que poseen subclonados a AtDFG10-Ic y AtDFG10-2c. A. Amplificacion de la region de
recombinacion en dfgl0A transformada con el vector p426GPD-HA (dfgi0A-HA). B. Amplificacion de AtDFGI0-Ic en
configuracion sentido con respecto al promotor en colonias dfg/0A transformadas con los vectores p426GPD-AtDFG10-1c-HA
(AtDFG10-1c-HA) y p426GPD-AtDFG10-1c-eGFP (AtDFG10-1c-eGFP). C. Amplificaciéon de AtDFGI0-2c en configuracion
sentido con respecto a su promotor en colonias dfgl0A transformadas con los vectores p426GPD-AtDFG10-2¢-HA (AtDFG10-
2c-HA) y p426GPD-AtDFG 10-2c-eGFP (AtDFG 10-2¢c-eGFP). Se realizaron controles amplificando los vectores purificados: C+,
p426GPD-HA; C+HA, p426GPD-AtDFGI0-1c-HA, p426GPD-AtDF(G10-2c-HA; C+E, pd426GPD-AtDFG10-1¢c-eGFP,
p426GPD-AtDFG10-2c-eGFP, C-, amplificacion sin DNA. Los nimeros sobre los carriles corresponden a diferentes clones
provenientes de cada evento de transformacioén que crecieron en medio minimo. M, marcador de peso molecular.
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4.1.3.- Estudios de complementacién funcional de los genes ADFGI0-1 y

AtDFG10-2 en la cepa mutante dfgl0A.,

La cepa de S. cerevisiae dfgl0A es resistente a la accion del compuesto Sortin2 el
cual altera la ruta de trafico hacia la vacuola causando que proteinas vacuolares como
CPY se secreten al medio extracelular (Norambuena, L. datos no publicados). Ademas,
se ha mostrado que dfgl0A presenta deficiencias en el proceso de N-glicosilacion de
proteinas (Cantagrel, V. & col. 2010). Con estos antecedentes se idearon dos ensayos
independientes para evaluar la capacidad de complementar la funcion de ScDFGI0 de
los genes AtDFG10-1 y AtDFG10-2: un ensayo de sensibilidad a Sortin2 utilizando un
ensayo dot-blot en que se detecta la proteina vacuolar CPY en el medio extracelular vy,
por otra parte, el analisis de la N-glicosilacion de proteinas evaluando el patron de
glicosilaciéon de la proteina CPY, el cual también es un marcador clasico de la N-
glicosilacién de proteinas.

En la Tabla 9 se muestra los resultados del ensayo de sensibilidad a Sortin2
realizados a las cepas parental silvestre BY4742, dfgl0A y dfgl0A transformada con el
vector sin recombinar (dfg/0A-HA) y con los vectores p426GPD-AtDFGI0-1¢c-HA y
p426GPD-AtDFG10-2c-HA. Cabe destacar que la sensibilidad a Sortin2 se entiende
como la concentracién minima de este compuesto en la cual CPY es detectado en el
medio extracelular. Se observa que en cultivos de la cepa parental, CPY es detectado en
el tratamiento de 5 uM de Sortin2, mientras que en la cepa dfgl0A se requiere 20 pM del
compuesto quimico para detectar esta proteina en el medio extracelular, mostrando la
resistencia de esta cepa a Sortin2 (Tabla 9). La cepa mutante transformada con el vector

sin recombinar registra una sensibilidad similar a la cepa mutante sin transformar,
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indicando que los elementos que se encuentran en el vector de expresion no interfieren
en el ensayo. Al observar el ensayo realizado a la cepa que fue transformada con
p426GPD-AtDFG10-2c-HA, se detecta CPY en el medio de cultivo a una concentracién
de Sortin2 5 pM, similar a la cepa parental silvestre (Tabla 9). Es decir, se revierte el
fenotipo mutante al expresar AtDFG10-2c. Por el contrario en la cepa transformada con
p426GPD-AtDFG10-1c-HA la sensibilidad a Sortin2 es similar a la cepa mutante (Tabla
9). Este resultado sugiere fuertemente que AtDFG10-2 posee la misma funcion celular
que ScDFG10.

Se ha reportado que la proteina CPY madura presenta cuatro sitios N-glicosilados
en la cepa silvestre (Winther, J. & col. 1991). En la Figura 8A y al igual que en
Cantagrel, V. & col. (2010), se observa que dfgl/0A presenta isoformas de CPY de
menor peso molecular que la proteina madura, las cuales no se observan en la cepa
parental silvestre. Se ha mostrado que estas isoformas corresponden a isoformas
hipoglicosiladas de CPY (Cantagrel, V. & col. 2010). Para evaluar la funciéon de
AtDFG10s en la N-glicosilacion de proteinas, se analizo el patron de isoformas de CPY
detectados por inmuno-blot en extractos proteicos totales de las cepas dfgl0A y dfglOA
transformadas con los vectores p426GPD-AtDFG10-1c-HA (AtDFG10-1) y p426GPD-
AtDFG10-2¢-HA (AtDFGI10-2) y con el vector sin recombinar (dfg/0A-HA) como
control (Figura 8B). Se observa que el patron de CPY en la cepa mutante no se altera al
ser transformada con el vector sin recombinar. En cambio, al ser transformada con
p426GPD-AtDFG10-2c-HA hay una clara desaparicion de las isoformas
hipoglicosiladas, revirtiendo el fenotipo mutante. Este cambio no se debe a la cantidad

de proteinas en el gel como lo muestra la tincién del gel con Azul de Coomasie (Figura
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8B, inferior). Por el contrario, no se observa una reversion clara en el patron de
isoformas de CPY en dfgl0A transformada con el vector p426GPD-AtDFG10-1c-HA.
Tanto el ensayo de sensibilidad a Sortin2 como el patrén de glicosilacion de CPY
muestran resultados que sugieren que la expresion de AtDFGI10-2c-HA revierte el
fenotipo mutante de dfg/0A. Por lo tanto, se puede concluir que AtDFG10-2 comparte la
misma funcion celular de ScDFG10 en levaduras: cumple una funcion importante en la
accion celular de Sortin2 y en la N-glicosilacion de proteinas. Como el gen AtDFGI0-2
fue aislado de A. thaliana se puede extrapolar los resultados en los que AtDFG10-2

participaria en el proceso de N-glicosilacién de proteinas y en la acciéon de Sortin2 en

este organismo.

Tabla 9 — Ensayo de sensibilidad al efecto de Sortin2 en la secrecion de la
proteina vacuolar CPY.

Cepas Sensibilidad a Sortin2 (uM)
Parental Silvestre 5
dfgl0A 20
dfgl 0OA-HA 20
dfg10A-AtDFG10-1c-HA 20
dfg10A-AtDFG10-2¢-HA 5

Se informa la sensibilidad al compuesto Sortin2 de las cepas parental silvestre,
mutante dfg/0A y transformantes dfgl0A-AtDFG10-1c-HA, dfglOA-AtDFG10-2¢c-HA y
dfglOA-HA. Se considera la sensibilidad a Sortin2 como la minima concentraciéon de

este compuesto en el cual CPY es detectado en el medio extracelular. El ensayo fue
realizado dos veces, observandose idénticos resultados entre ellos.
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Figura 8 — Ensayo de glicosilacion de proteinas: patréon de glicosilacion de
CPY. A. Se muestra la identificacion de la proteina CPY madura (mCPY) y sus
isoformas hipoglicosiladas (puntas de flecha) en extractos proteicos de la cepa dfg/0A y
la cepa parental silvestre (wt). B, superior. Se exhibe el patron de isoformas de CPY
(mCPY y puntas de flecha) en extractos proteicos de las cepas dfgl/0A y las cepas
transformantes  dfgl0A-HA, dfglOA-AtDFGI10-1c-HA (AtDFG10-1) 'y dfglOA-
AtDFG10-2¢-HA (AtDFG10-2). B, inferior. Los extractos proteicos analizados en B,
superior, son visualizados con Azul de Coomasie para evaluar el control de carga y la
integridad de las muestras. Los pesos moleculares indicados estan expresados en KDa.

Las cepas transformadas con p426GPD-AtDFGI10-I1c-HA no presentan una
reversion del fenotipo de la mutante dfg/0A tanto en el ensayo de sensibilidad a Sortin2
ni en el patrén de glicosilaciéon de CPY. Sin embargo, no podemos descartar que un
defecto en la destinacion subcelular de AtDFG10-1 impida que esta complemente la
funcion de ScDFG10. El sistema de expresion es heterélogo y ademas se trata de una
levadura mutante, por lo cual es plausible hipotetizar que AtDFG10-1 se encuentra en un
compartimento errado como explicacion a este fendmeno. Para evaluar esta hipotesis se
analizd la localizacion subcelular de AtDFG10-1 y AtDFG10-2 fusionadas a eGFP en

las cepas dfgl0A transformadas con los vectores p426GPD-A¢tDFGI10-1c-eGFP y
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p426GPD-AtDFG10-2c-eGFP. Se observa mediante microscopia confocal que la
fluorescencia asociada a eGFP esti localizado en el lumen de la vacuola (Figura 9), ya
que esta delimitada por la fluorescencia del marcador endocitico FM4-64, la cual en
estas condiciones se localiza en la membrana vacuolar (Vida, T. & Emr S., 1995). En
cambio la version de AtDFGI10-2 fusionado a eGFP se encuentra localizada en
estructuras punteadas y ovoidales que no colocalizan con el marcador FM4-64 (Figura
10). Por lo tanto, estos resultados indicarian que AtDFG10-1 posee una localizacién
subcelular distinta a la de AtDFGI10-1 en dfgl0A. Este resultado deja abierta la
posibilidad de que AtDFGI10-1 posea la misma funcion que ScDFGI0 si es que se

localizara de forma similar a AtDFG10-2.
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Figura 9 - Localizacion subcelular de AtDFG10-1-GFP en la cepa dfgl0A. Se muestra imagenes de células
pertenecientes a dos colonias independientes de dfgl0A-AtDFGI10-1c-eGFP (A-E y F-J, respectivamente) A, F. Muestra la
localizacion subcelular de AtDFG10-1-GFP. B, G. Campo claro de las imagenes en A y F. C, H. Se muestra endosomas y
vacuolas mediante el uso del marcador endocitico FM4-64 a 25 (C) y 40 minutos (H) de incubacion, respectivamente. D, 1.
Sobreposicion de las imagenes de localizacion subcelular de AtDFG10-1-GFP y las de FM4-64 correspondientes. E, J.
Sobreposicion de las imagenes de localizacion subcelular de GFP, FM4-64 y el campo claro. En estrellas se indica la vacuola.
Las imagenes presentan un aumento de 4410x, las barras de tamaiio representan 2pum.
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Figura 10 — Localizacion subcelular de AtDFG10-2-GFP en la cepa dfgl0A. Se exhibe imagenes de células de dos
colonias independientes de dfgl0A-AtDFG10-2c-eGFP (A-E y F-J, respectivamente) A, F. Se muestra la localizacién subcelular
de AtDFG10-2-GFP. B, G. Campo claro de las imagenes en A y F. C, H. Endosomas y vacuolas son visualizados mediante el
marcador endocitico FM4-64 a 25 (C) y 40 minutos (H) de incubacion respectivamente. D, I. Sobreposicion de las imagenes de
localizacién subcelular de AtDFG10-2-GFP y las de FM4-64 correspondientes. E, J. Sobreposicion de las imagenesen D el y
campo claro. En estrellas se indica la vacuola; los triangulos y flechas apuntan a estructuras ovaladas y punteadas
respectivamente, las cuales no colocalizan con el trazador endocitico. Las imagenes presentan un aumento de 4410x, las barras

de tamaro representan 2pm. .
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4.2.- Estudio de la funcién de AtDFGI10-1 y AtDFG10-2 en Arabidopsis
thaliana.

4.2.1.- Obtencién de lineas homocigotas de mutantes insercionales de T-DNA

que interrumpen a los genes AtDFGI0-1 y AtDFG10-2.

Para evaluar la funcién de los genes AtDFGI10s en Arabidopsis thaliana se
decidio6 utilizar la estrategia de genética reversa estudiando lineas mutantes en los genes
de interés a lo largo de su desarrollo y su respuesta a compuestos que alteran el sistema
de endomembranas. Estas mutantes corresponden a mutantes que poseen una insercion
de T-DNA que interrumpe los genes AtDFG10s. Es importante estudiar lineas mutantes
homocigotas para la insercion en cuestién, ya que por una parte se estabiliza el genotipo
en las generaciones posteriores, pero lo mas importante es que se tiene mejor opcion de
obtener la pérdida de funcion del gen en estudio. En mi Seminario de Titulo, se logré
obtener dos lineas mutantes independientes que presentan, de manera homocigota, una
insercion de T-DNA en la region no traducible 5 de los genes AtDFG10-1 y AtDFG10-
2, las cuales son denominadas ardfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1, respectivamente (Figura 11A).

