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Mariela Huichalaf Carbonell nacié el 21 de septiembre de
1980, crecid en el calor de su hogar en Huape, vy desde
pequefia tuvo un contacto estrecho con la naturaleza,
disfrutando del aire limpio, entre animales de granja y
paisajes surefios. Al terminar sus estudios secundarios en

Chillan, Mariela viaja a Santiago en busca de una carrera que

se ajustara a su amor por las Ciencias Naturales, y es asi como ingresa a Bachillerato y
posteriormente a Ingenieria en Biotecnologia Molecular, donde conoce a sus amigos
que la acompafiaran durante su estadia en Juan Gémez Millas. Su infancia de granjerita
y el gran amor por las plantas la llevo a involucrarse en la biologia vegetal, tema de ésta

tesis y de su trabajo.

Mariela mucha suerte en lo que sigue y esperamos, algin dia, poder ir a visitarte o ser
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Tus amiguis Ferni y Carola
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RESUMEN

En plantas, la pared celular es un compartimiento dindmico con importantes funciones
fisiolégicas. Estd compuesta de polisacaridos, glicoproteinas y compuestos fenolicos.
En el lumen del aparato de Golgi se sintetizan hemicelulosas y pectinas, polisacéridos
no-celuldsicos y se adicionan azucares a las proteinas de secrecién. Ambos procesos son
catalizados por glicosiltransferasas, enzimas que poseen su sitio catalitico en el lumen
del Golgi y que requieren, como sustrato de nucledtidos-azucar sintetizados en la fase
soluble del citoplasma. Por esto es indispensable la entrada de nucledtidos-azucar al
lumen del organelo. Esta importacion es realizada por transportadores de nucleotidos-
azucar (TNAs) especificos en plantas y en otros organismos.

En este Seminario de Titulo se desarrollaron dos herramientas para estudiar GONST4,
un TNA putativo de Arabidopsis thaliana. GONST4 posee caracteristicas moleculares
de TNASs y es ortdlogo a transportadores de GDP-fucosa ya caracterizados. Por lo tanto,
y con estos antecedentes bioinformaticos, creemos que este TNA es el mejor candidato
para transportar GDP-fucosa, un sustrato requerido para la modificacion de
glicoconjugados especificos. Primero, se disefié un vector para sobre-expresar GONST4
de manera transitoria en Nicotiana tabacum y asi determinar la especificidad de sustrato
de este transportador. Ademas, esta misma construccién nos permitira sobre-expresar
GONST4 en forma permanente en Arabidopsis. Segundo, en bases de datos publicas se
identificaron tres lineas de mutantes de gonst4 insercionales e independientes. Las
plantas con mayor y menor expresion de este TNA serviran como herramientas

poderosas para comenzar a dilucidar la funcion in planta de GONST4.



ABSTRACT

In plants, the cell wall is a dynamic compartment that plays important physiological
roles. It 1s composed of polysaccharides, glycoproteins and phenolic compounds. Non-
cellulosic polysaccharides, such as hemicelluloses and pectins are synthesised in the
lumen of the Golgi apparatus and secreted proteins are also glycosylated in this
organelle. Both processes are catalysed by enzymes called glycosyltransferases whose
active sites face the Golgi lumen and which require cytosolically-synthesised
nucleotide-sugars as substrates. For this reason, nucleotide-sugar uptake into the Golgi
lumen is essential. This role is achieved in plants and other organisms by specific
nucleotide-sugar transporters (NSTs).

In this work, two tools for the study of GONST4, a putative NST of Arabidopsis
thaliana were developed. GONST4 possesses the molecular characteristics of an NST
and is an orthologue of well-characterised GDP-fucose transporters. Therefore, based on
bioinformatic analyses, we believe that GONST4 is the most likely candidate for the
transport of GDP-fucose, a substrate required for the modification of specific
glycoconjugates. Firstly, a vector for transiently over-expressing GONST4 in tobacco
was designed in order to determine the substrate specificity of this transporter. The same
construct will also be used to stably over-express GONST4 in Arabidopsis. Secondly,
three independent gonst4 insertion lines were identified in public databases. The plants
with higher and lower expression will be powerful tools for determining the roles of

GONST4 in planta.



INTRODUCCION

PAPEL Y COMPOSICION DE LA PARED CELULAR.

Las celulas vegetales se encuentran rodeadas por una matriz extracelular denominada
pared celular. Esta determinar4 la expansion, forma y crecimiento de la célula vegetal,
gjerciendo una profunda influencia sobre el desarrollo, la morfologia y la rigidez de
todo el organismo. Ademas representa la primera linea de defensa contra la penetracion
de patégenos y de sus vectores (Handford, 2006). La pared celular estd depositada en
una serie de capas, y cada una de éstas esta formada por diversos polisacaridos,
proteinas y compuestos fenolicos. El componente principal son los polisacaridos, y la

sintesis de sus diversas estructuras es altamente compartimentalizada en la célula.

Polisacaridos, componentes mayoritarios en la pared celular.

El polisacérido de mayor abundancia en la pared celular es celulosa, sintetizada sobre la
membrana plasmatica, y exportada directamente hacia ella. Por otra parte se encuentran
los polisacaridos no celuldsicos como pectinas y hemicelulosas. Estos son sintetizados y
glicosilados en el lumen del aparato de Golgi por glicosiltransferasas, para luego ser
exocitados a la membrana plasmatica para la deposicion extracelular.

Las pectinas determinan la porosidad de la pared y sirven como moléculas de
reconocimiento que alertan a las células vegetales sobre la presencia de organismos
simbiontes, patdégenos e insectos (Carpita & McCann, 2000). Dentro de las pectinas
relevantes se encuentra ramnogalacturonano IT (RG II).

Las hemicelulosas son los glicoconjugados de soporte mayoritarios en la pared celular y

son importantes ya que entregan diversidad de formas a las distintas matrices de



polisacaridos (Fry, 2000). En dicotiledéneas la principal hemicelulosa es el xiloglucano
que entrecruza las microfibrillas de celulosa, aunque también existen otras como

manano y glucomanano.

Proteinas estructurales de la pared celular.

Las proteinas estructurales, al igual que todas las proteinas de secrecion son sintetizadas
y glicosiladas en el reticulo endoplasmatico. Luego, el arbol de glicosilaciones sufre
modificaciones especificas en el lumen del aparato de Golgi mediado por
glicosiltransferasas. La glicoproteina madura es transportada en vesiculas a la superficie
celular (Handford y col. 2006).

Cabe destacar que en todos los casos de glicosilacidn, tanto los polisacaridos no
celuldsicos como las proteinas, los sustratos requeridos por las glicosiltransferasas son
azucares activados por un nucleétido — nucledtido-azucar, siendo los principales UDP-

azucares y GDP-azucares.

Arabidopsis thaliana, la planta modelo.

Los procesos de sintesis de los diferentes componentes de la pared celular son
ampliamente estudiados en Arabidopsis, especie con caracteristicas que la han
convertido en planta modelo de estudio. Arabidopsis es la planta con flores que presenta
el genoma mas pequefio que se conoce, éste ha sido secuenciado (Xiaoying y col, 1999;
Mayer y col, 1999) y presenta alrededor de 25.500 genes putativos. Esta planta es
sencilla, pequefia, prolifica, se cultiva facilmente y tiene un tiempo de reproduccion
corto, produciendo semillas bajo condiciones de laboratorio, entre la 8" y 10" semanas

después de sembradas. Ademas es una planta de facil manejo genético, lo que permite la



obtenciéon de mutantes. Al respecto, esfuerzos internacionales pretenden mutagenizar

sistematicamente todos los genes de la planta.

