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Naci en la comuna de Rengo un 7 de julio
de 1983. Realicé mi ensefianza pre-basica en la
escuela D-186, donde, unas tias con mucha
paciencia, supieron lidiar con mi nifiez carente de
ritalin. No era un nifio malo, pero por alguna extrafia
razén, todo lo que tocaba, o incluso sélo miraba,
terminaba destruido.

Luego realicé mi ensefianza basica en el
Centro Educacional Asuncién, y con el tiempo fui
madurando. Ya no rompia las cosas, y siendo muy
joven empez6 mi inquietud cientifica. Alin recuerdo
cuando, en compaiia de mi vecino, el Camilo Soto,
metimos un gato a la lavadora, pero nos descubri
la nana y nos reté. Luego nos llevamos el gato, lo
agarre por la cola y lo lance a mas de 10 metros
hacia arriba para ver si era verdad que caian de pie,
total como tienen 7 vidas, a lo mas perdia una.
Efectivamente cayd de pie, corroborando la
hipotesis, pero le costdé caminar después de eso.

Después, fui un amante de la religion catélica, al punto que un dia de verano, nos
regalaron un Nuevo Testamento evangélico, lo cual fue una herejia para mi, asi que lo
quemamos en la chimenea. Nuevamente nos descubrid la nana, nuevamente reto. Luego fue el
tiempo de la pandilla de la poblacion y aun recuerdo el fortin de piedra que armamos, desde ahi
nos escondiamos y le tirdbamos piedras a todos los que no fueran de la poblacién y querian
acercarse a jugar.

Mi ensefianza media la realicé en el mismo colegio, ahi fui el fiofio fome con las
mejores notas, pero eso fue sblo hasta segundo medio, cuando me transformé en el fiofio
sociable que trasciende hasta hoy. Me encantaba capear clases, asi que estuve en las
academias de periodismo, coro, teatro, folclor, y, aunque suene raro, hasta intente en futbol y
basquetbol. En el colegio conoci a las grandes amigas de la vida, entre ellas, la Carolina Pardo,
la Paulina Aliaga y la Talia Gonzalez, con quienes pasamos momentos memorables y
censurables.

La gran influencia hacia la ciencia vino por las ensefianzas de mis abuelos, cuando nos
sentabamos de noche en el campo a contar satélites. Al principio pensé estudiar medicina, pero
ya en primero medio me decidi por estudiar Biotecnologia, lo cual claramente logré. Luego de
una larga estadia en la carrera, hoy termino ese proceso, donde también conoci a grandes
amigos como el Andrés Lagos, la Claudia Huerta, la Lore Pizarro y muchos mas (perdén por no
nombrarlos a todos). En el futuro, espero seguir por el camino de la Biologia Vegetal, aplicando
las ensefianzas adquiridas en el laboratorio y aprendiendo aiin mas.
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RESUMEN

Para el metabolismo de azlicares en el interior del aparato de Golgi en plantas, se
requiere la activacion de ellos mediante la union de nucledtidos, formando UDP- o
GDP-azticares. La mayoria son sintetizados en el citosal y dado su impedimento para
ingresar en forma directa al lumen del aparato de Golgi, se hace necesaria la presencia
de transportadores especificos en su membrana. En Arabidopsis thaliana, se describio
una familia de transportadores denominados GONST1-5 (Golgi-localised Nucleotide
‘Sugar Transporter), de los cuales se sabe c.1ue GONST1 transporta GDP-manosa. Sin
embargo, el papel funcional del resto de la familia de jtransportadores es desconocido,
por lo que en el presente trabajo, se desarralld herramientas que permitiran la

caracterizacion de GONSTS3.

Para esto, se propusieron 2 estrategias: la disminucion de los niveles de expresion
mediante RNA, y el aumento de los niveles de expresion. Para disminuir los niveles de
expresion, a pesar de que se confirmé Ia funcionalidad de la construcciéon de ADN
~
pHELLSGATE12-GONST3-RNAI en tabaco, al transformar plantas de Arabidopsis de
forma estable con esta construccion, no se obtuvo transformantes. Para la
sobreexpresion se realizaron las construcciones de ADN pGWB8-GONST3-His vy
pGWBS5-GONST3-GFP, que genera una proteina de fusion entre GONSTS3 y una cola
de 6 histidinas o la proteina fluorescente verde en el extremo C-terminal,
respectivamente. Se confirmé la funcionalidad de ambas mediante ja fransformacion
transitoria de tabaco, Luego, y de forma independiente, se transformaron Arabidopsis

establemente con estas construcciones. Se determind, mediante RT-PCR

semicuantitativa, que lineas transformadas con pGWB8-GONST3-His, poseen entre un
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44 a un 184% mayor niveles de expresion de GONST3 respecto de una linea silvestre.
Sin embargo, la inhabilidad de detectar la acumulacién de GONST3-His proteina en las
transformantes sugiere que este transportador no tolera fusiones en el extremo C-
terminal. Al transformar Arabidopsis con pGWBS5-GONST3-GFP, se gatilld
silenciamiento génico post-transcripcional (SGPT) mediante co-supresion, obteniendo
un rango de 16 a 80% de acumulacién de transcritos de GONST3 en 5 lineas
independientes respecto a una linea silvestre. Estas lineas, donde se gatillo SGPT,
representan un importante avance en el estudio de este GONST3, dado que
representan la tnica forma descrita en que se ha logrado disminuir los niveles de
expresion de este TNA, por lo que seguiran siendo analizadas para contribuir a la

caracterizacion de GONST3.
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ABSTRACT

For the metabolism of sugars in the Golgi apparatus in plants, these substrates are
activated by the addition of a nucleotide, forming UDP- or GDP-sugars. Most are
synthesized in the cytosol and because of their inability to enter directly into the lumen
of the Golgi, the presence of specific membrane transporters is necessary. In
Arabidopsis thaliana, a family of transporters was described, called GONST1-5 (Golgi-
localised Nucleotide Sugar Transporter), of which GONST1 is known to transport GDP-
mannose. However, the functional role of the remaining members is unknown and so in

this work tools have been developed that will allow the characterisation of GONST3.