Para evaluar los niveles de los transcritos de AtDFGI0-1 y AtDFGI10-2 en las
lineas mutantes atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 respectivamente,_ se cuantifico mediante RT-
PCR semicuantitativo (Figura 11B). Se determiné que la linea atdfgl0-1-1 presenta una
disminucion de aproximadamente 20% del transcrito de AtDFG10-1 con respecto a las
plantas silvestres. En la linea atdfgi/0-2-1 no fue posible detectar transcrito AtDFG10-2
(Figura 11B). Estos resultados sugieren que atdfgl0-1-1 es una linea mutante con
pérdida de funcion parcial de AtDFG10-1, mientras que atdfgl0-2-1 es una linea con

probablemente pérdida de funciéon completa de AtDFG10-2.
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Debido a que ambos genes AtDFG10s podrian tener la misma funcién en A.
thaliana se decidi6 obtener una linea mutante que posea las inserciones de T-DNA en
ambos genes de manera homocigota. Se esperaria que esta mutante doble tenga un
fenotipo alterado de manera similar a las mutantes individuales pero con un grado mas
severo. La mutante doble se denominé atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1. Para obtener la linea
mutante doble homocigota atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 se cruzaron plantas de las lineas
mutantes ardfgl0-1-1 y atdfgi0-2-1. La generaciéon F1 de esta cruza se espera que sea
100% heterocigota para ambas inserciones, ya que ambas se encuentran en distintos
cromosomas. Se analiz el genotipo de F1 mediante PCR detectando la presencia de los
fragmentos que interrumpen los genes AtDFG10-1 y AtDFG10-2 en el DNA gendémico.
De las cuatro plantas F1 analizadas, en todas se observa un amplificado que refleja la
presencia de las inserciones en los genes AtDFGI0-1 y AtDFGI0-2 (Figura 12A).
También se observa que las plantas poseen los alelos silvestres de los genes AtDFG10-1
y AtDFGI10-2 (carriles G1 y G2, respectivamente, Figura 12A). Este resultado muestra
que las plantas analizadas presentan el genotipo heterocigoto para cada una de las
inserciones. Luego, se obtuvo la siguiente generacién F2 por autocruza de plantas F1
para obtener plantas que presenten las dos inserciones de T-DNA de manera homocigota.
En la Figura 12B se muestra la genotipificaciéon de 5 plantas, de un total de 22 plantas
analizadas, pertenecientes a la generacion F2. En las plantas 1 y 4 se detecta la presencia
de ambas inserciones en los genes AtDFG10-1 y AtDFGI0-2 mediante PCR (Figura
12B). Ademas, no se detecta amplificado alguno del alelo silvestre de los genes
AtDFG10-1 y AtDFGI10-2 (Figura 12B). Este resultado muestra que las plantas 1 y 4

presentan el genotipo homocigoto para cada una de las inserciones. En la Tabla 10.a se
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muestra el resumen de la genotipificacion de las 22 plantas analizadas de la generacion
F2 donde se observa la segregacion de las dos inserciones de T-DNA en la poblacion. El
genotipo mas abundante es el doble heterocigoto AtDFG10-1 -/+ AtDFG10-2 -/+, 1o cual
es lo esperado para una segregacion mendeliana sin eventos de ligamiento. No se
identificaron plantas para todos los genotipos esperados, probablemente debido al bajo
numero de plantas analizadas. No obstante, se detectaron dos plantas con el genotipo
doble homocigoto de interés, AtDFG10-1 -/- AtDFG10-2 -/-.

Para corroborar que la linea atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 posee efectivamente ambas
inserciones de T-DNA de manera homocigota, se determiné el genotipo de la progenie
de las plantas doble homocigota de la generacion F2, la generacion F3. En la Tabla 10.b,
se muestra el resultado de la genotipificaciéon de 11 plantas de la progenie de una
atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1. En el 100% de las plantas analizadas se observa que el
genotipo de doble insercion en homocigosis de su progenitora se preserva. Por lo tanto,
estos resultados indican que se obtuvo la linea mutante atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 la cual

posee interrumpidos los dos alelos silvestres de los genes AtDFG10-1 y AtDFG10-2.
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Figura 11 — Lineas mutantes atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 y estrategia de la
obtencién de la linea doble mutante atdfgl0-1-1/atdfg10-2-1. A. Representacion de la
posicion relativa de las inserciones de T-DNA (triangulo vacio) en los genes AtDFG10-1
y AtDFG10-2 en las lineas mutantes simples atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1, respectivamente.
Las cajas purpuras representan la secuencia codificante del gen cuya orientacion es
indicada por la flecha; las lineas amarillas, los intrones; las lineas verdes y grises, las
secuencias no traducibles 5° y 3°, respectivamente y las lineas negras, las regiones
promotoras. B. Cuantificacion relativa de los niveles de transcrito de AtDFGI10-1 y
AtDFG10-2 en las lineas mutantes atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1, respectivamente, mediante
RT-PCR semicuantitativo. N= 3 plantas por cada linea. C. Se muestra la estrategia de
obtencion de la linea atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1: se cruzan de manera asistida las mutantes
atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1. La generacion F1 se genotipifica por PCR corroborando la
condicion heterocigota de los fragmentos de T-DNA en los genes AtDFGI10-1 y
AtDFG10-2. La generacion F2 se obtiene por autocruza y se genotipifican por PCR. Se
identifican las que presenten el genotipo homocigoto para ambas inserciones (atdfgl0-1-
l/atdfgl0-2-1). La progenie de las plantas atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 (generacidén F3) se

genotipifican por PCR para corroborar la homocigosis de los dos fragmentos de T-DNA
en el 100% de la progenie.
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Figura 12 - Identificacién de las plantas de la linea doble mutante atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1. Electroforesis de los
productos de PCR de la genotipificacién de las plantas pertenecientes a la generacion F1 y F2. La presencia de la insercion de T-
DNA que interrumpe los genes AtDFG10-1y AtDFG10-2 se muestra en la reaccion LB1 y LB2, respectivamente; la presencia
del alelo silvestre del gen AtDFG10-1 y AtDFGI10-2 se detecta en la reaccion G1 y G2, respectivamente. El carril A representa la
amplificaciéon de un fragmento del gen de actina para corroborar la calidad del DNA gendémico. Se muestran los controles
positivos (C+, DNA gendmico de plantas atdfgl0-1-1 o atdfgl0-2-1) y negativos (C-, sin DNA) de los correspondientes
productos de PCR. A. Genotipificacion de plantas L, II, IIl y IV de la generacion F1. Las cuatro plantas analizadas muestran el
genotipo heterocigoto para las dos inserciones de T-DNA. Las puntas de flechas apuntan a los amplificados en las reacciones G1
y G2. B. Genotipificaciéon de las plantas 1, 2, 3, 4 y 5 de la generacién F2. Las plantas 1 y 4 (en negritas) poseen las dos
inserciones de T-DNA y carecen del alelo silvestre de los genes AtDFG10-1 y AtDFG10-2, por lo que ambas plantas presentan el
genotipo homocigoto para las dos inserciones de T-DNA. M, Marcador de peso molecular.

S
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Tabla 10 — Segregacion de las dos inserciones de T-DNA que interrumpen
los genes AtDFG10-1'y AtDFGI10-2.

A
NO
: X ' N° de i N° de
Genotipo planta Genotipo Genotipo
g plantas plantas
AtDFG10-1 +/+ 0 AtDFG10-1 +/- 7 (32% AtDFG10-1 +/+ 0
AtDFG10-2+/+ AtDFGI0-2+/- G AtDFG10-2 -/~
AtDFGI0-1 ++ 3 AtDFGI0-1 +/- 3 (14%) AtDFGI0-1 /- 0
ADFGI10-2+- | (14%) | AtDFGI10-2 /- * | AtDFG10-2 +/+
AIDFGI0-1+- | 5 | AtDFGI10-1+- § AtDFGI0-1 -/- y
AtDFGI0-2++ | (23%) | AtDFGI0-2 -/- 2454 AtDFG10-2 -/- 2(9%)
B
[} NO
Genotipo I e Genotipo ik Genotipo il
plantas plantas plantas
AtDFG10-1 ++ 0 AtDFG10-1 +/- 0 AtDFG10-1 +/+ 0
AtDFG10-2+/+ AtDFG10-2 +/- AtDFGI0-2 -/-
AtDFGI0-1 H+ 0 AtDFGI0-1 +- 0 AtDFGI0-1 -/- 0
AtDFG10-2 +/- AtDFG10-2 -/- AtDFGI0-2 +/+
AtDFGI10-1 +/- 0 AtDFG10-1 +/- 0 AtDFGI10-1 -/- 11
AtDFG10-2 +/+ AtDFG10-2 -/- AtDFG10-2 - | (100%)

Se muestra el resultado del analisis del genotipo de 22 plantas de la generacién
F2 (A) de la cruza de las mutantes atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1. Once plantas de la
generacion F3 de una planta F2 homocigota para las dos inserciones de T-DNA fueron
analizadas (B). Entre paréntesis se sefiala la segregacion de los genotipos obtenidos con
respecto al total de plantas analizadas.

4.2.2.- Caracterizacion fenotipica de las lineas mutantes homocigotas.

Para estudiar el impacto que posee la funcion de los genes AtDFGI10-1 y
AtDFGI10-2 en el desarrollo de Arabidopsis, se observo el crecimiento de las plantas
mutantes ardfgl0-1-1, ardfgl0-2-1, atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 y se comparé con las
plantas silvestres mediante la cuantificacion de algunos parametros del desarrollo de la
raiz como son la longitud de la raiz primaria y la densidad de raices laterales. Se enfoco

el estudio fenotipico en la raiz, ya que Sortin2 afecta principalmente este 6rgano. Para



comparar los parametros a medir, se crecieron al mismo tiempo y en una misma placa
plantas de una linea mutante con plantas silvestres. En la Figura 13A, se muestra el
crecimiento de plantulas atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 de 14 dias post-siembra en
comparacion a plantulas silvestres de la misma edad. Se distingue un aparente aumento
en el nimero de raices laterales en la linea mutante con respecto a las plantulas silvestres
sin una diferencia apreciable en el tamafio de la raiz primaria. En la Figura 13B se
observa que las tres lineas mutantes no presentan diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la longitud de la raiz primaria en comparacién a las plantas
silvestres (atdfgl0-1-1: 9,97+/-0,18 cm; atdfgl0-2-1: 9,54+/- 0,23cm; atdfgl0-1-
1latdfgl0-2-1. 9,92+/- 0,22cm; plantas silvestres: 9,61+/- 0,18cm). En cuanto a la
densidad radicular, la linea atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 presenta un aumento
estadisticamente significativo (3,35+/- 0,07cm™) en comparacién a lo registrado en las
plantas silvestres (2,59+/- 0,07cm™) (Figura 13C). También existe un aumento de la
densidad radicular (nimero de raices laterales/cm de raiz primaria) estadisticamente
significativo en las lineas atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 con respecto a las plantas silvestres,
pero este aumento es menor que lo registrado en la linea atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1
(atdfgl0-1-1: 2,87+ 0,11ecm™; atdfgl0-2-1: 2,89+/- 0,10cm™). Estos resultados
sugieren que los genes AtDFG10-1 y AtDFG10-2 son importantes para el desarrollo de
A. thaliana, en especifico en la formacién de raices laterales. Se observd que el
incremento en la densidad radicular se potencia en la linea atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 en
comparacion a las lineas atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1, lo que sugiere que los genes

AtDFG10-1 y AtDFG10-2 participarian en el mismo proceso en este organismo.
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Figura 13 — Fenotipo radicular de plantas mutantes en los genes AtDFGI10-1
y AtDFGI10-2. A. Se muestra una fotografia representativa del crecimiento de las
plantulas de 14 dias post-siembra de la linea atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 en comparacioén a
las plantas silvestres (wt). La barra de tamafio indica 1 cm. B, C. Se muestra la
cuantificacion del largo de la raiz primaria (B) y la densidad radicular (C, ntimero de
raices laterales/cm de raiz primaria) en plantas silvestres (N=34) y las lineas mutantes
atdfgl0-1-1 (N=22), atdfgl0-2-1 (N=22) y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 (N=40). Las barras
reflejan el promedio del parametro analizado con su error estandar. Los simbolos sobre
las barras indican el nivel de significancia entre dos grupos analizados: ns, p>0,05;*,
p<0,05; *** p<0,001 (en B y C, prueba t de Student de dos colas)

4.2.3.- Estudio de la resistencia al efecto de Sortin2 en las lineas mutantes que
poseen interrumpido los genes AtDFGI0-1y AtDFG10-2.

Anteriormente se informo que la cepa dfg/0A es resistente a la accion de Sortin2
en comparacién a la cepa parental. Se mostré que AtDFGI0-2 complementa la funcién
de SeDFGI0 (Figura 8 y Tabla 9), por lo cual AtDFGI10-2 podria poseer un papel
importante en la accién de Sortin2 en A. thaliana. Por otra parte, se ha descrito en

plantas que Sortin2 posee diversos efectos fisioldgicos de los cuales los mas notorios son
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la induccién de raices laterales y la alteracion en la respuesta gravitropica radicular
(Pérez, P. 2009; Pérez-Henriquez, P. & col. 2012). Ademas, a nivel celular, se ha
reportado que Sortin2 induce la aceleracion del trafico endocitico (Pérez-Henriquez, P.
& col. 2012). Entonces, para estudiar la participacién de AtDFGI0-1 y AtDFG10-2 en la
accion de Sortin2 en Arabidopsis thaliana, se estudié la respuesta a Sortin2 que
muestran las lineas atdfgl0-1-1, atdfgl0-2-1 y atdfg10-1-1/atdfg10-2-1 en comparacion
a la presentada por las plantas silvestres enfocandose en los fenotipos descritos.