TOPOLOGIA DE LAS REACCIONES DE GLICOSILACION EN EL. APARATO DE GOLGL

El aparato de Golgi es el organelo especializado en la transferencia de azicares a

polisacaridos y glicoproteinas (Fincher y col, 1983).

La adicion de aziicares es catalizada por glicosiltransferasas tipo II.

Las glicosiltransferasas tipo II tienen su sitio catalitico en el lumen del aparato de Golgi,
lugar donde catalizan las reacciones de transferencia de azucares. Como se menciond
anteriormente, el sustrato para las glicosiltransferasas es un azicar activado por un
nucleotido, un nucledtido-azicar (Feingold & Avigad 1980). Todos los GDP-aztcares
(GDP-D-manosa, GDP-L-fucosa, GDP-D-glucosa y GDP-D-galactosa) son sintetizados
fuera del organelo, en la fase soluble del citoplasma, en reacciones bien caracterizadas
(Seifert, 2004). Por lo tanto, se vuelve indispensable la presencia de transportadores de
GDP-azicares en la membrana del aparato de Golgi, que permitan internalizar los
sustratos para las glicosiltransferasas del lumen. La existencia de transportadores de
nucledtidos-azicar (TNAs) ha sido recién descubierta en plantas por lo que hasta la

fecha pocos TNAs han sido estudiados a nivel molecular y funcional.

Transportadores de nucledtidos-aziicar en plantas.
Los TNAs actilan como antiportadores, importando nucledtidos-azucar especificos a la
vez que exportan su correspondiente nucledsido-monofosfato (Figura 1A). Se predice

que las proteinas TNA son altamente hidrofébicas y que presentan entre 300-350



aminodcidos de largo. Algoritmos de determinacién de dominios transmembrana
estiman un numero de 6-10 dominios a-hélice (Baldwin y col, 2001, Norambuena y col,
2002). En plantas, el primer TNA identificado y caracterizado fue GONST1, un
transportador presente en el Golgi capaz de transportar GDP-manosa (Baldwin y col,
2001). GONST1 es miembro de un grupo de proteinas denominadas GONST. Todas las
proteinas GONST poseen la secuencia GX(L/V)NK, un dominio de union al motivo
GDP de un GDP-azucar, altamente conservado en TNAs de GDP-azucares de
Saccharomyces cerevisiae y Leishmania donovam (Hong y col, 2000; Gao y col, 2001).
Ademas, el largo y los perfiles de hidrofobicidad son similares, presentan 10 dominios
trans-membrana putativos y en el carboxilo terminal del primer dominio, expuesto hacia
el lumen del aparato de Golgi, estan los residuos NK conservados de union a

nucleotidos monofosfatos (Handford y col, 2006).

O Aztcar
O

n»Glicosiltransferasa Csl

ﬁ Glicosiltransferasa tipo II

Lumen del
Golgi

Transportador de
nucledtido-azicar

Figura 1: Modelos para la biosintesis de polisacAridos no-celulésicos en el aparato de Golgi vegetal.
A. Se requiere de glicosiltransferasas tipo II, ancladas en la membrana, para la glicosilacion de
polisacaridos no-celuldsicos y glicoproteinas. Estas enzimas requieren la actividad de transportadores
para la importacion de su sustrato, nucledtidos-azacar. B. Sintesis luminal de polisacaridos no-celulésicos
catalizada por glicosiltransferasas tipo celulosa-sintasa (Csl). No se sabe si estas enzimas necesitan de un
nucledtido-aziicar citoplasmatico o luminal.



La identificacion de TNAs localizados en el aparato de Golgi permitira estudiar la
importancia de estas proteinas en la sintesis de glicoconjugados, ademas de entregar un

potencial punto de control a la sintesis de éstos via control del nivel de sustrato.

GONST4, un posible transportador de GDP-fucosa.

Se ha descrito que las plantas requieren de cuatro GDP-azuicares; GDP-manosa, GDP-
glucosa, GDP-galactosa y GDP-fucosa (Feingold & Avigad 1980). GDP-manosa y
GDP-glucosa son requeridas para la sintesis de manano y glucomanano, GDP-galactosa
solo es utilizada en la glicosilaciéon de ramnogalacturonano II (RG II), en tanto que
GDP-fucosa es requerida para la glicosilacion de los polisacaridos RG 11, xiloglucano y
para las cadenas laterales de glicoproteinas N-enlazadas y proteinas arabinogalactanos
O-enlazadas (AGPs).

Proponemos que GONST4 seria un excelente candidato para transportar GDP-fucosa,
utilizada en la glicosilacion de los glicoconjugados recién mencionados. A continuacion
se exponen evidencias que apoyan lo propuesto.

GONST4 es una proteina ampliamente expresada que se localiza en el aparato de Golgi
(Handford y col, 2004) y al igual que todas las proteinas de la familia GONST presenta
un dominio de unién a GDP altamente conservado. Ademés, GONST4 es ortélogo
cercano de los transportadores de GDP-fucosa de L. donovani y de S. cerevisiae (Hong
y col, 2000). Estas evidencias nos muestran la afinidad potencial de GONST4 por GDP-
fucosa. Por otra parte existen antecedentes que nos llevan a pensar que este TNA no
transportaria GDP-manosa ni GDP-glucosa, aunque no se puede descartar que

transporte GDP-galactosa. Handford y col, (2004) demostraron que células de S



cerevisiae con defectos en la manosilacién de quitinasa (vrg4-2) podian revertir su
fenotipo por expresion de GONSTI, lo que no ocurria por la expresion de GONSTA4.
Esto indica que GONST4 no logra mediar de manera eficiente el transporte de GDP-
manosa necesario para rescatar el defecto en la glicosilacidon de quitinasa. Por otro lado,
Liepman et al., (2005) demostraron in vitro, que los polisacaridos manano vy
glucomanano eran sintetizados por enzimas multifuncionales, las glicosiltransferasas
tipo celulosa sintasa (Csl), capaces de captar GDP-manosa y GDP-glucosa desde la fase
soluble del citoplasma, transferirlas al lumen del Golgi y al mismo tiempo catalizar la
reaccién de sintesis de estos polisacaridos (Figura 1B). Estos experimentos demuestran
que una Csl, y no un TNA es responsable de la internalizacion de ambas GDP-aziicares.
Con respeto a GDP-galactosa mutantes de Arabidopsis en GONST1 exhiben un
fenotipo enano con tallos débiles igual al que se presenta en plantas con un RG II sin
residuos de galactosa, tal como el mutante nolac-HI8 de Nicotiana tabacum (tabaco;
Iwai y col.,, 2002). Ya que ain no se ha logrado determinar que las plantas gonst/
mutantes presenten un RG II sin galactosa producto de la falta en el transporte de esta
GDP-aziicar, no se puede descartar el hecho de que GDP-galactosa sea internalizada al
Golgi por GONST4.