En la Figura 14 se esquematiza la estrategia que se utilizd para observar y
cuantificar el efecto fisiologico de Sortin2 en estas mutantes. Plantulas de 7 dias fueron
traspasadas a tratamientos con Sortin2; como condicién control se traspasaron plantulas
a placas con medio de cultivo sin Sortin2. En ambas condiciones las placas fueron
giradas en 90° de forma perpendicular al vector de gravedad. Después de 4 dias del
inicio de este tratamiento, se cuantifico la respuesta al estimulo gravitrépico de la raiz
primaria y el nimero de raices laterales. La respuesta gravitropica se evalué mediante la
mediciéon del angulo de curvatura de la raiz primaria. Esta respuesta se visualizod
mediante un histograma de frecuencias modificado donde el angulo formado por la raiz
principal se tabul6 en intervalos de 30° cada uno (ver seccién 3.4 de Materiales y
métodos). Se establecid que 0° es la posicion de la raiz primaria al comenzar el
tratamiento, en consiguiente, 90° es la respuesta normal de una raiz de una planta
silvestre al estimulo gravitropico aplicado. Debido a que esta respuesta es dificil de
analizar de manera cuantitativa, se determiné el indice denominado Indice de Respuesta
Gravitropica Aberrante, IRGA, que basicamente es un penalizador que informa la

diferencia de la respuesta gravitropica observada en una linea con respecto a la respuesta
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normal de la raiz de las plantas silvestres. Por ende, el valor IRGA igual a cero es
asignado a la respuesta normal. El valor 1 se asigna a los intervalos adyacentes al que
comprende 90° y de esa manera va en aumento el valor mientras mas se aleja de la
respuesta normal. Por ende, mientras mas positivo es este pardmetro, mas aberrante es la
respuesta de la planta al cambio de la direccion del vector de gravedad bajo estos

ensayos.
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Figura 14 — Evaluacion del efecto fisiologico de Sortin2 en las plantulas de
Arabidopsis thaliana. Se resume la estrategia seguida para evaluar el efecto que posee
Sortin2 en las plantulas de Arabidopsis. Plantulas de 7 dias post - siembra fueron
transferidas a placas que contienen medio de cultivo o medio de cultivo suplementado
con Sortin2 25pg/mL. Se crecieron perpendicularmente con respecto al vector de
gravedad (direccion de la flecha indica la direccién del vector de gravedad, g). Al
término del cuarto dia (4d), se analizé la induccion de raices laterales y la respuesta
gravitropica de la raiz primaria. Se cuantificé esta respuesta midiendo el angulo de
curvatura de la raiz primaria. Se tabularon los resultados en doce intervalos de 30° cada
uno. Se definié a 0° como la posicion de la raiz al comenzar el tratamiento. Se defini6 el
pardmetro IRGA, el cual es considerado un penalizador a la respuesta anormal de una
raiz al cambio de direccion de la gravedad. El valor O representa el intervalo de la
respuesta normal esperada del crecimiento radicular en condiciones control. Mientras
mas se aleja del comportamiento ideal, mas positivo es el parametro.
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En la Figura 15A, se muestra el fenotipo de las plantas atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1'y
silvestres (wt) sometidas al tratamiento con Sortin2 el cual se muestra esquematizado en
la Figura 14. Se observa que las raices primarias de las plantas silvestres muestran una
clara pérdida de su respuesta gravitropica en presencia de Sortin2. Sin embargo las
raices de las plantas atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 responden al estimulo gravitropico, aunque
en menor medida a lo observado en su condicidon en ausencia de Sortin2 (Figura 15A y
B). En la Figura 15B se observa que en la condicién control (graficos blancos) las raices
de todas las lineas mutantes analizadas responden al estimulo gravitropico de manera
similar a las plantas silvestres. En la condicién con Sortin2 (graficos negros), todas las
lineas presentan una alteracion de la respuesta gravitrépica, no obstante, se observan
diferencias entre las lineas analizadas (Figura 15B). En las plantas silvestres y en la linea
atdfgl0-1-1, se registra que en gran parte de su poblacion las raices no son capaces de
orientar la raiz primaria en sentido de la gravedad. En contraste, en las lineas ardfgl0-2-
1y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 se observa que la mayoria de las plantulas pueden detectar
el cambio de direccion del vector de gravedad y dirigir su crecimiento radicular en el
nuevo sentido. En la Figura 15C, se observa la cuantificacion de la respuesta aberrante
promedio (IRGA) registrada en las lineas analizadas tanto en presencia como en
ausencia a Sortin2. Se corrobora la conformacion de dos grupos, uno sensible a Sortin2
(plantas silvestres y la linea atdfgl0-1-1) y otro mas resistente al efecto de Sortin2
(lineas ardfgl0-2-1 y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1). Estos resultados indican que las lineas
atdfgl0-2-1 y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 son resistentes al efecto de Sortin2 en la
respuesta gravitropica radicular. Por lo tanto, 4#ZDFG10-2 es importante para la accién

de Sortin2 a nivel de la respuesta gravitropica radicular en 4. thaliana.
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En la Figura 16 se muestra la cuantificacién del niimero de raices laterales de las
lineas mutantes en presencia de Sortin2. Interesantemente, las plantas de la linea
atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 presentan un mayor numero de raices laterales (6,3 +/- 0,36)
que las plantas silvestres. Este nimero de raices laterales es muy similar a lo
desarrollado por las plantas silvestres y mutantes atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 expuestas a
Sortin2 (6,9 +/- 0,67, 7,2+/- 0,67, 7,2+/- 0,82, respectivamente). Esto sugiere que la
perdida de funcién de ambos genes, AIDFGI0-1 y AtDFG10-2, fenocopia el efecto de
Sortin2 en la induccion de raices laterales. También se puede apreciar que todas las
lineas analizadas son sensibles al efecto inductor de raices laterales de Sortin2. Sin
embargo, en un analisis mas detallado, se observa que la tasa de la induccién en la
formacion de raices laterales dependiente de Sortin2 en las mutantes de los genes
AtDFG10-1 y AtDFG10-2, es considerablemente menor con respecto a las plantas
silvestres (Figura 16). Las veces de induccion disminuyen desde las 4,4 veces en plantas
silvestres a alrededor de 3,3 veces en las plantas atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 y a 1,9 veces
en las plantas atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1. Estos resultados muestran que la linea ardfgl0-1-
1/atdfg10-2-1 es mas resistente a la accioén de Sortin2 que las mutantes simples en estos
genes. Por lo tanto, AtDFGI0-1 y AtDFG10-2 en conjunto son importantes para la

induccion de raices laterales dependiente de Sortin2 en A. thaliana.
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Figura 15 — Efecto de Sortin2 sobre la respuesta gravitrépica de raices de
plantas mutantes en los genes AtDFGI10s. A. Fotografias representativas de plantas
silvestres (wt) y plantas de la linea atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 luego del estimulo
gravitropico en el tratamiento control y con Sortin2. La barra de tamafio indica 1 ¢cm. B.
Se muestra la cuantificacion de la respuesta gravitropica radicular en tratamientos
control (en blanco) de plantas silvestres (wt, N= 30), atdfgl(0-1-1 (N=24), atdfg10-2-1
(N=35) v atdfgl0-1-1/atdfel-2-1 (N=17) y con Sortin2 (en negro; wt, N=33 plantas;
atdfgl0-1-1, N=30; atdfgl0-2-1, N=36 y atdfgl0-1-1/atdfg10-2-1, N=27). C. Se muestra
el IRGA (Indice de Respuesta Gravitropica Aberrante) de los resultados en B. Las barras
blancas y negras corresponden a los tratamientos control y Sortin2, respectivamente con
su error estandar. Los simbolos sobre las barras indican el nivel de significancia entre

dos grupos analizados: ns, p>0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001 (prueba no paramétrica de
Mann-Whitney de dos colas).
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Figura 16 — Efecto de Sortin2 en la induccion de raices laterales en plantas
silvestres y mutantes en los genes AtDFG10s. Se muestra la cuantificacion del nimero
de raices laterales en la condicion control (barras blancas) y con Sortin2 (barras negras)
en plantas silvestres (wt), ardfgl0-1-1, atdfgl0-2-1 y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1. Se
indican las veces de induccién de raices laterales dependiente de Sortin2. Las barras
sefialan el promedio del nimero de raices laterales por planta y su error estandar. La

significancia entre dos grupos analizados es expresada como ns, p>0,05; *** p<0,001
(prueba ANOVA de una via con posterior prueba de Tukey.-

Como se ha mencionado, Sortin2 afecta la ruta endocitica por lo que resulta
interesante evaluar el efecto de Sortin2 en la endocitosis de las mutantes con falta de
funcién en los genes AtDFGI10s. En la Figura 17 se muestra el efecto de Sortin2 en la
ruta endocitica de las plantas silvestres y las lineas mutantes artdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1.
Se observa que en las plantas silvestres en tratamiento con Sortin2, el trazador
endocitico FM4-64 luego de 60 minutos, presenta un patron punteado intracelular y
también con cuerpos ovalados en las células de la corteza de la raiz, los cuales

corresponden a endosomas y cuerpos tipo vacuolares, respectivamente (Figura 17D).
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Estas estructuras ovaladas no se observan en las plantas silvestres expuestas por 60
minutos al medio sin Sortin2 (Figura 17B). La presencia de FM4-64 en estos cuerpos
tipo vacuolares, un organelo mas tardio dentro de la temporalidad de la ruta endocitica,
da cuenta de la aceleracion del trafico endocitico en las plantas silvestres como se ha
sido reportado por Pérez-Henriquez, P. & col. (2012). Al evaluar el efecto de Sortin2 en
la temporalidad de la ruta endocitica en las lineas mutantes atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1, se
observa que a 60 minutos de exposicion Sortin2, FM4-64 en ambas mutantes presenta
un patrén punteado en las células analizadas sin embargo no se observan estas
estructuras ovaladas que presentan las plantas silvestres en el tratamiento con Sortin2
(Figura 17F y G, respectivamente). Este resultado sugiere que las lineas atdfgl0-1-1 y
atdfgl10-2-1 son resistentes a la accion de Sortin2 a nivel del trafico endocitico.

En conjunto, los resultados mostrados en las Figuras 15, 16 y 17 indican que la
funcién de los genes AtDFGI10-1 y AtDFG10-2 es importante para la accidén de Sortin2
en Arabidopsis. Esto se observa tanto a nivel fisiologico, en la induccién de raices

laterales como en la respuesta gravitropica de la raiz y también a nivel celular en el

proceso de endocitosis.
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Figura 17 — Efecto de Sortin2 en el trifico endocitico en raices de plantas silvestres y lineas atdfgl0-1-1y atdfgl0-
2-1. Se muestran imagenes representativas de 5 minutos (A-D) y 60 minutos (E-H) de internalizacion de FM4-64 5 pM en
células de raices de plantas de 7 dias post-siembra en el tratamiento control y Sortin2. A, E. Plantas silvestres (wt) en tratamiento
control. B, F. Plantas silvestres tratadas con Sortin2. C, G. Plantas atdfgl0-1-1 tratadas con Sortin2 50 pg/mL. D, H. Plantas
atdfgl0-2-1 tratadas con Sortin2 50 pg/mL. Los triangulos blancos muestran estructuras ovaladas (D) que no se observan en
plantas silvestres bajo el tratamiento control (B) ni en plantas atdfgl0-1-1 (F) y atdfgl0-2-1 (H) bajo el tratamiento con Sortin2.

Las imagenes presentan un aumento de 2000X, las barras de tamaiio indican 5 pum.
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4.2.4.- Estudio del efecto de Tunicamicina en las lineas mutantes que poseen

interrumpido los genes AtDFG10-1 y AtDFGI10-2.

La mutante dfgl0A de Saccharomyces cerevisiae presenta deficiencias en el
proceso de N-glicosilacion de proteinas, lo que es explicado debido a que ScDFGI10
participa en la biosintesis de dolicol en levaduras, importante lipido determinante en esta
modificacion post-traduccional (Cantagrel, V. & col. 2010). En este trabajo se ha
mostrado que AtDFGI0-2 puede complementar la funciéon del gen ScDFGI0 con
respecto a la N-glicosilacion de proteinas (Figura 8B, 9 y 10), por lo que la funcién de
AtDFG10-2 podria participar en la N-glicosilacion de proteinas en A. thaliana.

Tunicamicina (TM) se ha caracterizado como un potente inhibidor de la N-
glicosilacion de proteinas en diversos modelos de estudios, lo que podria inducir el
aumento de proteina mal plegada en el reticulo endoplasmico con la consiguiente
induccion de respuesta a proteina mal plegada (UPR) (Iwata, Y. & Koizumi, N. 2012).
Por lo tanto, si los genes AtDFG10s participan en la N-glicosilacion de proteinas en A.
thaliana, la alteracion funcional de estos genes deberia provocar algun efecto en la
tolerancia a la accion de este compuesto quimico. Para estudiar la participacion que
poseen los genes AtDFGI0-1 y AtDFGI0-2 en la accion de Tunicamicina en
Arabidopsis, se evalud la respuesta fisiolégica que presentan las lineas atdfgl0-1-1,
atdfgl0-2-1 y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 expuestas a este inhibidor en comparacién a la
registrada por las plantas silvestres. La Figura 18 muestra los resultados del analisis del
fenotipo foliar de estas lineas germinadas y crecidas por 12 dias a una concentracién
subletal de Tunicamicina (Zhang, H. & col. 2008; Nagashima, Y. & col. 2011).

Cualitativamente, se observa que plantas silvestres y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 presentan
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una gran disminucion del tamafio de sus Organos foliares en presencia de Tunicamicina
comparado a su tamaifio en el tratamiento control (Figura 18A). Se distinguieron 4 tipos
de fenotipos alterados en las plantas crecidas en Tunicamicina (Figura 18B): plantas que
presentan cotiledones cerrados o deformes; plantas con cotiledones abiertos pero sin
presentar su primer par de hojas verdaderas; plantas que poseen su primer par de hojas
verdaderas cerradas aun y plantas con su primer par de hojas verdaderas y expandidas.
En la condicién control, se observé que todas las plantas de las tres lineas mutantes
analizadas presentan su primer par de hojas verdaderas expandidas al igual que las
plantas silvestres (Figura 18C). Se observan diferencias estadisticamente significativas
al comparar la proporcion de los 4 distintos fenotipos registrados en Tunicamicina entre
las plantas silvestres (wt) y las lineas atdfgl0-1-1 y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1, en
contraste con lo que se registra en la linea atdfgl0-2-1 (Figura 18C). Existe una mayor
proporcion de plantas con un desarrollo foliar similar a la situacién control (hojas
verdaderas expandidas) en las linea ardfg10-1-1 (0,52 +/- 0,03) y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-
1 (0,65 +/- 0,12) en comparacion a lo registrado en las plantas silvestres (0,34 +/- 0,02)
(Figura 18D). Al analizar la proporcion de plantas que carecen de hojas verdaderas, se
aprecia que la linea atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 exhibe una menor frecuencia relativa (0,10
+/- 0,01) que las plantas silvestres (0,23 +/- 0,02). Esta disminucién también se observa
en las lineas atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1, pero al ser comparados con el nivel relativo que
exhiben las plantas silvestres, no se registran diferencias estadisticamente significativas
(0,13 +/- 0,04; 0,17 +/- 0,06, respectivamente). Por lo tanto, estos resultados indican que
la linea atdfgl10-1-1 y en especial la linea atdfgl0-1-1/atdfg10-2-1 son menos sensibles a

la accion de Tunicamicina que las plantas silvestres. Debido a que la N-glicosilacion de
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proteinas posee un gran impacto en el desarrollo de Arabidopsis (Figura 18A), se
configurd un estudio complementario al ensayo anterior y que permite evitar los efectos
pleiotropicos de Tunicamicina en los eventos tempranos del desarrollo. Plantas de 7 dias
post-siembra crecidas en un medio nutritivo fueron traspasadas a tratamientos con
Tunicamicina por 14 dias y se evalud su desarrollo y biomasa. Se observa que las
plantas atdfg10-1-1/atdfgl0-2-1 presentan un mayor tamafio tanto de la zona foliar como
de la zona radicular en comparacién a las plantas silvestres (Figura 19A). Al evaluar el
peso fresco de las plantas luego del tratamiento se observa que la linea ardfgl0-1-
latdfgl0-2-1 posee mayor biomasa (17,13g +/- 2,14g) en comparacién a las plantas
silvestres (12,79g +/- 0,72g) y atdfgl0-2-1 (11,63g +/- 0,54¢g) (Figura 19B). A pesar que
las plantas atdfgl0-1-1 presentan un mayor peso fresco que las plantas silvestres (13,90g
+/- 0,81g) la diferencia no es estadisticamente significativa.

En conjunto, los resultados provenientes de las Figuras 18 y 19 muestran que la
linea mutante atdfgl0-1-1 y especialmente atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 son menos sensibles
a la accion de Tunicamicina que las plantas silvestres. En consecuencia, se sugiere que
la funcidén de los genes AtDFGI0-1 y AtDFG10-2 esta implicada en el proceso de N-
glicosilacién de proteinas en este organismo. También, sugiere que AtDFG10-1 participa
de manera mas directa en este proceso en Arabidopsis, ya que su parcial pérdida de
funcién es suficiente para otorgar mayor resistencia al efecto de Tunicamicina en
comparacién a las plantas silvestres. Probablemente, AtDFGI0-2 tendria menor
relevancia en estos procesos evaluados, ya que su alteraciéon necesita de la pérdida de

funcién de AtDFG10-1 para otorgar mayor resistencia al efecto que ejerce Tunicamicina

en Arabidopsis.
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Figura 18 — Efecto de Tunicamicina en el desarrollo foliar de plantas
silvestres y mutantes en los genes AtDFG10s. A. Desarrollo de plantas silvestres (wt) y
atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 de 12 dias en medio de cultivo y medio suplementado con
Tunicamicina 0,1pg/mL (TM). Las barras de tamafio indican 1 cm. B. Fenotipos del
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desarrollo foliar en las plantas silvestres crecidas con Tunicamicina: cotiledones
cerrados o deformes (destacado en rojo), cotiledones abiertos (café), presencia de
cotiledones abiertos y del par de hojas verdaderas (amarillo) y presencia del par de hojas
verdaderas expandidas (verde). Las barras de tamafio indican 5 mm. C. Frecuencia
relativa de los fenotipos descritos en B de las plantas silvestres, atdfgl0-1-1, atdfgl0-2-1
y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 tanto en el tratamiento control (control) como en
Tunicamicina (TM). D. Frecuencia relativa de plantas que presentan su primer par de
hojas verdaderas y expandidas (C) y plantas que carecen de hojas verdaderas (D). En el
tratamiento control: 3 experimentos independientes en plantas silvestres, atdfgl0-1-1,
atdfgl0-2-1 y 4 experimentos independientes en atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1. Para el
tratamiento con Tunicamicina: 9 experimentos independientes en plantas silvestres y 4
experimentos independientes en plantas atdfgl0-1-1, atdfgl0-2-1y atdfgl0-1-1/atdfg10-
2-1. Cada experimento independiente agrupa en promedio el anélisis de 32 plantas por
linea. Las barras representan el promedio de la frecuencia relativa de cada fenotipo
respecto al total de plantas analizadas con su error estandar. Los simbolos sobre las
barras indican el nivel de significancia entre dos grupos analizados: ns, p>0,05;*,
p<0,05; **, p<0,01; *** p<0,001 (C, prueba de Chi-cuadrado; D y E, prueba t de
Student de dos colas)
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Figura 19 — Efecto de Tunicamicina en el crecimiento vegetativo de plantas
silvestres y mutantes en los genes AtDFGI10s. A. Se muestra el fenotipo de plantas
silvestres (wt), atdfgl0-1-1, atdfgl0-2-1 y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 de 7 dias que fueron
tratadas por 14 dias con Tunicamicina 0,1 pg/mL. La barra de tamafio indica 1 ¢cm. B.
Cuantificacion del peso fresco de estas plantas tanto en el tratamiento control (barras
blancas) como en presencia a Tunicamicina (barras negras). Para el tratamiento control:
N= 8 plantas silvestres y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1; N=6 plantas atdfgl0-1-1y atdfgl0-2-
1. Para el tratamiento con Tunicamicina: N=12 plantas silvestres; N=4 plantas atdfgl0-
1-1, atdfgl0-2-1y atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1. Las barras representan el promedio del peso
fresco en cada linea con su error estandar. Los simbolos sobre las barras indican el nivel

de significancia entre dos grupos analizados: ns, p>0,05; *, p<0,05 (prueba t de Student
de dos colas).
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4,3- Corroboracién de la funcion de los genes AtDFG10-1 y AtDFGI10-2 en
Arabidopsis thaliana.

Si bien el uso de mutantes insercionales de T-DNA en Biologia vegetal es muy
util y ampliamente utilizado, una de las desventajas de utilizar estas lineas mutantes es la
posibilidad de que posea en su genoma mas de una insercion y por lo tanto que el
fenotipo observado se deba a la pérdida de funcién en genes distintos a los estudiados
(Alonso, J. & col. 2003). Esto puede suceder, ya que las inserciones de T-DNA en el
genoma ocurren al azar y no existe manera de regular su nimero y/o posicion. Por
consiguiente, se necesita corroborar si la interrupcién de los genes estudiados es
realmente la responsable de los fenotipos descritos. Una de las estrategias para abordar
este problema es el rescate del fenotipo en las lineas mutantes de Arabidopsis mediante
la restituciéon del marco de lectura abierto del gen interrumpido de forma estable.
Utilizando cepas de Agrobacterium tumefaciens que contienen vectores binarios que

poseen subclonada la secuencia codificante del gen estudiado, este puede ser integrado

en el genoma de las lineas mutantes.

4.3.1.- Obtencion de las cepas de Agrobacterium tumefaciens transformadas con
vectores de expresion en plantas que poseen subclonado AtDFG10-1c y AtDFG10-2¢.

Para llevar a cabo la estrategia mencionada, lo primero que se realizé fue
subclonar los marcos de lectura abiertos de AtDFG10-1 y AtDFG10-2 en vectores que
contienen promotores que permiten la expresion del gen subclonado en plantas.
Anteriormente, se habia obtenido vectores de clonacion pCR8 que contienen subclonado

a AtDFG10-1c y a AtDFG10-2c (Figura 4 y Tabla 6). Se procedié a recombinar cada
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uno de estos vectores con dos plasmidios que poseen rio arriba de su sitio de
recombinacion el promotor del ARNr 35S del virus del mosaico de la coliflor (355), el
cual es de expresion constitutiva en plantas (Figura 3). Estos dos vectores, pGWB8 y
pGWBS, se diferencian en que pGWB8 permite etiquetar el marco de lectura abierto del
gen con una secuencia repetida seis veces en tandem que codifica para un polipéptido de
histidina, mientras que pGWBS lo hace con una secuencia que codifica para la proteina
fluorescente verde. En consecuencia, se obtuvieron cuatro nuevos plasmidios de
expresién en plantas, dos pGWBS8; pGWB8-AtDFG10-1c y pGWB8-AtDFG10-2c¢; y dos
PGWBS; pGWBS5-AtDFG10-1c y pGWBS5-AtDFG10-2c¢.

En la Figura 20A se observa la corroboracién de la subclonacion de AtDFG10-1c
mediante PCR. Se observa que en las diferentes colonias de E. coli transformadas con
los vectores pGWBS-AtDFG10-1c y pGWB8-AtDFG10-1c resistentes a kanamicina, se
amplifica una sola banda ligeramente superior a los 1000bp, similar al amplificado
utilizando el ¢cDNA total de una hoja de una planta silvestre de Arabidopsis thaliana.
Con respecto al analisis de los patrones de digestion de los plasmidios purificados
pGWBS5-AtDFG10-1c provenientes de dos clones cumplen lo esperado (Figura 20B,
Tabla 11). Con respecto a la digestion del vector pGWB8-AtDI'G10-1c, se aprecia que
el vector proveniente del clon 2 presenta un fragmento de tamafio levemente superior a
1500bp, correspondiente a lo esperado para el producto de menor tamafio del vector
pGWBS8-AtDFG10-Ic en configuracion sentido (Figura 20B, Tabla 11). El vector
pGWB8-AtDFG10-1c que fue purificado del clon 1 presenta un patron de digestion que
no se ajusta a ninguna situacion esperada en la digestion del vector analizado. Se realizd

un procedimiento similar para corroborar la presencia y direccion de AtDFGI0-2¢
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subclonado. Se utilizd PCR para pesquisar la configuracién en sentido de AtDFG10-2¢
con respecto al promotor 35S en los vectores (Figura 21A y B). Se observa que en 4
diferentes clones transformados con el vector pGWBS-AtDFGI0-2c y 2 clones
provenientes de la transformacion con pGWB8-4tDFG10-2¢ se amplifica una banda
unica de tamafio ligeramente menor a 1500pb, lo cual corresponde al tamafio esperado
(Ver Figura 22C, carril C"). La digestién enzimatica del véctor pGWBS5-AtDFG10-2c
proveniente del clon 3, se obtiene 7 fragmentos (Figura 21C) los cuales corresponden al
tamafio esperado (Tabla 12), en especial, el fragmento de menor tamafio (1259pb), el
cual es el indicador de la configuracion en sentido de AtDFGI0-2¢c subclonado. En
cuanto a la corroboraciéon de pGWB8-AtDFG10-2¢ por patrones de restriccion, no se
encontré una endonucleasa que permitiera diferenciar la configuracion de AtDFGI0-2¢
con respecto al promotor 35S. A pesar de este inconveniente, se observa seis fragmentos
productos de la digestién enzimatica, los cuales presentan los tamafios especificados
para la digestion del vector pGWB8-AtDFG10-2¢ (Figura 21D, Tabla 12). Por lo tanto,
con estos resultados se corroboré la obtencion de cuatro vectores de expresion
constitutiva en plantas los cuales poseen AtDFGI0-Ic y AtDFGI0-2c¢ en la

configuracién correcta con respecto al promotor 35S.
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Figura 20 — Corroboracion de la subclonacion de AfDFGI0-Ic en los
vectores de expresion en plantas, pGWBS y pGWBS. A. Se muestra el resultado de la
amplificacion de AtDFG10-1c¢ por PCR a las colonias de Escherichia coli transformadas
con los vectores pGWBS-AtDFG10-1c y pPGWB8-AtDFGI10-Ic. Las colonias utilizadas
se identificaron mediante nimeros que aparecen sobre cada carril. C*, AtDFGI0-Ic
amplificado desde el cDNA total de una planta silvestre. B. Se muestra el resultado de la
digestion enzimatica de los vectores pGWBS5-AtDFGI0-1c vy pGWB8-AtDFG10-1c,
utilizando la endonucleasa HindIIl. Las cabezas de flechas indican el fragmento liberado
esperado para los vectores que poseen subclonado AtDFG10-Ic en sentido con respecto
a su promotor. C-, digestion sin vector. M, marcador de peso molecular.