Hasta la fecha, no se ha descrito ningin transportador de GDP-fucosa en plantas, y
considerando que este azucar es requerido para la glicosilacién de RG II, xiloglucano,
glicoproteinas N-enlazadas y proteinas AGPs, postulamos que GONST4 seria el mejor

candidato para el transporte de este nucledtido-azticar.



FUCOSILACION DE POLISACARIDOS Y GLICOPROTEINAS.

En Arabidopsis, y en dicotiledoneas en general, el xiloglucano es la hemicelulosa de
soporte mayoritaria, constituyendo el 20% de la pared celular (Zablackis y col, 1995).
Este polisacarido presenta terminales de fucosa adheridos por la a1, 2 fucosiltransferasa,
AtFUTI (Perrin y col, 1999).

El déficit en GDP-manosa-4,6-dehidratasa, primera enzima en la sintesis de GDP-
fucosa a partir de GDP-manosa en la fase soluble del citoplasma, provoca que los
mutantes mur1 presenten un fenotipo enano y tallos débiles. Esta condicion es producto
de la carencia total de fucosa en la pared celular (Reiter y col, 1993; Bonin y col, 1997).
El déficit de este azicar se observa en todos los glicoconjugados fucosilados, lo que
altera a la planta en su totalidad. Este fenotipo puede ser revertido en un medio rico en
fucosa, lo que indica que tanto la entrada del aziicar como la fucosilacion de los
glicoconjugados se encuentra funcionando (Reiter y col, 1993). Por otra parte, el
analisis de plantas transgénicas de Arabidopsis que sobre-expresan esta enzima no
muestra un xiloglucano mas fucosilado, lo cual se debe a una limitacién en la entrega de
GDP-fucosa (Perrin y col, 2003).

RG-II es el otro polisacarido que se encuentra glicosilado con fucosa. Ryden y col.
(2003) indican que esta glicosilaciéon es completamente necesaria para que esta pectina
contribuya a la resistencia y tension de la pared celular. En los mutantes mur1 la fucosa
es reemplazada por galactosa, lo que altera la estructura de RG II al reducir su
estabilidad (O’Neill y col, 2001).

Entre los constituyentes proteicos de la pared celular glicosilados con fucosa, se

encuentran las proteinas AGPs y las glicoproteinas N-enlazadas. Se sabe que las AGPs



estan involucradas en procesos de proliferacién celular, expansién celular,
embriogénesis somatica y muerte celular (Perez-Almeida & Carpita, 2006). El analisis
realizado de las AGPs de raices en los mutantes mur1 indica que la reduccion de fucosa
provoca una disminucion de la elongacion de las células de la raiz en un 50% (van
Hengel & Roberts, 2002). Por otro lado, para el grupo de glicoproteinas N-enlazadas, la
glicosilacién constituye un proceso esencial para su correcto plegamiento y destinacion
(Lerouge y col, 1998).

Por lo tanto, la fucosa es un azicar ampliamente encontrado en cadenas laterales de
varios glicoconjugados sintetizados en el Golgi, tales como xiloglucano, RG II,
glicoproteinas N-enlazadas y AGPs. Ademads, la glicosilacién con este azucar es, en
muchos casos, estructural y funcionalmente necesaria. Como se menciond
anteriormente, GONST4 es un excelente candidato para el transporte de GDP-fucosa, y
ya que no se ha determinado que este nucledtido-azticar sea transportado por este TNA,
es que se necesita de herramientas bioldgicas para determinar su especificad de sustrato
y para dilucidar su papel in vivo mediante la identificacién y creacion de mutantes de
Arabidopsis con niveles de expresion de GONST4 alterados. Ademas, estas
herramientas servirdan para seguir estudiando la funcién de los glicoconjugados en
plantas a través del conocimiento del control de su sintesis, utilizando como modelo de

estudio a Arabidopsis.
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Por lo tanto, se plantearon como objetivos de este Seminario:

OBJETIVOS

1. Construccién de un vector para sobre-expresién de GONST4 en plantas.

2. Identificacién de mutantes putativos de gonst4 de Arabidopsis thaliana.

11



MATERIALES Y METODOS

1. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

El ADNc de GONST! y 4 proviene de los vectores para expresion en S. cerevisiae
pYES-DEST52-GONST1 y pYES-DEST52-GONST4 (Handford y col, 2004). En este
vector, GONSTI y 4 estan acoplados en el extremo 3' al epitopo V5 y a una cola de
polihistidina (6xHis). Para clonar GONST1-V5-His y 4-V5-His en pBI121, un vector
binario apto para su sobre-expresion en plantas, se amplificaron los TNAs acoplados a
los epitopos desde pYES-DEST52 por PCR. Luego de subclonar los fragmentos
obtenidos en pGEM-T Easy (Promega) se insertd, mediante digestion enzimatica y
ligacion GONST1-V5-His y 4-V35-His en pBI121. Estos TNAs clonados en pBI121
estan bajo el control del promotor fuerte y constitutivo 35S del virus del mosaico de la

coliflor.

1.1 Amplificaciéon de GONST1 y 4-V5-His por PCR y su clonacién en pGEM-T.

Para la construccién de los vectores de sobre-expresion de GONST1 y 4 se disefiaron
partidores especificos contra sus ADNcs, estos partidores presentan sitios de restriccion
compatibles con el vector binario pBI121. GONST1 se usd como control positivo. En el
extremo 5° el partidor introduce un sitio de corte para BamHI ¢ incluye el codén ATG
del comienzo de la traduccién. El partidor 3' es el mismo para los dos genes, éste
contiene un sitio de corte para Sacl e hibrida con el extremo 3" de la cola de
polihistidina de cada gen (Tabla I). Cada reaccién de PCR contenia 0,2 mM dNTPs, 3

mM MgCl, 0,5 uM de cada partidor, 1 U Taq ADN polimerasa (Fermentas) con su
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buffer correspondiente y 1 ng de pYES-DEST52-GONSTI o pYES-DEST52-GONST4
en un volumen total de 20 pl. El programa de PCR utilizado se denomina Mike 2 (Tabla
II). Luego de la amplificacion se separaron los productos de la reaccién de PCR por
electroforesis en un gel de agarosa 1% en TAE 1x (Tris-base 40 mM, 4cido acético
glacial 19 mM y EDTA 1 mM pH 8) y luego se purificd el fragmento de interés
(Materiales y Métodos 1.4). Finalmente se ligd a pGEM-T Easy segun instrucciones del

fabricante y se transformo E. coli cepa DHSa segun 2.2.

1.2 Digestion enzimatica.

Las digestiones enzimaticas de pGEM-T-GONST1-V5-His y pGEM-T-GONST4-V5-
His se realizaron, seglin los sitios de corte introducidos en los partidores disefiados, con
BamHI (Fermentas) y Sacl (Biolabs) en una reaccion doble por 60 minutos a 37 °C en

buffer Tango 1x (Fermentas). El producto de la digestion se purificd desde un gel de

agarosa 1% segin 1.4.

1.3 Ligacion.

Las reacciones de ligacién se llevaron a cabo a 16 °C durante toda la noche con T4
ADN ligasa proveniente del sistema de pGEM-T Easy. La proporcion de la
concentracion de (ADN inserto/ADN vector) fue de 3:1 y 30:1 en la clonacién con
pGEM-T Easy y pBI121 respectivamente. La férmula usada para calcular esta relacion
es la siguiente:

ng de vector x kb de inserto x razdn inserto/vector = ng inserto
kb vector

(1 kb para el inserto, 3 kb para el vector pGEMT y 14,8 kb para el vector pBI121)
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1.4 Purificacion por gel de productos de PCR y de digestiones enzimaticas.