Tabla 11 — Patrones de digestion esperados de los vectores pGWBS y
pGWBS que poseen subclonado AtDFG10-1c.

Vector Configuracion de Tamafio de fragmentos
AtDFG10-1c esperados (bp)
PGWBS5- Sentido 15734 1606
AtDFG10-1c Antisentido 16106 1234
PGWBS- Sentido 15023 1610
AtDFGI0-Ic Antisentido 15395 1238

Se indica los tamafios esperados de la digestion de la endonucleasa HindIIl en los

vectores de expresion en plantas que poseen subclonado AtDFGI10-1c¢ tanto en sentido
como en antisentido con respecto al promotor del vector.
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Figura 21 — Corroboracion de la subclonacion de AfDFGI10-2¢ en los
vectores de expresion en plantas, pGWBS y pGWBS. A-B. Se exhibe los resultados
de la amplificacion de AzZDFG10-2c en configuraciéon sentido con respecto al promotor
35S utilizando colonias de Escherichia coli transformadas con los vectores pGWBS-
AtDFG10-2c (A) y pGWB8-AtDFG10-2¢ (B). Los nimeros de cada carril identifican
diferentes clones. C-D. Se observa los resultados de la digestion enzimatica de los
vectores pGWBS-AtDFGI10-2¢ (C) y PGWBS8-AiDFGI0-2¢ (D) utilizando la
endonucleasa Sspl. En C, la cabeza de flecha indica el fragmento liberado por el vector
que posee subclonado AtDFGI0-2¢ en sentido con respecto su promotor; los seis
fragmentos restantes se indican en asteriscos y muestran los tamafios esperados. En D,
los productos de la digestion de vector pGWB8-AtDFGI0-2¢c son indicados en + y
exhiben los tamafios esperados. C-, digestion sin vector. M, marcador de peso molecular.

Tabla 12 — Patrones de digestién esperados de los vectores pGWBS y
pGWBS que poseen subclonado 4AtDFG10-2c.

s Configuracién de Tamaiio de fragmentos
AtDFG10-2c esperados (bp)

) 3486; 3250, 2515; | 2616;
PGWBS- ety 2048; 1947 1259
AtDFG10-2¢ P 3486; 3250; 2515, | 1955,
20438; 1947 1920
Sentido 3486, 3250, 2515, 1968,
PGWBS- 2048, 1947 1348
AtDFG10-2¢ it 3486, 3250, 2515, | 1988,
2048, 1947 1328

Se indica los tamafios esperados producidos por la digestion enzimatica de la
endonucleasa Sspl a los vectores de expresién en plantas que poseen subclonado
AtDFG10-2c tanto en sentido como en antisentido al promotor del vector.
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Con los vectores obtenidos que poseen subclonados a AtDFG10-Ic y AtDFG10-
2c, se procedio a transformar células de Agrobacterium tumefaciens quimiocompetentes,
asi como también con los dos vectores sin recombinar, para luego seleccionarlos con tres
antibidticos de seleccion, Rifampicina, Gentamicina y Kanamicina. Para corroborar la
transformacion exitosa por cada vector ocupado, se realizo PCR a las colonias
seleccionadas (Figura 22). En la Figura 22A, en todos los clones transformados se
aprecia un amplificado de peso molecular entre 500 a 750pb, tamafio similar a lo
obtenido en el control positivo donde se utiliz6 como DNA a amplificar, el vector
purificado pGWBS3 sin recombinar. En la Figura 22B y C, se muestra que en todas las
colonias analizadas hay un amplificado Unico de tamafio ligeramente superior a los
1000pb para AtDFGI10-Ic (Figura 22B) e inferior a 1500pb para AtDFGI10-2¢ (Figura
22C), similar a lo obtenido en los controles positivos. Los resultados indican la
obtencién de 6 cepas de Agrobacterium tumefaciens transformantes: cuatro cepas con
uno de los vectores de expresion en plantas que contienen subclonado AtDFGI10-Ic o
AtDFG10-2¢ en direccion sentido con respecto al promotor 35S y dos cepas con uno de

los 2 vectores sin recombinar para usar como control.
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Figura 22 - Corroboracion de la transformacion de Agrobacterium
tumefaciens con los vectores de expresion en plantas que poseen subclonados a
AtDFG10-1c y AtDFG10-2c. A. Resultado de la amplificacion del gen de codifica para
la enzima Higromicina fosfo-transferasa en colonias de Agrobacterium transformadas
con los vectores pPGWB5 y pGWBS sin recombinar. C*, vector pPGWBS5 sin recombinar.
B. Amplificacion de AtDFGI10-Ic a colonias de Agrobacterium transformadas con los
vectores pGWBS5-AtDFG10-1c y pGWB8-AtDFG10-2c. C*, AtDFG10-1c amplificado
de una muestra de cDNA total de una planta silvestre. C. Resultados de la amplificacion
de AtDFGI0-2c en direccion sentido con respecto a su promotor a colonias de
Agrobacterium transformadas con los vectores pGWB5-AtDFGI0-2c y pGWB8-
AtDFG10-2c. C, vector pGWB8-AtDFG10-2c; C, reaccién sin DNA. M, marcador de
peso molecular.

4.3.2.- Obtencién de las lineas mutantes insercionales complementadas con los

marcos de lectura abiertos de los genes AtDFG10-1 vy AtDFGI0-2.

Al obtener las cepas de Agrobacterium transformadas con los diferentes vectores
de expresion en plantas, el siguiente paso en la estrategia de estudio seguida es la
transformacion de forma estable de los genes AtDFGI0-1 y AtDFG10-2 en las lineas
mutantes atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1, respectivamente (Figura 23). Para ello, se embebid
la parte apical de los tallos reproductivos donde se encontraban las flores de las plantas

atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 de 4 semanas con los cultivos de las cepas de Agrobacterium
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que contienen los vectores pGWBS8-ADFGI0-Ic y pGWBS8-AtDFGI0-2c,
respectivamente. Ademéas, ambas lineas mutantes se transformaron con el vector
pGWBB8 sin recombinar. Luego, se recolectaron las semillas provenientes de estas flores,
la generacién T1. Las semillas transformantes fueron seleccionadas por su resistencia al
antibiotico Higromicina. Las plantas resistentes se genotipificaron para corroborar por
PCR la presencia del fragmento que contiene los marcos de lectura abiertos de
AtDFGI0-1 y AtDFGI10-2 dentro de su genoma (Figura 24). En adelante,
denominaremos a los genes introducidos 358::4tDFG10-1c y 35S::AtDFG10-2c. En la
Figura 24A, la genotipificacion mediante PCR de una planta atdfgl0-1-1 transformada
con el vector pGWB8-4tDFG10-1c (generacion T1, resistente a Higromicina) que
denominamos atdfgl0-1-1/35S::AtDFGI10-1, corrobora el genotipo homocigoto mutante
atdfgl0-1-1 (carriles LB1 y G1). Ademas, se detecta la presencia de 35S::4tDFG10-ic
(carril S1). En la Figura 24B, la genotipificacion de una planta ardfgl0-2-
1/358::AtDFG10-2 corrobora el genotipo mutante atdfgl0-2-1 (carriles LB2 y G2) y la
presencia del 358::4tDFG10-2¢ en el genoma por la deteccién de un unico producto
(carril S2). Estos resultados indican que se obtuvo plantas mutantes ardfgl0-1-1 y
atdfgl0-2-1 que contienen en su genoma los genes 35S::AtDFG10-1c y 35S::AtDFG10-
2c, Tespectivamente.

En total, se identificaron 3 plantas atdfgl0-1-1/358:.AtDFGI0-Ic y 3 plantas
atdfgl0-2-1/358::AtDFG10-2¢ (Tabla 13A). En la progenie de estas plantas, la
generacion T2, se analizé la segregacion de la resistencia a Higromicina. Debido a que
la insercién ocurre al azar es muy probable que la generacién T1 posea la insercién en

condicion heterocigota. En este caso, la segregacion de la resistencia al antibi6tico sigue
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el modelo de segregacion mendeliana para un caricter dominante, o sea, el 75% son
plantas resistentes y el 25%, plantas sensibles. Se observa que las lineas transformantes
segregan en plantas resistentes y sensibles a Higromicina en contraste con las plantas
silvestres y mutantes atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 sin transformar que son 100% sensibles
(Tabla 13). En la Tabla 13A se muestra el nimero de plantas resistentes y sensibles de
las lineas atdfgl0-1-1/358:.:AtDFG10-1, lineas atdfgl0-2-1/355::AtDFG10-2 y las lineas
que proviene de una plantas mutantes que fueron transformadas con la cepa de
Agrobacterium transformada con pGWBS sin recombinar (atdfgl0-1-1/ccdb; atdfgl0-2-
1/ccdb). Mediante un test estadistico (Prueba exacta de Fisher), se determiné que todas
las progenies cumplian con la segregacion esperada, excepto la progenie de la planta 1
de la linea atdfgl0-1-1/35S::AtDFG10-1c (Tabla 13A, en negritas), por lo que se decidio
que no se utilizara en posteriores estudios. Estos resultados corroboran la obtencién de
lineas mutantes transformantes atdfgl0-1-1/35S8::AtDFG10-1, atdfgl0-2-
1/358::AtDFG10-2 y los controles de la transformacion atdfgl0-1-1/ccdb y atdfgl0-2-
1/ccdb que transmiten el fragmento analizado a su progenie de la manera esperada.

Es conveniente obtener plantas que presenten el fragmento transformante
analizado en homocigosis, ya que se estabilizaria génicamente el fragmento
transformante que contiene los genes 35S::4¢DFGI0s y transmitiéndole a toda su
progenie esta condicion génica. Sin embargo, la genotipificacién por PCR vy la seleccion
por Higromicina, no permiten distinguir las plantas homocigotas de las heterocigotas.
Para obtener lineas mutantes transformantes homocigotas se tendra que analizar la
progenie de la generacién T2 resistentes a la accion del antibidtico y corroborar un

100% de resistencia a Higromicina en la generacién T3 (Figura 23).
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Figura 23 — Estrategia de la obtencion de lineas mutantes afdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 transformadas con
358::AtDFG10-1c y 355::AtDFG10-2c. Se esquematiza la estrategia para obtener plantas atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 que posean
en su genoma el marco de lectura abierto del gen afectado en cada mutante. 1.- La porcion de la planta que contiene las
inflorescencias de las plantas mutantes son embebidas con un cultivo de Agrobacterium transformado con el vector que integrara
AtDFGI10-1c o AtDFG10-2¢, segin corresponda. 2.- Las semillas de esta planta es la generaciéon T1 que se seleccionan por su
resistencia a Higromicina Se corrobora en estas plantas la insercion de AtDFG10-1c o AtDFGI10-2¢ por PCR. 3.- La progenie de
las plantas T1, la generacién T2, se selecciona en Higromicina para evaluar la segregacion de la resistencia y con ello la de la
insercion. Si la proporcién de la segregacion obtenida se ajusta a la esperada para plantas heterocigotas para la insercion (75%
resistentes/25% sensible), se toman 6 a 10 plantas las resistentes al antibiético. 4.- Se analiza su progenie, la generacién T3 con
respecto a su resistencia a Higromicina. Se selecciona la planta T2 en que el 100% de su progenie es resistente a higromicina
pues se trata de una planta que tiene la insercion en la condicién de homocigosis.
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Figura 24 — Corroboracion de la integracion del fragmento que restituye el
marco de lectura de los genes AtDFG10-1 y AtDFG10-2 en las lineas atdfgl10-1-1 y
atdfgl0-2-1. Se muestra los resultados de la genotipificacion por PCR de una planta
atdfgl0-1-1 y una atdfgl0-2-1 ambas resistentes a Higromicina que provienen de la
transformacion con la cepa de Agrobacterium pGWBS8-AtDFG10-1c (A, atdfgl0-1-
1/358::AtDFG10-1c), pGWBS8-AtDFG10-2c (B, atdfgl0-2-1/35S8::AtDFGI10-2¢) y
plantas atdfgl0-1-1 (C) y atdfgi0-2-1 (D) sin transformar . La presencia del fragmento
de T-DNA que interrumpe los genes AtDFGI0-1 y AtDFGI10-2 se muestra en la
reacciéon LB1 y LB2, respectivamente; la presencia del alelo silvestre de los genes
AtDFG10-1 y AtDFGI0-2 se detecta en los carriles G1 y G2, respectivamente. La
presencia de los genes 35S::AtDFG10-Ic y 358:.AtDFGI10-2c son detectados en la
reaccion S1 y S2, respectivamente. La deteccion de los genes AtDFG10-1¢c y AtDFG10-
2c en configuracién antisentido al promotor 35S se muestra en los carriles AS1 y AS2.
El carril A representa la amplificacion del gen de actina para corroborar la calidad de los
DNAs y el carril H, la deteccion del gen de codifica para la enzima Higromicina Fosfo-
Transferasa. En E y F, se muestran los controles positivos (C+) y negativos (C-, sin
DNA) de los correspondientes productos de PCR. En ambas plantas resistentes a
Higromicina se observa la presencia del gen restituyente en configuraciéon sentido al
promotor 35S. M, marcador de peso molecular.
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Tabla 13 — Segregacion de la resistencia al antibiético Higromicina en las
lineas mutantes transformantes.