Los productos de PCR y de las digestiones enzimaticas se separaron en geles de agarosa
1% en TAE 1x (1.1 y 1.2). Luego de aislar los productos correspondientes del gel
utilizando un bisturi, se purificé el ADN de interés a través del sistema Promega Wizard

segun las instrucciones del fabricante.

Tabla I. Partidores utilizados en este Seminario de Titulo. Partidores para la amplificacién de los
genes GONST1 y 4 clonados en los vectores pYES-DEST52 de expresidn en S. cerevisiae, para su
clonacién en pGEM-T Easy. Ademas se muestran los partidores usados para la comprobacion de la
presencia de las inserciones de ADN-T de las lineas mutantes en GONST4; SALK 094857,
SALK 022606 y SALK 122257,

Partidor Secuencia partidor Descripeion

GONST1 GTAAGGATCCATGAAATTGTACGAACAC | Junto a His 3" amplifica el ADNc

5" BamH1 completo de GONST1. Sitio BamHI
subrayado

GONST4 GTAAGGATCCATGTCGTCCTCTCGATTC | Junto a His 3" amplifica el ADNc

5" BamHI completo de GONST4. Sitio BamHI
subrayado

His 3° GGCAGAGCTCAGCGGGTTTAAACTCA Amplifica desde la cola myc-His. Sitio

Sacl subrayado.

LB GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT Hibrida con la region 3" del ADN-T.
Amplifican las zonas entre el borde
izquierdo de la insercidn y el extremo
3'de GONST4.

3 ATGGATATGAGGATAATGTGA Hibrida con la region 3° del ADN
genomico de GONST4 en Arabidopsis,
incluyendo el codon de termino de
traduccion del ADN.

GAPA-F GGTAGGATCGGGAGGAAC Hibrida con una region 3" interna del
ADN de la gliceraldehido 3-fosfato
dehidrogenasa.

GAPA-R CTGGTGCCAAGAAGGTTATC Hibrida con una region 5° interna del
ADN genomico de la gliceraldehido 3-
fosfato dehidrogenasa
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2. TRABAJO CON BACTERIAS.

2.1 Preparacion de células competentes de Escherichia coli.

Se llevaron células de E. coli (cepa DH5a) a un estado de competencia para una
transformacion del tipo golpe térmico. El preinoculo bacteriano se crecié a 37 °C en
medio Luria-Bertani (LB; cloruro de sodio 1%, triptona 1% y de extracto de levadura
0,5%) con agitacién hasta alcanzar una densidad dptica de 0.3-0.4 a 600 nm, luego se
sedimentaron las células a 1000 x g por 10 minutos a 4 °C y se resuspendieron en TSS
1x (polietilenglicol 10%, DMSO 5%, MgCl; 1%, medio LB 84%) usando 1/10 del
volumen inicial. Finalmente las células se congelaron rapidamente en N; liquido y se

almacenaron a -80 °C.

2.2 Transformacion de E. coli por golpe térmico.

A 200 pl de las células competentes (descongeladas en hielo) se les agregdé 100 ng de
plasmido, se dejaron en hielo 15 minutos, luego se incubaron a 42 °C por 1 minuto y se
devolvieron a hielo por 2 minutos. A éstas se les adiciond 1 ml de medio LB liquido
estéril precalentado y se incubaron 60 minutos con agitaciéon a 37 °C. Finalmente, las
células fueron sembradas en placas LB (cloruro de sodio 1%, tristona 1%, de extracto de
levadura 0,5% y agar 1,5%) con el respectivo antibiético; 100 pg/ml de ampicilina para
las células transformadas con los vectores pYES-DEST52 o pGEM-T Easy y 50 pg/ml
de kanamicina (kan) para las células transformadas con pBI121. Todo el procedimiento
se realizo bajo condiciones de esterilidad.

La identificacién de las colonias positivas se realizé por PCR (programa Mike 2; Tabla

II) utilizando los partidores 5’ BamHI especificos para cada ADNc de los genes GONST
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junto al partidor 3'His comin con las condiciones descritas en 1.1. Se pincharon las

colonias que crecieron en el medio selectivo y se usaron como templados.

2.3 Purificacion del ADN plasmidial.

Las colonias de E. coli transformadas con los TNAs clonados en pGEM-T Easy y
pBI121 que resultaron positivas por PCR, se crecieron durante toda la noche en medio
LB liquido con el respectivo antibidtico. Se guardé una alicuota de cada uno de estos
clones a -80 °C en glicerol al 60%. Al resto del cultivo se le extrajo el ADN plasmidial a
través de purificaciéon por sistemas comerciales segun instrucciones del fabricante
(Promega), y se almacend a -20 °C. El ADN elegido para continuar con la clonacién fue
verificado por una doble digestion enzimatica con BamHI y Sacl, y ademéas por PCR

con las mismas condiciones y partidores ya sefialados (1.1 y 1.2).

3. TRABAJO CON Arabidopsis thaliana.

3.1 Busqueda de mutantes de gonst4 en Arabidopsis.

La identificacion de mutantes putativas de gonst4 de Arabidopsis se realizé a través de
la busqueda en el dominio publico “Arabidopsis thaliana insertion database”
(www.atidb.org). Usando el numero de Acceso de GONST4 (At5gl9980) se
identificaron tres lineas de mutantes insercionales putativas independientes provenientes
de la coleccion SALK (signal.salk.edu; Alonso y col, 2003). Desde la base de datos, se
solicitaron las semillas de las tres lineas que corresponden a la tercera generacién (T3).
Todas las lineas SALK poseen un ADN-T de un tamafio de 4,5 kb, en el que se

encuentra el gen NPTII que otorga resistencia al antibiético kanamicina. Esta descrito
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que este ADN-T, por su gran tamafio deberia impedir la expresién de cualquier gen que

interrumpa (Alonso y col, 2003).

3.2 Cultivo de Arabidopsis.

Las semillas de Arabidopsis silvestres y de mutantes putativas de gonst4, ambas ecotipo
Columbia fueron crecidas en placas de MS (mezcla de sales basicas Murashige &
Skoog 0,44%, mioinositol 100 ppm, fitoagar 0,7% y sacarosa 30% llevado a pH 5,8 con
KOH) suplementado con kanamicina (50 pg/ml) o en una mezcla de tierra de hoja y
vermiculita (2:1) estéril. Se sembraron 8-10 semillas de cada linea mutante de T3 y 8-10

semillas silvestres las cuales fueron propagadas a 23 °C con 16 hr luz/8 hr oscuridad.

3.3 Extraccion de ADN gendémico.

Para verificar la presencia y la ubicacién del inserto de ADN-T en el genoma de
Arabidopsis se extrajo ADN segun el procedimiento descrito por Murray & Thompson
(1980). Se tomd una hojé de cada una de las 10 plantas de 5 semanas de edad, estas se
juntaron y congelaron en N; liquido. Luego se maceraron en 0,6 ml de buffer de
extraccion CTAB (cetil trimetil amonio bromuro 2%, NaCl 5 M, EDTA 0,5 M y Tris
HC1 1 M pH 8) y se incubaron a 70 °C por 30 minutos. Se agregé 0,4 ml mas de buffer
y se volvid a incubar a 70 °C por 15 minutos. Para separar las proteinas y el exceso de
polisacaridos, se adicion6é % volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) se
mvirti6 repetidamente y se centrifugd a 16.100 x g por 10 minutos. Se rescatd el
sobrenadante, se dejé precipitar el ADN con 1 volumen de isopropanol a -20 °C por 30
minutos, se centrifugd a 16.100 x g por 10 minutos y se lavé el sedimento con etanol al

70% centrifugando por 5 minutos a 16.100 x g. Finalmente se retird el etanol, se dejo
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secar el sedimento a temperatura ambiente y se resuspendio en 30 ul de buffer Tris HCI
10 mM pH 8 con 1 pg de RNAasa A (Fermentas). Para cada reaccion de PCR se usaron
0,5 ul del ADN extraido y la misma mezcla de reaccion ya sefialada (1.1). Se verifico la
presencia de ADN-T a través de la amplificacion con partidores disefiados contra el
extremo 3° o borde izquierdo de la insercion (partidor LB) junto con el extremo 3" de la
secuencia gendmica de GONST4 (Tabla I) usando el programa PCR355 (Tabla II). Se
verifico la calidad del ADN por PCR con partidores para el gen esencial de la subunidad
A de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPA, Numero de Acceso

At3g26650; Tabla I) usando el programa Mike 1] (Tabla II).

Tabla I1. Programas de PCR utilizados en este Seminario de Titulo. A. Programa de PCR usado para
amplificar GONST1-V5-His y GONST4-V5-His a partir de los vectores pYES-DEST52-GONSTI ¥y
pYES-DEST52-GONST4. B. Programa usado para la verificacion de las inserciones de ADN-T de las
lineas de mutantes de gonst4 de Arabidopsis A, B y C. C. Programa usado para la verificacion de la
calidad del ADN extraido desde Arabidopsis.

A, Mike 2
Estado Paso Temperatura Tiempo N de ciclos
1 il 94 °C 5 min 1
1 94 °C 30 seg
2 2 50 °C 1 min 30
3 72.9€ 1 min 30 seg
3 1 72°6 10 min 1
4°C ®
B. PCR55
Estado Paso Temperatura Tiempo N’ de ciclos
1 1 94 °C 2 min 1
1 94 °C 15 seg
2 2 55 5¢ 30 seg 10
3 72°C 2 min
3 1 94 °C 15 seg
2 55°C 30 seg 30
3 200 2 min + 5 seg/ciclo
4 1 72 °C 10 min 1
4°C o0
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C. Mike 11

Estado Paso Temperatura Tiempo N” de ciclos

1 1 94 °C 5 min 1

1 04 °C 30 seg
2 2 58 °C 30 seg 30

3 72:9C 1 min
4 1 72°C 10 min 1

4°C o0
RESULTADOS

1. CONSTRUCCION DE UN_VECTOR PARA SOBRE-EXPRESION DE GONST4 EN

PLANTAS.
El proposito de disefiar un vector de expresion de GONST4 en plantas es, primero
determinar la especificidad de sustrato de este TNA a través de ensayos de transporte
con vesiculas de Golgi aisladas desde tejido que sobre-exprese GONST4. La extraccion
de un volumen de Golgi suficiente para realizar estos ensayos requiere de grandes
cantidades de tejido por lo que el sistema elegido para determinar la especificidad de
sustrato de este TNA es N. tabacum (tabaco), el cual ha sido utilizado anteriormente
para el analisis de la especificidad de sustratos de otros TNAs de plantas (Norambuena
y col, 2005). Las hojas de tabaco podran ser transformadas de forma transitoria
logrando obtener vesiculas de Golgi que sobre-expresen GONST4 en cantidades
suficientes (100 g) y en pocos dias (4-7). La transformacion de estas hojas se realizara
por infiltracién mediada por jeringa de una suspensiéon que contenga a la bacteria
Agrobacterium tumefaciens portadora del vector binario que, a su vez porta el gen de

interés. En segundo lugar, se utilizara este mismo vector para transformar de manera
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permanente Arabidopsis y generar lineas con mayor expresion del TNA. La
transformacién permanente se realiza sumergiendo las inflorescencias de plantas de
Arabidopsis con la misma suspension de Agrobacteria portadora del vector de interés.
De esta manera y debido a la naturaleza del promotor que se encuentra dirigiendo la
expresion de GONST4 (promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor)
se lograra tener lineas de plantas que sobre-expresen GONST4 en todas las etapas de su
desarrollo y en todos sus 6rganos.

En forma paralela se trabajo con GONSTI1, un TNA de Arabidopsis que al expresarse
en S. cerevisiae, un sistema heterélogo de expresion, es capaz de transportar GDP-
manosa (Baldwin y col 2001). Debido a que se conoce que GONST1 transporta GDP-
manosa, este TNA servira como control en los ensayos de determinacién de la
especificidad de sustratos de GONST4.

Para lograr la construccién del vector de expresion de GONST1 y 4 en plantas, se
clonaron estos TNAs acoplados a un doble epitopo (V5-His) en un vector binario
adecuado para la expresion tanto transitoria como permanente en plantas. El vector
elegido fue pBI121 (Chen y col, 2003), con resistencia a kanamicina y que, como se
planted, deja a estos TNAs bajo el control del promotor constitutivo 35S del virus del
mosaico de la coliflor.

Como fuente de GONSTI1 y 4, se tienen ambos TNAs clonados en el vector para
expresién en S. cerevisiae pYES-DEST52 (Handford y col, 2004). El extremo 3' del
ADNCc de este vector se encuentra acoplado al epitopo V5 y a una cola de polihistidina

(6xHis). Se usardn estos epitopos para detectar la expresién de los TNAs mediante
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inmunodeteccion con extractos proteicos de las plantas transformadas en forma
transitoria o permanente.

Para completar la clonacion desde pYES-DESTS2 GONST! o 4 hasta el vector binario
pBI121 se disefiaron partidores especificos contra el extremo S” de cada gen GONST y
un partidor comun contra el extremo 3" de la cola de polihistidina presente en ambos
vectores (Materiales y Métodos 1.1). Los productos de la amplificacién correspondieron
a fragmentos de 1099 pb para GONST1 y de 1123 pb para GONST4 consistente con el
tamafno del ADNc de cada gen GONST fusionado a la cola V5-His agregada (100 pb;
datos no mostrados). Los productos de PCR fueron purificados y finalmente ligados en
pGEM-T Easy (ver Materiales y Métodos 1.3 y 1.4)

Una vez finalizada la reaccion de ligacion de GONST!1 o 4 en pGEM-T Easy se
procedié a transformar células de E. coli DHS5o competentes por golpe térmico
(Materiales y Métodos 2.1 y 2.2). Las colonias en las placas selectivas (ampicilina)
fueron verificadas por PCR de colonias con partidores 5'Bam HI y 3 'His Sacl (datos no
mostrados). Las colonias que resultaron positivas a la amplificacion, se crecieron en
medio LB liquido selectivo y se les extrajo el ADN plasmidial segiin los procedimientos
descritos en Materiales y Métodos seccidén 2.3. Se volvid a verificar la presencia de
GONST1-V5-His o 4-V5-His en pGEM-T Easy por PCR (ahora con ADN plasmidial
puro como templado; Figura 2) y digestion enzimatica doble con BamHI y Sacl (Figura
3). Ademas, para verificar la fidelidad de las secuencias nucleotidicas, los clones
positivos fueron secuenciados utilizando partidores que hibridizan con las zonas del
vector que flanquean los TNAs. Las colonias elegidas no presentaron mutaciones en los