1/358::AtDFG10-1¢c

A
Progenie (T2)
P i P ;
: , Plastis | 8 plasons, | 10 plastag | T2 oumede | Porcemiaje do
Genotipo de la linea ‘ _ plantas —
i resistentes | sensibles ] )
resistentes sensibles
atdfgl0-1-
1358 ADFGI0-Ic | 9 34 21 79
atdfgl0-1-
1358 ADFGI0-1c | > i 7 61 39
atdfgl0-1- 5 % : " -

atdfgl0-2-

11358 ADFG10-2¢ | - 44 14 76 14
atdfgl0-2-

1358:A4DFG10-2¢ | 2 37 24 61 39
ardfg10-2-

1358 ADFG10-2¢ | ° 69 10 87 13

atdfg10-2-1/ccdb 1 29 22 57

B

T Porcentaje | Porcentaje de
Genotipo de las plantas P B de plantas plantas
resistentes | sensibles : 3
resistentes sensibles
wt 0 13 0 100
atdfgl0-1-1 0 10 0 100
atdfg10-2-1 0 13 0 100

Se informa el numero de plantas resistentes y sensibles y su porcentaje al efecto
de Higromicina de la generacién T2. La evaluacion de la resistencia se realiz6 en plantas
de 10 dias germinadas en medio suplementado con Higromicina 25 pg/mL. A. Progenie
de: tres plantas T1 atdfgl0-1-1/358::AtDFGI0-Ic, tres plantas T1 atdfgl0-2-
1/358::AtDFG10-2, una planta T1 atdfgl0-1-1/ccdb y una planta T1 atdfgl0-2-1/ccdb. B.
Controles bioldgicos: plantas silvestres (wt), atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 sin transformar.
La proporcion de todas las progenies analizadas en A se ajustaron a lo esperado (75%
plantas resistentes y 25%, sensibles), excepto la progenie de la planta 1 de la linea
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atdfg10-1-1/358::AtDFG10-1¢ la cual estd destacada en negritas (prueba exacta de
Fisher, p<0,05).

43.3.- Evaluaciéon del fenotipo de raices laterales en las lineas atdfgl0-1-

1/358::AtDFG10-1 y atdfg10-2-1/358::AtDFG10-2.

En el punto anterior, se determindé que las plantas de la generacion T2 de la
mayoria de lineas ardfgl0-1-1/35S::AtDFG10-ic y atdfgl0-2-1/358::AtDFG10-2¢
obtenidas, segregaban la resistencia al antibidtico segin el modelo de segregacién
mendeliano para un caracter dominante. Si la funciéon del gen interrumpido es el
responsable del fenotipo observado, debiese observarse un efecto de reversion del
fenotipo mutante en la planta debido a la reposicion de la funcion génica. Anteriormente,
se determiné que las lineas mutantes ardfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 presentan una mayor
densidad radicular con respecto a las plantas silvestres, la cual se ve magnificada en la
linea atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 (Figura 13), por lo cual se espera que la restitucion del
gen interrumpido provoque la disminucion del nimero de raices laterales en las lineas
mutantes transformantes en comparacion a su respectiva linea mutante sin transformar y
a su control biolégico de transformacion (atdfgl0-1-1/ccdb y atdfgl0-2-1/ccdb).

En la Figura 25 se muestra el resultado de la cuantificacién del numero de raices
laterales de las lineas atdfgl0-1-1/35S::AtDFG10-1c y atdfgl0-2-1/35S::AtDFG10-2c y
sus correspondientes controles atdfgl0-1-1/ccdb y atdfgl0-2-1/ccdb, junto con las lineas
mutantes en los genes AtDFG10s. Las plantas mutantes transformantes pertenecen a la
generacion T2. En la Figura 24A se aprecia que la linea transformante ardfgl0-i-
1/358::AtDFG10-Ic presenta una disminucién estadisticamente significativa en el

nimero de raices laterales en comparaciéon a la linea parental atdfgl0-1-1/ccdb.
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Interesantemente, la linea atdfgl0-1-1/358::AtDFG10-1c presenta un numero de raices
laterales comparable a lo registrado en las plantas silvestres. En la Figura 25B se observa
que la linea ardfgl0-2-1/35S::AtDFG10-2c también presenta una disminuciéon en el
numero de raices laterales en comparacion a atdfgl0-2-1/ccdb que es estadisticamente
significativa. Estos resultados sugieren que la funcién de los genes AtDFGI0-1 y
AtDFG10-2 son efectivamente los responsables del aumento en el nimero de raices
laterales en las lineas mutantes en los genes AtDFGI0s. Por lo tanto, se puede
determinar que la funcién de estos genes posee un importante papel en el desarrollo de

raices laterales en Arabidopsis.

A

=

Numero de raices laterales
s
i

Nuamero de raices laterales
F -9

] ] ] L]
wit - cedb  ADFGI0-1 wit -- cedb  ADFGL0-2

atdfgl0-1-1 atdfgl0-2-1

Figura 25 — Evaluacién del rescate del fenotipo de induccion de raices
laterales en las plantas atdfgl0-1-1/35S::AtDFG10-1c y atdfgl0-2-1/35S::AtDFG10-
2c. Se muestra la cuantificacion del numero de raices laterales en plantulas de 14 dias
post-siembra. A. Cuantificacion de las lineas mutantes transformantes atdfgl0-1-
1/35S::AtDFG10-1c (AtDFGI10-1, N= 68) y atdfgl0-1-1/ccdb (ccdb, N= 72) en
comparacion a las plantas silvestres (wt) y atdfgl0-1-1 (N=137). B. Cuantificacién de las
lineas mutantes transformantes atdfgl0-2-1/35S::AtDFG10-2¢c (AtDFG10-2, N= 35) y
atdfgl0-2-1/ccdb (ccdb, N= 75) en comparacién a plantas silvestres (wt) y atdfgl0-2-1
(N= 22). Plantas silvestres, N=18 para A y B. Las lineas atdfg10-1-1/358:.AtDFG10-1c
y atdfgl0-2-1/35S::AtDFG10-2¢ corresponden a la generacion T2, Las barras muestran
el promedio del numero de raices laterales con su error estandar. Los simbolos sobre las
barras indican el nivel de significancia entre dos grupos analizados: ns, p>0,05; **,
p<0,01; *** p<0,001 (prueba ANOVA de una via con posterior prueba de Tukey).
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5.- DISCUSION

5.1.- La funcién de AtDFG10s v su efecto en la N-glicosilacion de proteinas en

Arabidopsis thaliana.

Dolicol es un lipido cuya biosintesis consta de dos fases. La primera es la
condensacion de unidades de isopentenil pirofosfato (IPP) mediado por una cis-
preniltransferasa para conformar los precursores del dolicol denominados poliprenoles
(Swiezewska, E. & Danikiewicz, W. 2005). En la segunda fase de la biosintesis de
dolicol, es clave la reduccion del enlace doble en el carbono a de los poliprenoles,
reacciéon que es catalizada por una poliprenol reductasa (Jones, M. & col. 2009). En
levaduras, se ha vinculado a SeDFGI0 con esta actividad enzimatica, basados en la
abundancia de los precursores y productos de la reaccion en la deficiencia de este gen.
(Cantagrel, V. & col. 2010). Se ha determinado bioquimicamente que su ortélogo
funcional en humanos, SRD5A3, tiene la capacidad de reducir el enlace doble de los
poliprenoles (Cantagrel, V. & col. 2010).

Cabe destacar que la complementacion funcional en un sistema heterélogo asume
que los procesos donde participarian los productos génicos expresados en este sistema
heterdlogo se encuentran conservados entre ambos sistemas biologicos. La utilizacion de
esta estrategia es valida en este estudio, ya que se ha documentado que etapas

importantes dentro del proceso de la N-glicosilacién de proteinas como son la biosintesis
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del lipido dolicol, la biosintesis del arbol de N-glicano en el Reticulo endoplasmico y su
transferencia a la proteina blanco presentan mecanismos moleculares que se han
conservado en los diferentes organismos eucariontes estudiados (Schwarz, F. & Aebi, M.
2011). También, se ha descrito que la droga Sortin2 altera el trafico de proteinas
vacuolares en los modelos de estudio de levadura y plantas (Norambuena, L. & col.
2008, Pérez-Henriquez, P. & col. 2012). Los resultados de esta estrategia utilizada en
este trabajo convergen a una conclusion similar, lo cual valida la estrategia experimental
y robustece la conclusién de estos resultados.

Los resultados de complementacion funcional en la levadura mutante dfg/0A
indican que AtDFG10-2 tiene la capacidad de reemplazar la actividad de ScDFGI10 vy,
por lo tanto, compartirian su funcién molecular, al igual que la proteina SRDS5A3.
AtDFG10-2 poseeria por ende una actividad poliprenol reductasa, lo que es consistente
con la presencia del dominio proteico 5-o. esteroide reductasa en el extremo carboxilo
terminal de su secuencia proteica, al igual que ScDFG10 (Rubilar, C. 2010). AtDFG10-1
es alrededor de un 50% similar a SCDFG10 en su secuencia aminoacidica y al igual que
AtDFG10-2 posee el dominio 5-o esteroide reductasa. A pesar de esto, no es capaz de
complementar el fenotipo de la mutante dfg/0A. Es importante considerar que la
biosintesis de dolicol se realiza exclusivamente en el Reticulo endoplasmatico en
levaduras (Jones, M. & col. 2009). Sin embargo AtDFG10-1-eGFP se localizé en los
compartimentos vacuolares en levaduras por lo que es altamente probable que la versién
AtDFGI10-1-HA utilizada en la complementacién funcional se localice también en la
vacuola lo que explicaria la incapacidad de complementar la funcion de ScDFG10. Por

su parte, el patréon de fluorescencia de AtDFGI10-2-GFP muestra una distribucion
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subcelular muy similar a la que muestran proteinas marcadoras de Reticulo
endoplasmatico y de peroxisomas, segun la base de datos de localizacion subcelular de
proteinas fluorescentes yeastgfp (http://veastefp.veastcenome.org/; Huh, W. & col.
2003). Esto ultimo refuerza que la proteina ademas de poseer los dominios estructurales
que determinan su actividad enziméatica debe localizarse en el compartimento adecuado
para ser funcional. Este argumento deja abierta la posibilidad de que AtDFGI10-1 sea
efectivamente una poliprenol reductasa. Es importante considerar que se ha descrito que
AtDFG10-1 se localiza en el Reticulo endoplasmatico y en el Aparato de Golgi en A.
thaliana (Tian, G. & col. 2004; Parsons, H. & col. 2012; Tanz, S. & col. 2013). Esto
apoya fuertemente que la localizacion subcelular de AtDFGI10-1 en la levadura es
inadecuada para la complementacion de la funcién de ScDFG10 y sustenta el hecho de
que su funcién en plantas podria estar relacionada con la biosintesis de dolicol. La
hipétesis de que AtDFG10-1 y AtDFGI10-2 comparten la funcién molecular es
respaldada por nuestros resultados respecto a la funcién de los genes AtDFGI0s tanto a
nivel fisiologico, a nivel del desarrollo de raices laterales, como en la respuesta a drogas
que alteran el sistema de endomembranas, Sortin2 y Tunicamicina, en Arabidopsis. Los
resultados sugieren que ambos, AtDFG10-1 y AtDFG10-2, participarian en los mismos
procesos en Arabidopsis. Sin embargo es importante destacar que las mutantes atdfg/0s
difieren en el efecto de Sortin2 sobre la respuesta gravitrépica radicular en la que solo
AtDFG10-2 parece tener participacion. Esto indicaria que las funciones de AtDFG10-1y

AtDFG10-2, si bien son similares, poseen peculiaridades a nivel fisiologico que las

distinguen.