TNA o en los epitopos (datos no mostrados).
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pGEMT-

GONST-
M 1 4

Figura 2: Amplificacion de GONST1-V5-His y 4-V5-His clonados en
pGEM-T Easy. Gel de agarosa con bromuro de etidio en que se
ﬁ!? muestran los productos del PCR con la confirmacion de la presencia de
1kb=> b GONST1-V5-His y 4-V5-His en pGEM-T Easy (clonado segin

) Materiales y Métodos seccion 1). Se utilizé partidores 5'BamHI
especificos para GONSTI y 4 y 3'His Sacl para ambas reacciones. M,
marcadores de peso molecular.

1.5kb=>

0.5 kh=>

La Figura 2 nos muestra los productos de la amplificacion de GONSTI y 4 con los
partidores 5" BamHI especificos de cada ADNc y el partidor 3 'His Sacl comun (Tabla
1). La migracién de cada producto de PCR obtenido concuerda con lo esperado,
mostrando una migracion levemente menor para GONST4-V5-His (el producto de
amplificacion esperado para GONST1-V5-His y GONST4-V5-His es 1099 pb y 1123
pb, respectivamente). Este resultado, sumado a la digestién enzimatica del vector
pGEM-T-GONST]1 y 4 que se muestra en la Figura 3, nos confirma la presencia de

estos TNAs en el vector de clonamiento pGEM-T Easy.

3 kb =>

1 kb =%

1 kb= |

GONST4

Figura 3: Analisis de restriccion de GONST1-V5-His y 4-V5-His clonados en pGEM-T Easy. Gel de
agarosa con bromuro de etidio en que se muestra la digestion total de pGEM-T GONST1-V5-His y la
digestion parcial de pGEM-T GONST4-V5-His con las enzimas BamHI y Sacl (ver Materiales y Métodos
1.2).M, marcadores de peso molecular. V, pGEM-T-GONST1-V5-His sin cortar. B/S, digestién
BamHl/Sacl. La banda superior en el carril B/S de GONST4 corresponde al vector pGEM-T GONST4-
V5-His no cortado.

At i
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pro35S GONSTx-V5-His

Figura 4: Esquema del desarrollo de la clonacion en pBI121. GONST1 y 4 fueron amplificados desde
pGEMT con partidores que incluyen los sitios de restriccion para las enzimas BamHI en el extremo 5 y
Sacl en el extremo 3. La liberacion de GUS (B-glucuronidasa) desde pBI121 y la de los genes GONST1
0 4 de pGEMT se realizé a través de la digestion con estas enzimas (ver Materiales y Métodos 1.2). La
ligacion de pBI121 lineal con GONSTx se realizo segin Materiales y Métodos 1.3.

Luego de clonar GONST1-V5-His y 4-V5-His en pGEM-T Easy los vectores fueron
digeridos con BamHl/Sacl y el fragmento correspondiente a GONSTI1-V5-His o
GONST4-V5-His fue purificado y ligado en el vector binario pBI121, previamente
linearizado con las mismas enzimas (Figura 4). Luego de ligar se transformo £. coli
cepa DH5a por golpe térmico. Al igual que la clonacion en pGEM-T Easy, la presencia
de GONST1 o 4 en las colonias resultantes fue verificada por PCR con los partidores
disefiados para estas clonaciones. El ADN plasmidial de las colonias positivas al PCR
fue purificado (Materiales y Métodos 1.2, 1.3, 2.).

Para verificar la presencia de GONST1-V5-His y 4-V5-His en el vector binario pBI121
se sometio el ADN plasmidial a PCR con partidores 5'Bam HI y 3'His Sacl y a una

digestion enzimatica doble con BamHI y Sacl (Figura 5).
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pBI121-

GONST1 GONST4
M PCR B/S M PCR BIS

Figura 5: Verificacién de la clonacién de GONST1-V5-His y 4-V5-His en el vector binario pBI121.
El gel de agarosa con bromuro de etidio confirma la presencia de los genes GONST1-V5-His y 4-V5-His
en pBI121 a través de PCR y una digestion con BamHI/Sacl (B/S) de los plasmidos provenientes de las
colonias positivas. M, marcadores de peso molecular.

En la Figura 5 se puede ver, por PCR y digestion enzimatica de los vectores pBI121-
GONSTI1-V5-His y GONST4-V5-His construidos, que la clonacién de estos TNAs en
el vector binario pBI121 de expresion en plantas resultd exitosa, por lo cual el objetivo

1 de este Seminario de Titulo se ha cumplido.

2. IDENTIFICACION DE MUTANTES PUTATIVOS DE GONST4 DE Arabidopsis thaliana.

El andlisis fenotipico de lineas con una baja expresion de GONST4 nos servira para
identificar el papel de este TNA in vivo.

La base de datos del dominio publico “Arabidopsis thaliana insertion database”
(www.atibd.org) es un repositorio en donde se pueden buscar todas las lineas mutantes
putativas creadas por inserciones de transposones 0 ADN-T al azar en el genoma de esta
especie. El ADN-T es incorporado a plantas de Arabidopsis a través de la
transformacion mediada por Agrobacteria. E1 ADN-T incluye el gen de resistencia a
kanamicina (NPTII). Debido a que el ADN-T posee un tamafio de 4,5 kb, ocasiona una
interrumpceién que impide la expresion génica de la zona afectada. Utilizando la

secuencia nucleotidica de GONST4 se buscaron lineas mutantes putativas con una
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insercion en este TNA. Se encontraron 3 lineas de mutantes insercionales para GONST4
en Arabidopsis ecotipo Columbia, ellas fueron; SALK 094857, SALK 022606 y
SALK 122257, las que denominamos A, B y C, respectivamente. Tal como se muestra
en la Figura 6 las lineas A, B y C presentan una insercion putativa de ADN-T en la zona
codificante, el extremo 5" de la region no-traducida (UTR) y en la region promotora de
GONSTH4, respectivamente. Sin embargo, segun la base de datos, el lugar de insercién
puede tener un error de alrededor de 300 pb rio arriba o abajo del supuesto lugar de

insercion (www.atibd.org).

-1090 -138 +1 +1026 +1228

Promotor

e
-320 LB

Figura 6: Esquema de las tres mutantes insercionales putativas de ADN-T de GONST4
identificadas en Arabidopsis. A través del dominio publico “Arabidopsis thaliana insertion database” se
identificaron las lineas A, SALK 094857, B, SALK 022606; C, SALK 122257 mutantes en gonst4. +1
indica la primera base nucleotidica traducida de GONST4. El resto de los nimeros + y — muestran la
posicién de lo que indican con respecto al ATG del comienzo de la traduccion. Se demarcan con
triangulos la posicion teodrica de la insercion de 4,5 kb del ADN-T en las tres lineas. Los partidores
utilizados en la verificacion de la insercidon se muestran como LB y 3”.