96



Se ha descrito que el N-glicano es una sefial importante para el reconocimiento
de proteinas malplegadas por chaperonas con actividad lectina que son parte del sistema
residente en el Reticulo endoplasmatico denominado ERQC (Endoplasmic Reticulum
quality control) que detecta la existencia de estas proteinas malplegadas, las retiene en el
compartimento y permite que estas alcancen una conformaciéon adecuada para que
puedan cumplir su funcion en el compartimiento subcelular de destino (Liu, J. & Howell,
S. 2010; Roth, J. & col. 2010). Cuando ERQC es insuficiente para la demanda celular, el
mecanismo ERAD (Endoplasmic Reticulum-associated Degradation) induce la
retrotranslocacién de estas proteinas al citoplasma y su degradacion dependiente de la
actividad del proteosoma (Kanehara, K. & col. 2007, Nakatsukasa, K. & Brodsky, J.
2008; Liu, J. & Howell, S. 2010). Cuando la tasa de sintesis de proteinas malplegadas
supera la tasa de la actividad ERQC y ERAD, se produce una acumulacién de proteinas
malplegadas en el Reticulo endoplasmatico, la cual activa una serie de respuestas que en
conjunto son denominadas UPR (Unfolded Protein Response; Iwata, Y. & Koizumi, N.
2012). Deficiencias en la N-glicosilacion de proteinas induce estrés de reticulo y con
ello activacion de UPR. Se ha descrito que la exposicion de plantas silvestres al
inhibidor de N-glicosilacién Tunicamicina, asi como también la deficiencia y ganancia
de funciéon de enzimas que participan en la biosintesis del N-glicano presentan un
aumento considerable en los niveles de transcrito de diversos genes marcadores de UPR
(Martinez, I. & Chrispeels, M. 2003; Henquet, M. & col. 2008; Pattison, R. & Amtmann,
A. 2008; Jadid, N. & col. 2011). En este contexto, sobre la base de la participacion de
los genes AtDF(10s en la biosintesis de dolicol, las lineas mutantes simples de los genes

AtDFGI0-1 y AtDFGI10-2, y en especial la doble mutante atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1,
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podrian poseer una deficiencia en la N-glicosilacion de proteinas. Estas lineas mutantes
son mas resistentes a Tunicamicina en comparacion a las plantas silvestres al evaluar los
fenotipos en el desarrollo de las plantas tratadas con este compuesto quimico. Esta
menor sensibilidad de las lineas mutantes puede explicarse debido al defecto en N-
glicosilacion de proteinas que provocaria que la respuesta UPR estuviese activada de
forma constitutiva. Esto es apoyado, ya que se ha observado que lineas sobrexpresoras
de la enzima responsable de las primeras etapas de biosintesis del N-glicano presentan
una resistencia a Tunicamicina junto con un aumento de marcadores de UPR de forma
constitutiva (Koizumi, N. & col. 1999). También, lineas que presentan UPR
constitutivamente al ser expuestas a Tunicamicina, es registrada una menor induccion
transcripcional de genes involucrados en UPR (Jadid, N. & col. 2011). Ademas se ha
reportado que mutantes que tienen defectos en percibir la acumulacién de proteina mal
plegada y por lo tanto de establecer UPR, son mas sensibles a Tunicamicina (Wang, D.
& col. 2005; Nagashima, Y. & col. 2011). Para poder validar la conexién de la funcién
de los genes AtDFGI10-1 y AtDFGI0-2 con la N-glicosilacion de proteinas en
Arabidopsis, serd necesario estudiar el perfil de glicosilacion que poseen las lineas
mutantes ardfgl0s en conjunto con evaluar marcadores de UPR, ademés de
correlacionarlo con la abundancia relativa de dolicol de las lincas atdfgiOs cn
comparacion a las plantas silvestres.

Es interesante observar que la mutante atdfgl/0-1-1 presenta una menor
sensibilidad a Tunicamicina que las plantas silvestres. Esto es un indicio que AtDFG10-
1 participaria en la N-glicosilacién de proteinas en Arabidopsis v que su funcién seria

muy importante en este proceso, ya que la disminucioén del transcrito de AtDFG10-1 en
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atdfgl0-1-1 es de menor magnitud -20% menor con respecto a las plantas silvestres - en
comparaciéon a la pérdida de funcion de AtDFGI0-2 en atdfgl0-2 -disminucién de
transcrito a niveles no detectables -, mutante que presenta una sensibilidad similar a las
plantas silvestres. Sin embargo, la doble mutante atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 es menos
sensible a Tunicamicina que las plantas silvestres y que las lineas mutantes simples, lo
cual apoya a que AtTDFG10-2 también poseeria un papel importante en la N-glicosilacién
de proteinas en Arabidopsis.

Interesantemente, se ha identificado a la proteina AtDFG10-2 en la envoltura del
cloroplasto (Ferro, M. & col. 2010), lo cual se contrapone a la concepcion de que el
proceso de N-glicosilacion de proteinas se localiza en el Reticulo endoplasmatico, donde
se ubican las enzimas que participan en la biosintesis del N-glicano en modelos
vegetales (Zhang, M. & col. 2009; Kajiura, H. & col. 2010; Farid, A. & col. 2011; Jadid,
N. & col. 2011). Se ha descrito que la proteina AtDFG10-1 reside en el Reticulo
endoplasmatico y también en el Aparato de Golgi en A. thaliana (Tian, G. & col. 2004;
Parsons, H. & col. 2012; Tanz, S. & col. 2013). Sin embargo, podria ser que dolicol se
sintetice también dentro de los plastidios, ya que en plantas se ha demostrado que las
unidades de isopentenil pirofosfato (IPP) en la biosintesis de dolicol pueden provenir
tanto de la via citoplasmatica del mevalonato como de la via plastidica del metileritritol
fosfato (Skorupinska-Tudek, K. 2008; Jones, M. & col. 2009). En conjunto con esto, hay
evidencia que muestra que en el cloroplasto existe condensacion de unidades de IPP
conformando poliprenoles (Sakaihara, T. & col. 2000). Como el cloroplasto proviene de
una cianobacteria en las cuales la biosintesis de isoprenoides ocurre exclusivamente por

la via del metileritritol fosfato (Jones, M. & col. 2009), es posible que la ruta de



biosintesis de dolicol se haya conservado espacialmente dentro del cloroplasto y que sea
un compartimiento fuente de dolicol. Esto implicaria que deberia existir un flujo de este
lipido en direccién al Reticulo endoplasmatico, lugar donde ocurre la N-glicosilacion de
proteinas. Existe evidencia que postula que los cis-poliprenoides sintetizados en los
cloroplastos son elongados en el Reticulo endoplasmatico (Skorupinska-Tudek, K. & col.
2008) y que existe flujo de lipidos desde el cloroplasto al Reticulo endoplasmatico
presumiblemente por contacto directo entre ambos compartimientos (Griffing, L. 2011).
Esta interesante propuesta podria explicar la importancia aparentemente secundaria de
AtDFG10-2 en comparacion a AtDFG10-1 en la sensibilidad de las mutantes atdfgl0s a
Tunicamicina. A su vez, explicaria por qué la pérdida de funcion de AtDFGI10-2 posee
un efecto comparable a la pérdida de funcidn solo parcial de A#DFG10-1 en las mutantes
atdfgl0s tanto a nivel de su fenotipo radicular como en su respuesta a Sortin2.

Por otra parte, la linea mutante con pérdida de funciéon de una cis-
preniltransferasa especifica de plantas, /ew/, presenta una drastica disminucién de
dolicol y es mas sensible a Tunicamicina (Zhang, H. & col. 2008). Esta aparente
contradiccion con lo planteado podria estar explicada por el efecto en el trafico proteico
que provocaria la disminucién en la cantidad de poliprenoides. Se ba reportado que la
mutante rer2 en levaduras que presenta una disminucion drastica en la actividad cis-
preniltransferasa y deficiencias en la N-glicosilacién de proteinas, exhibe alteraciones
exclusivas que no fueron detectados en mutantes relacionadas a la N-glicosilacién de
proteinas, inclusive en la cepa que posee alterada la actividad enzimitica de la enzima
que cataliza la formaci6n de dolicol fosfato, el aceptor lipidico del primer monosacarido,

la N-acetil glucosamina fosfato, para formar el N-glicano (Sato, M. & col. 1999). Una de
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estas alteraciones es el defecto en la retencion de proteinas del Reticulo endoplasmatico
como, por ejemplo, la chaperona BiP que participa en UPR (Sato, M. & col. 1999; Liu, J.
& Howell, S. 2010). Por consiguiente, se ha propuesto que los polisoprenoides poseen
un papel importante en regular el trafico intracelular de proteinas, en especial en la
retenciéon de las proteinas residentes del Reticulo endoplasmatico (Surmacz, L. &
Swiezewska, E. 2011). La fuga de proteinas residentes del Reticulo endoplasmatico, en
especial de BiP, podria estar ocurriendo en la mutante /ew!, lo que disminuiria la
abundancia de BiP en el Reticulo Endoplasmatico y por ende habria una menor
probabilidad de que las proteinas alcancen su estado de plegamiento correcto,
explicando la mayor sensibilidad a Tunicamicina. Interesantemente, el colapso foliar que
caracteriza a las plantas /ew/ también se observa en las plantas bip2 (Wang, D. & col.
2005; Zhang, H. & col. 2008). A pesar que este fenotipo no se detecté en las lineas
mutantes ardfgiOs, no se puede descartar la secrecion de proteinas residentes del
Reticulo en estas lineas mutantes. Los niveles relativos de dolicol esperados para las
mutantes en los genes AtDFG10-1 y AtDFG10-2 serian mayores al reportado en lew 1, la
cual presenta una disminucién de un 85% con respecto a las plantas silvestres (Zhang, H.
& col. 2008), basados en que la pérdida de funcion de AtDFG10-1 fue solo parcial.
Ademas, hay que considerar que en las mutantes artdfgl0Os, el gen AtDFGI10-3 podria
suplir en parte la funcién de los genes interrumpidos por el T-DNA. Aunque su funcion
aun no ha sido determinada es altamente probable que aporte en la biosintesis de dolicol
debido a que el porcentaje de similitud aminoacidica a ScDFG10 es comparable al

exhibido por AtDFG10-1 y AtDFG10-2. Por consiguiente, la hipotética fuga de
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proteinas residentes del Reticulo endoplasmatico en las lineas mutantes en los genes

AtDFG10s analizados podria ser mucho menos severa.

5.2.- Implicancias de la funcion de A#DFGIOs en la ruta endocitica v la
formacién de raices laterales en Arabidopsis thaliana.

En estudios independientes a los que describen la funcion de ScDFG10 dentro
del proceso de la N-glicosilacion de proteinas, se asocio la funcién de este gen como
importante en la accion que posee el compuesto quimico Sortin2 en levaduras, surgiendo
como un candidato a ser un blanco molecular de Sortin2 (Norambuena, L. resultados no
publicados). Especificamente nuestro laboratorio tiene evidencias de que ScDFG10 es
necesario para que Sortin2 induzca la secrecidn de la proteina vacuolar CPY y acelere la
endocitosis en Saccharomyces. Sin embargo, se desconoce el mecanismo que utiliza el
compuesto para producir los efectos en el trafico intracelular. Si ScDFG10 es un blanco
molecular de Sortin2, un posible mecanismo de accion podria ser que Sortin2 inhibiera
especificamente la actividad enzimatica de ScDFG10 y por consiguiente, la abundancia
de dolicol disminuyera, lo cual afectaria el trafico intracelular. Hay evidencia que apunta
a que la disminucion en la cantidad de los poliprenoides altera el trafico intracelular de
proteinas (Sato, M. & col. 1999; Surmacz, L. & Swiezewska, E. 2011). En este caso, se
esperaria que la cepa dfg/0A presentara una secrecion constitutiva de CPY al medio
extracelular, lo cual no se observa en los ensayos que realizamos en este trabajo por lo
que podemos descartar esta posibilidad. Por el contrario, si Sortin2 estimulara la
actividad de ScDFGI10, se produciria eventualmente un aumento en la abundancia de

dolicol, causando alteracién en la ruta secretoria y podria explicar la resistencia de la
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cepa dfgl0A a la accion celular de Sortin2. Sin embargo, SCDFG10 es un gen Unico en
Saccharomyces, por lo tanto la mutante delecional dfg/0A deberia ser insensible al
efecto de Sortin2, lo cual no es lo observado. Como existe evidencia de que AtDFG10s
conservan la funcion celular de ScDFGI10, entonces se esperaria que los AtDFG10s
participaran de manera indirecta en la accién de Sortin2 en Arabidopsis al igual que
ScDFG10 en Saccharomyces.

Se ha reportado que Sortin2 en Arabidopsis, al igual que en levaduras, induce la
secrecion de CPY y acelera el trafico endocitico hacia la vacuola (Zouhar, J. & col.
2004; Pérez-Henriquez, P. & col. 2012). Interesantemente, al examinar la ruta endocitica
en las lineas mutantes atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1 bajo tratamientos con Sortin2, no se
observo la aceleracion del trafico endocitico observado en las plantas silvestres. Esto
indica que las lineas mutantes son mas resistentes al efecto acelerador de la ruta
endocitica de Sortin2. Estos antecedentes sugieren que la funcion de los genes
AtDFG10-1y AtDFG10-2 es requerida para la accion de Sortin2 en Arabidopsis a nivel
celular, al igual que lo observado en Saccharomyces. Por la funciéon de los genes
AtDFGI10-1 y AtDFG10-2 en la N-glicosilacion de proteinas en Arabidopsis, factor
importante, entre otras funciones, en la correcta destinaciéon de proteinas, es plausible
pensar que en las mutantes con pérdida de funcion en los genes AtDFG10s, un
componente molecular que se requiera para el trafico hacia la vacuola se encuentre
localizado erréneamente y, por consiguiente, esta alteraciéon otorgue una resistencia o
menor sensibilidad al efecto de Sortin2 en la aceleracion del trafico endocitico hacia este
compartimiento. Si esta hipétesis es cierta, el blanco molecular de Sortin2 es sensible a

la modulacién que ejerce la N-glicosilacion de proteinas, probablemente en su actividad
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y/o en su localizacién subcelular. Se podria tratar de una glicoproteina que vea afectada
su localizacion subcelular al modularse la N-glicosilacion de proteinas. Para evaluar esta
posibilidad, podria ser muy util evaluar el trafico de proteinas reguladoras del trafico
endocitico a nivel de los endosomas, como por ejemplo, las proteinas Rab ARAG6 y
ARA7 en las lineas mutantes atdfgl0s para pesquisar si existen alteraciones en su
localizacion subcelular.