Las plantas mutantes provenientes de la coleccion SALK deberian mostrar resistencia a

kanamicina debido a la presencia del gen NP7/ en el ADN-T. Por lo tanto, para
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eliminar la posibilidad que las lineas mutantes fuesen falsos positivos en la base de
datos, se verifico la presencia del ADN-T en el genoma sembrando 8 semillas en placas
MS suplementado con el antibidtico (50 pg/ml). Como se muestra en la Figura 7, al
igual que plantas silvestres del mismo ecotipo (Columbia), las 3 lineas de semillas de
mutantes en gonst4 putativas adquiridas muestran un fenotipo sensible a este
antibidtico. Se repitié el mismo experimento con menores concentraciones de

kanamicina (25, 15, 10 pg/ml) con resultados similares (datos no mostrados).

Figura 7: Las semillas adquiridas provenientes de las lineas SALK mutantes en gonst4 muestran un
fenotipo sensible a kanamicina. A. Semillas provenientes de las lineas SALK y semillas silvestres en
placas con medio MS sin antibiotico. B. Semillas provenientes de las lineas SALK y semillas silvestres en
placas con medio MS suplementado con kanamicina (50 pg/ml). En cada placa se sembraron 8 semillas
de cada linea y 8 semillas silvestres. Linea A, SALK_094857; B, SALK 022606; C, SALK 122257; S,
Silvestre.Las letras A, B, C y S indican el cuadrante en donde se sembraron las semillas de las respectivas
lineas.

La sensibilidad de las lineas putativas a kanamicina podria deberse a que todas son
falsos positivos en la base de datos de www.atidb.org, o podria ser producto del
silenciamiento génico del gen NPTII. Para distinguir entre las dos alternativas, se
decidio analizar las lineas por PCR para intentar detectar la presencia, y la ubicacion del

ADN-T en el genoma de las tres lineas provenientes de SALK.
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Se crecieron, en tierra, 10 semillas de cada linca A, B y C ademéas de 10 semillas
silvestres. Se cosechd una hoja de cada una de las 10 plantas de cada linea y se junto el
tejido para macerar. Se extrajo el ADN genomico total siguiendo la metodologia
expuesta en Materiales y Métodos 3.3. Una vez verificado el buen estado del ADN por
PCR con partidores para GAPA; (datos no mostrados; Tablas I y II) se procedi¢ a
amplificar con partidores disefiados contra el borde izquierdo o 3" de la insercién de
ADN-T (partidor LB) y contra el extremo 3" del ADNc de GONST4 (partidor 3", Tabla
[; Materiales y Métodos 1.1, Figura 6), utilizando el programa PCR55 (Tabla II). De la
mezcla del ADN de las 10 plantas de cada linea A, B 6 C se amplificé un producto de
PCR, cuyo tamafio es consistente con la ubicacién tedrica del inserto en GONST4

(Figura 8).

PCRLB-3'

M A B C S

2 kb

1 kb

Figura 8: Las lineas SALK A, B y C presentan una insercién de ADN-T en el lugar predicho de
GONST4. ADN de las lineas mutantes putativas de GONST4 A, B y C y de plantas silvestres (S) fue
sometido a PCR utilizando partidores especificos contra el borde izquierdo del inserto de ADN-T (LB) y
contra GONST4 (3°). Los productos de las reacciones de PCR fueron separados por electroforesis en un
gel de agarosa con bromuro de etidio. M, marcadores de peso molecular.

La Figura 8 muestra que el segundo objetivo de este Seminario de Titulo se ha
cumplido. Las 3 lineas de mutantes adquiridas en GONST4 mostraron las inserciones

del ADN-T en el lugar esperado; la linea A presentd interrumpida la zona codificante de

27



(GONSTH4, la linea B presentd interrumpido el extremo 5"UTR y la linea C presentd una
interrupcion en la regidn promotora de GONST4. El tamafio de cada amplificado
obtenido fue muy cercano al esperado. Segun la base de datos www.atidb.org, la
combinacion de partidores empleados (LB y 3' especifico de GONST4) debia amplificar
fragmentos de 840 pb, 1420 pb y 1640 pb a partir del ADN obtenido de las lineas A, B
y C, respectivamente. El tamafio preciso de los productos de PCR de cada una de las
tres lineas gomst4 mutantes, mostrados en la Figura 8, se calcularon utilizando el
software GenTools. Este programa determind que el tamafio del producto de PCR
amplificado desde el ADN extraido de las lineas A, By C es de 944 pb, 1462 pb y 1544

pb, respectivamente.

DISCUSION Y PROYECCIONES

En la ultima década, se ha avanzado significativamente en entender los mecanismos v
las enzimas utilizadas en los procesos de sintesis de las cadenas principales de los
polisacaridos no-celulésicos en el lumen del aparato de Golgi y de la sintesis de las
diferentes glicoproteinas en el reticulo endoplasmatico (Carpita & McCann, 2000). Sin
embargo, actualmente existen vacios en el conocimiento de los distintos mecanismos
involucrados en la sintesis de las cadenas laterales de estos glicoconjugados en el
aparato de Golgi vegetal. Las herramientas bioldgicas desarrolladas en este Seminario
de Titulo ayudarin a entender parte de este proceso de glicosilacién tanto a nivel

bioquimico como fisiolégico.
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La adicién de azucares o glicosilacion de los distintos glicoconjugados ocurre
mayoritariamente en el lumen del aparato de Golgi en reacciones catalizadas por
glicosiltransferasas, enzimas que requieren de un azicar activado por un nucleétido, un
nucledtido-azicar (UDP o GDP-azucares; Feingold & Avigad 1980) como sustrato. En
el caso de los GDP-azucares, las reacciones de sintesis de estos nucledtidos-azticar han
sido caracterizadas y se sabe que tienen lugar exclusivamente en la fase soluble del
citoplasma (Seifert, 2004). Las glicosiltransferasas tipo II, a diferencia de las
glicosiltransferasas tipo Csl, no presentan un dominio que les permita captar los
nucledtidos-azicar citoplasmaticos (Figura 1A y B) por lo que se vuelve indispensable
la presencia de proteinas que internalicen el sustrato para estas glicosiltransferasas.
Estas proteinas son denominadas transportadores de nucleotidos-aziicar (TNAs).

Al identificar y dilucidar los mecanismos de accion de estos TNAs se logrard
comprender mejor el proceso en el cual se desarrolla la sintesis de glicoconjugados,
componentes fundamentales de la pared celular. Lograr caracterizar las diferentes
enzimas involucradas en la sintesis de estos glicoconjugados servirian, no sélo para
entender la mecdnica de este proceso, sino también para desarrollar técnicas que nos
permitan influir o directamente alterar la composicién de la pared celular. Manejos de
éste tipo tendrian innumerables aplicaciones biotecnoldgicas.