Recientemente, la accion celular de Sortin2 se ha correlacionado con su efecto
fisiologico en plantas, la induccion de raices laterales (Pérez-Henriquez, P. & col. 2012).
Se observé que Sortin2 altera el trafico a compartimientos prevacuolares y la vacuola
(Pérez-Henriquez, P. & col. 2012). Interesantemente, la induccion de raices laterales
dependiente de Sortin2 requiere del trafico celular entre compartimientos prevacuolares
y la vacuola que es inhibido por Wortmanina (Matsuoka, K. & col. 1995; Pérez-
Henriquez, P. & col. 2012). Estos antecedentes sugieren que el blanco celular de Sortin2
en la ruta endocitica de Arabidopsis trafica entre los endosomas tempranos y los
endosomas tardios/compartimientos prevacuolares y que la modulacion de este trafico es
un prerrequisito en la formacién de raices laterales. La funcidén de los genes AtDFGI0s
participa en la formacion de raices laterales en Arabidopsis, ya que su pérdida de
funcion causa un aumento en la formacion de estos 6rganos vegetales. Sin embargo, las
lineas mutantes simples atdfgl0s son sensibles a la induccion en la formacion de raices
laterales dependiente de Sortin2, lo cual contradice su resistencia a nivel celular frente a
este compuesto. Esto sugiere que existe un mecanismo alternativo a la induccion del
trafico endocitico tardio, el cual es dependiente de Sortin2 en la formacién de raices

laterales. Este mecanismo alternativo puede ser la modulacion positiva de la tasa
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endocitica, ya que la inhibicion quimica de la endocitosis dependiente de clatrina
utilizando Tirfostina A23, disminuye de forma significativa la formacion de raices
laterales (Pérez-Henriquez, P. & col. 2012). También, se ha descrito que Sortin2 revierte
el efecto de Tirfostina A23 en cuanto a la formacion de raices laterales, pero no puede
gjercer esta accion en coincubacion con Wortmanina (Pérez-Henriquez, P. & col. 2012),
compuesto que también inhibe la endocitosis desde la membrana plasmatica en
Arabidopsis (Beck M. & col., 2012; Ito E. & col., 2012). Ademas, analizando con mayor
profundidad los resultados, se puede detectar también un aumento cualitativo del
numero de endosomas, reflejado en un aumento de las estructuras punteadas FM4-64
positivas tanto en las plantas silvestres como en las mutantes simples atdfgl0-1-1 y
atdfg10-2-1 tratadas con Sortin2.

Estid ampliamente descrito que la formacion de raices laterales es inducida por la
hormona auxina especificamente por efecto de la regulacion transcripcional mediada por
su receptor intranuclear, el complejo proteico SCF™ y componentes moleculares que
determinan la abundancia de represores transcripcionales (Paciorek, T. & Friml, J. 2006;
Péret, B. & col. 2009). Sin embargo, Sortin2 induce la formacién de raices laterales por
una via de sefializacién independiente de la mediada por SCF™™ (Pérez-Henriquez, P. &
col. 2012). Dado que Sortin2 modularia tanto la tasa de endocitosis como el trafico hacia
la vacuola, se propone que la accién de este compuesto fenocopiaria el proceso de
endocitosis mediada por la activacion de un receptor o similar con un papel importante
en la formacion de raices laterales que aun no se ha determinado. Cabe mencionar que el
proceso de endocitosis mediada por la activacién de un receptor se ha reportado en

Arabidopsis como un mecanismo que determina una regulacion transcripcional de genes
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que participan en la respuesta al ligando (Robatzek, S. & col. 2006; Geldner, N. & col.
2007). Se infiere entonces que un aumento en la tasa de endocitosis de componentes
sefializadores presentes en la membrana plasmatica jugaria también un papel importante
en la formacion de raices laterales dependiente de una via de transduccion de sefial. Esta
propuesta supone un modelo donde la modulacion de la tasa endocitica y la maduracion
endosomal son partes importantes en la via de sefializacion participantes en la formacion
de raices laterales independiente de SCF™™. Es interesante notar que la linea mutante
atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 presenta una densidad radicular comparable al que exhiben las
plantas silvestres tratadas con Sortin2. Las lineas mutantes atdfgl0-1-1 y atdfgl0-2-1
presentan resistencia al efecto de Sortin2 a nivel del trafico endocitico hacia la vacuola,
por lo que es plausible proponer que la linea atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 presentaria ademas
una mayor tasa de endocitosis de forma constitutiva en comparacion a la de las plantas
silvestres y las lineas mutantes simples para explicar la mayor formacién de raices
laterales. Hay que considerar que la alteracion en la N-glicosilacion de proteinas en la
linea atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1 provocaria una disminucion en la abundancia de dolicol.
Esto podria tener un impacto importante en la tasa endocitica si existieran N-
glicoproteinas que fuesen requeridas para el proceso endocitico y/o su regulacién. Un
candidato molecular puede ser el receptor de auxina ABP1 (Auxin-binding protein I)
que presenta dos sitios de N-glicosilacion en su secuencia proteica. Este receptor se
encuentra en dos poblaciones, localizado en el Reticulo endoplasmitico y/o en el
apoplasto al cual llega traficando por la ruta secretoria (Robert, S. & col. 2010). ABP1
se encuentra asociado a la membrana plasmatica regulando positivamente la endocitosis

mediada por clatrina, proceso inhibido al unir auxina (Robert, S. & col. 2010). Como se
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acepta que el plegamiento de proteinas con un mayor nimero de N-glicanos es
dependiente de la correcta N-glicosilacion de proteinas (Helenius, A. & Aebi, M. 2004)
y en comparacion a otras glicoproteinas, ABP1 presenta pocos sitios de N-glicosilacion,
solo dos sitios en comparacion a los 17 sitios que presenta, por ejemplo, el receptor de la
hormona brasinoesteroides BRIl (N-GlycoSite,

www.hiv.lanl. gov/content/sequence/GL.YCOSITE/glycosite. html, Zhang, M. & col.

2004), por lo tanto, ABP1 podria alcanzar su configuracién 6ptima aun careciendo de N-
glicanos. En consecuencia, en las lineas mutantes simples y en especial en la linea
atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1, se podria ver afectada la N-glicosilaciéon de ABP1 sin afectar
su plegamiento. En estas condiciones, un mayor flujo de ABP1 funcional seria secretado
a la membrana plasmatica debido a que los mecanismos de ERQC serian incapaces de
retener a ABP1 en el Reticulo endoplasmatico, lo que induciria una mayor tasa de
endocitosis. Esto explicaria por qué la linea mutante atdfgl0-1-1/atdfgl0-2-1
fenocopiaria los efectos de Sortin2 en Arabidopsis en la formacion de raices laterales.
Complementando a lo discutido anteriormente, el efecto de la deficiencia en la
N-glicosilacion puede ser relacionado directamente también con la hormona citoquinina,
la cual regula negativamente la organogénesis radicular (Werner, T. & col. 2003;
Laplaze, L. & col. 2007; Bielach, A. & col. 2012; Petricka, J. & col. 2012). Los
receptores de esta hormona poseen entre 5 a 8 sitios de N-glicosilacion (N-GlycoSite,

www.hiv.lanl. gov/content/sequence/GLYCOSITE/glycosite html) y se encuentran

localizados tanto en la membrana plasmatica como en el Reticulo endoplasméitico
(Hwang, 1. & col. 2012). Recientemente se ha reportado que el trafico endocitico hacia

la vacuola del facilitador del transporte de auxina PIN1, es mediado por la activacién de
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los receptores de citoquinina, efecto que es independiente de la regulacion
transcripcional que ejerce esta hormona en Arabidopsis (Marhavy, P. & col. 2011). Estas
evidencias sugieren una cercania funcional entre el trafico endocitico y la regulacion de
la N-glicosilacion de proteinas que trafican por el Sistema de endomembranas, procesos
que se verian afectados en las lineas mutantes afdfg!0s.

En resumen, este tfrabajo vincula la N-glicosilacién de proteinas con la
modulacién del trafico endocitico involucrado en el desarrollo de las raices laterales en
Arabidopsis. Segun la bibliografia revisada, no hay referencias hasta este momento que
relacionen ambos procesos celulares ni tampoco su impacto en la formacién de raices

laterales. Por ende, se necesita investigar mas profundamente para comprobar de manera

certera este interesante vinculo.

5.3.- Impacto de la funciéon de AtDFGI0s en la fisiologia de Arabidopsis thaliana.

Se ha reportado que la deficiencia en la N-glicosilacion de proteinas produce
efectos muy severos en los organismos eucariontes. En el caso de humanos, la
deficiencia de dolicol origina sindromes muy graves que causan la muerte a temprana
edad (Kranz, C. & col. 2007, Cantagrel, V. & col. 2010, Cantagrel, V. & Lefebel, D.
2011). A su vez, la inhibicién del proceso mediada por Tunicamicina es letal en todos
los organismos eucariontes estudiados (Pattison, P. & Amtmann, A. 2008). Sin embargo,
se ha reportado que mutaciones que afectan la sintesis del N-glicano en plantas pueden
tanto incidir gravemente en el desarrollo vegetal, como también, no observarse cambios
severos en el organismo (Pattison, P. & Amtmann, A. 2008; Zhang, H. & col. 2008;

Kajiura, H. & col. 2010; Jadid, N. & col. 2011). Las lineas mutantes atdfgl0s, si bien
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presentan una alteracion en la formacion de raices laterales, no presentan otros defectos
apreciables a nivel de desarrollo de 6rganos o crecimiento. De hecho, es sorprendente
que las mutantes ardfgl0s mantengan sus caracteristicas fisiologicas a pesar de tener
afectado un proceso que podria tener un efecto pleiotrépico y severo como se observa al
inhibir con compuestos quimicos la N-glicosilacion de proteinas que incluso puede ser
letal (Jadid, N. & col. 2011). Considerando que en las mutantes atdfg/0s la pérdida de
funcion de los genes es parcial, ademas, el alelo silvestre de AtDFG10-3 se encuentra
inalterado, es posible que el efecto de la pérdida de funcién de los genes AtIDFG10-1'y
AtDFG10-2 en el desarrollo sea solo sobre los procesos biologicos mas sensibles. Un
efecto similar podria suceder si se aplicara bajas dosis de Tunicamicina, lo cual seria util
evaluar.

Por Gltimo, una perspectiva interesante de abordar a futuro es la influencia de la
funcién de los genes AtDFGI0s en la respuesta a estrés ambiental tanto bidtico como
abiodtico. Se ha reportado que la infeccién por patégenos induce un aumento de los
transcritos de genes relacionados en la N-glicosilacién de proteinas y genes participantes
en ERQC, ademés de que la pérdida de funcién en componentes del ERQC presentan
una respuesta a patégenos defectuosa (Wang, D. & col. 2005). A su vez, se ha observado
que el estrés por alta concentracion de sales y por shock térmico modula la activacion de
receptores de proteina malplegada y por ende UPR (Liu, J. & col. 2007; Deng, Y. & col.
2011). Se esperaria que las mutantes en los genes AtDFG10s fueran mas resistentes al
estrés salino en concordancia a lo que se ha reportado en lineas mutantes deficientes en
la N-glicosilacion de proteinas que presentan una respuesta alterada a este tipo de estrés

(Koiwa, H. & col. 2003; Farid, A. & col. 2011).
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6.- CONCLUSIONES

1.- AtDFG10-2 comparte la misma funcién molecular de ScDFG10. Por lo tanto,
es probable que esté involucrado en la biosintesis de dolicol y por ende, poseeria un rol

importante en la N-glicosilacion de proteinas en Arabidopsis thaliana.

2.- La funcién de AtDFG10-1 y AtDFG10-2 es importante para la formacion de

raices laterales en Arabidopsis thaliana.

3.- Los genes AtDFG10-1y AtDFG10-2 son requeridos en la formacion de raices
laterales inducido por Sortin2 en Arabidopsis thaliana, probablemente por la aceleracion

del trafico endocitico.

4.- Las lineas mutantes de los genes AtDFGI10-1 y AtDFGI0-2 son menos
sensibles al efecto del inductor de UPR, Tunicamicina. Esto sugiere un vinculo entre la

funcién de los genes AtDFGI10-1 y AtDFG10-2 y la N-glicosilacion de proteinas en

Arabidopsis thaliana.

5.- Se sugiere fuertemente un vinculo entre la N-glicosilacién de proteinas y la
modulacion del trafico endocitico dependiente de Sortin2 involucrado en el desarrollo de

las raices laterales en Arabidopsis thaliana.
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