En Arabidopsis, GONST4, al igual que todas las proteinas de la familia GONST
presenta un dominio de unién a GDP altamente conservado (Handford y col, 2004). Por
otra parte, las plantas requieren de solo 4 GDP-azucares; GDP-fucosa, -manosa, -
glucosa y -galactosa (Feingold & Avigad 1980). De éstos se postula que GDP-fucosa es

el sustrato que GONST4 internaliza al lumen del Golgi, aunque no se puede descartar el

29



transporte de GDP-galactosa. Andlisis bioinformaticos muestran que GONST4 es
similar a TNAs capaces de transportar GDP-fucosa por ejemplo los TNAs LPG2 de L.
donovani y SCVRG4 de §. cerevisiae (Hong y col, 2000; Gao y col, 2001). Por otro lado
Handford y col (2004) demostraron que GONST4 no logra mediar el transporte de
GDP-manosa. Ademas, al parecer la internalizacién de GDP-manosa y GDP-glucosa
por esta via no son necesarios ya que estos nucledtidos-azucar serian sustratos para
glicosiltransferasas tipo Csl (Liepman y col, 2005). A la fecha ningin transportador de
GDP-fucosa ha sido descubierto en plantas y considerando que existe una alta demanda
por este azucar para la glicosilacién de RG 11, xiloglucano, glicoproteinas N-enlazadas y
AGPs, se cree que GONST4 es el mejor candidato para el transporte de GDP-fucosa al
lumen del Golgi.

El primer paso en la caracterizacién funcional de un TNA es la clonacion de éste vy, tal
como se muestra en la Figura 5, la construccion del vector para sobre-expresion de
GONST4 en plantas ha resultado exitosa. El constructo disefiado, pBI121-GONST4-
V5-His, un sistema binario de clonacion es una excelente herramienta que permite la
expresion transitoria y permanente de GONST4 in planta. Se utilizara este constructo en
dos proyecciones; a nivel bioquimico se determinara la especificidad de sustrato de
GONST4 y a nivel fisiologico se identificaran los papeles in vivo que presenta este
TNA. Para la primera proyeccion, se sobre-expresard GONST4 en forma transitoria en
un sistema que permita la obtencidén de una cantidad de material suficiente para realizar
los ensayos de transporte con nucledtidos-azucar marcados radiactivamente. El sistema

adecuado que cumple con estos requisitos es la infiltracion de hojas de tabaco con

Agrobacterium (Norambuena y col, 2005) portando el vector pBI121-GONST4-V5-His.
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La sobre-expresion del TNA se determinard mediante inmunodeteccién utilizando
anticuerpos especificos contra los epitopos V5 y/o His acoplados a la proteina. Luego,
se realizaran ensayos de transporte con GDP[BH]—fucosa (entre otros) utilizando
fracciones subcelulares enriquecidas en aparato de Golgi para determinar la
especificidad de sustratos de GONST4. La misma construccién obtenida servira para
lograr la segunda proyeccién, la generacién de plantas de Arabidopsis con sobre-
expresion permanente de este TNA. La decisién de generar una linea con sobre-
expresion permanente en Arabidopsis y no en tabaco radica principalmente en que la
sintesis de glicoconjugados en plantas silvestres de Arabidopsis (a diferencia de tabaco)
ha sido bien estudiada, y se encuentran protocolos disponibles para la caracterizacién de
las distintas macromoléculas glicosiladas. Esto facilitard la interpretacién de los
resultados obtenidos con las plantas que sobre-expresen GONST4 en esta especie. Por
otra parte, Arabidopsis posee un ciclo de vida bastante mas corto que tabaco por lo que
se pueden tener varias generaciones de plantas transgénicas rapidamente. El anélisis de
este fenotipo, en conjunto con el anélisis de las lineas de mutantes insercionales SALK
obtenidas permitirdn determinar el o los papeles de este TNA in planta.

La identificacion y adquisicién de las 3 lineas de mutantes insercionales para GONST4
en Arabidopsis; SALK_094857, SALK_022606 y SALK 122257, denominadas A, B y
C, desde el dominio piblico “Arabidopsis thaliana insertion database” (www.atidb.org)
permitira analizar los defectos morfolégicos de las plantas mutantes en gonst4 crecidas.
Estas plantas deberian exhibir niveles reducidos de expresion de GONST4 in vivo
debido a la interrupcién de este gen por 4,5 kb de ADN-T. Recordemos que las lineas

A, B y C presentan la secuencia de GONST4 interrumpida en la zona codificante,
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5"UTR y en el promotor de este TNA respectivamente. La Figura 8 muestra tamafios de
productos de reacciones de PCR confirmatorios aproximados de 944 pb para la linea A,
1462 pb para la linea B y 1544 pb para C, cifras que son cercanas a lo teéricamente
esperado (A, 840 pb; B, 1420 pb; C, 1640 pb). Las leves diferencias entre los tamafios
observados y los esperados estan todas dentro del error reconocido (300 pb) por los
gestores de la base de datos www.atidb.org.

Las plantas mutantes provenientes de la coleccion SALK deberian mostrar resistencia a
kanamicina debido a la presencia del gen NPT/ en el ADN-T. Se encontré que las 3
lineas de semillas adquiridas mostraron un fenotipo sensible a distintas concentraciones
de este antibidtico (Figura 7). A través de la amplificacidén con partidores disefiados
contra el extremo 3" de la insercién y contra el extremo 3” de GONST4 se logrd ratificar
la presencia del ADN-T en las tres lineas (Figura 8), es decir que efectivamente la
secuencia génica de GONST4 se encuentra interrumpida en los sitios ya mencionados.
La sensibilidad de las mutantes al antibiético kanamicina es entonces producto del
silenciamiento génico del gen NPTII. El silenciamiento génico post-transcripcional
estaria ocurriendo por la degradacién del ARN de NPT/ La reduccién de la
acumulacion del ARNm del transgen en el citoplasma no afecta la tasa de transcripcion
(Vaucheret y col, 2001). Este fenémeno se presenta en algunas de las plantas
provenientes de la linea SALK (signal.salk.edu/tdna FAQs, Chen y col, 2006) y es
irreversible Este mecanismo endégeno es muy comun en plantas y se presenta,
justamente como una medida de resistencia ante ARNs exdgenos codificados por virus

y otros transgenes.
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Las mutantes con mayores y menores niveles de expresion de GONST4 seran
analizados tanto a niveles macroscopicos como microscopicos. Los primeros anélisis se
realizaran observando el crecimiento de plantas crecidas en placas MS. La transparencia
de este medio permite mirar a la planta en su totalidad y observar, por ejemplo las
raices. Microscopicamente se podran hacer cortes de los distintos organos de la planta y
observar la estructura de la pared celular por microscopia éptica a través de tincidon
contra celulosa. Algunos de los glicoconjugados fucosilados tales como xiloglucano y
proteinas N-enlazadas se pueden analizar por microscopia de inmunofluorescencia
utilizando anticuerpos especificos contra los residuos de fucosa (Faye y col, 1993;
Puhlmann y col, 1994). Ademas se podra determinar la capacidad que presenten estas
lineas para transportar GDP-fucosa.

El desarrollo de herramientas que conduzcan a caracterizar algunos TNAs es el primer
paso que permita estudiar la importancia de estas proteinas en la sintesis de
glicoconjugados sintetizados en el aparato de Golgi. Por lo tanto, la caracterizacion de
GONST4, un putativo transportador de GDP-fucosa para la decoracién de los
glicoconjugados xiloglucano, RG II, glicoproteinas N-enlazadas y AGPs, y la obtencién
de plantas con niveles de expresién de este TNA alteradas serviran como excelentes

herramientas para dilucidar la funcién de estas macromoléculas en plantas.
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