Two strategies were proposed: to decrease the expression leveis by RNAI, and to
increase the expression levels. To reduce the expression levels, even though the
pHELLSGATE-GONST3-RNAI construct was shown to function in tobacco plants, when
Arabidopsis plants were stably transformed with this vector, no transformants was
obtained. pGWBS-His-GONST3 and pGWB5-GONST3-GFP, which generate C-
terminal fusion proteins between GONST3 and a 6-histidine tag or green fluorescent
protein, respectively, were constructed in order to overexpress GONST3. The
functionality of both vectors was confirmed using tobacco, and subsequently
Arabidopsis plants were independently and stably transformed with each vector. Using
semi-quantitative' RT-PCR, lines transformed with pGWB8-His-GONST3 have between
44 and 184% higher expression levels of GONST3, compared to a wild-type line.
However, the inability to detect the GONST3-His fusion protein suggests that this
transporter does not tolerate C-terminal fusions. On transforming Arabidopsis with

pGWB5-GONST3-GFP, co-suppressive post-transcriptional gene silencing (PTGS) was

XV




triggered, with 5 independent lines harbouring between 16 and 80% of GONST3
transcript levels compared to wild-type plants. These PTGS-triggered lines represent a
major advance in the study of GONST3, since they represent the only means thus far
achieved to lower expression levels of this NST. Their analysis will help to

characterize GONST3.
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1. Introduccion

1.1 La Pared Celular y su Importancia

La pared celular es un componente dinamico que rodea la célula vegetal, la cual juega
un importante papel en la resistencia de la presion osmoética, contribuye a la rigidez de
los organismos al cementar las células adyacentes y provee un medio poroso para la
distribucion y circulacién de agua, minerales y pequefios nutrientes. Ademas juega un
importante papel en la expansién celular y proteccién ante el ataque de patogenos,
siendo una fuente de moléculas sefiales para el proceso de defensa contra ellos

(Handford, 2006; Carpita et al., 2001; Vorwerk et al., 2004).

1.2 Composicion y Sintesis de La Pared Celular

La pared celular estd compuesta principalmente por celulosa, glicoproteinas y
polisacaridos no celuldsicos: hemicelulosas y pectinas (Cosgrove, 2006). Tambien son
componentes importantes la lignina y otras proteinas (Figura 1).

La celulosa es un polimerc lineal aitamente insoluble de $-1,4-glucosa, con cada
residuo de glucosa orientado en 180° respecto de los residuos contiguos, por 1o que la
unidad de repeticién polimérica es la celobiosa (Brown et al., 1996). Este polimero es
sintetizado en la membrana plasmatica de la célula vegetal por accion de las enzimas
celulosa sintasa. Los polimeros de celulosa pueden estructurarse luego en
microfibrillas, formadas por la unién de 30 a 36 cadenas de pB-1,4-glucosa, las cuales
se mantienen unidas mediante puentes de hidrogeno y fuerzas de van der Waals
(Handford, 2006). La unién que se establece entre las microfibrillas de celulosa es la
que determina principalmente la rigidez de la pared celular.

Por otro lado, los polisacaridos no celuldsicos son sintetizados y/o modificados en el
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lamen del aparato de Golgi (Reiter, 2002), de una forma soluble, y generalmente no
forman fibrillas debido a la presencia de cadenas laterales u ofras modificaciones como
esterificaciones (Handford, 2006). Estos polisacaridos son capaces de interconectar las
microfibrillas de celulosa al unirse de forma no covalente a ellas (Figura 1) y, ademas,
estarian involucrados en el proceso de lignificacion dado que tienen la capacidad de
unirse a precursores que determinan la estructura de la lignina (Atalla, 1995).

El polisacarido no celulésico mas comun en plantas dicotiledéneas es el xiloglucano
(Perrin et al., 2003), el cual comparte el mismo esqueleto de B-1,4-glucosa de la
celulosa, pero aproximadamente el 75% de las unidades de glucosa posee unido D-
xilosa, a las cuales se les puede unir ademas D-galactosa y/o L-fucosa.

Entre las pectinas se encuentra el homogalacturonano, el cual posee un esqueleto de
a-1,4-acido-D-galacturénico o el ramnogalacturonano Il (RGIl), que corresponde al
polisacarido mas complejo de la naturaleza, debido a los méas de 20 diferentes tipos de
enlaces y 12 distintos aztcares que lo componen (Scheller et al., 2007). Las pectinas
son los polisacaridos que determinan la porosidad celular y ademéas estan involucradas
en la adhesion entre las células (Carpita y McCann, 2000).

Entre las glicoproteinas se encuentran los N-glicanos, que poseen varias funciones en
plantas, tales como proteccidn de degradacion proteoclitica o inducir el correcto
plegamiento de las proteinas (Lerouge et al, 1998). Ademas se encueniran las
proteinas arabinogalactano (AGP), que son glicoproteinas extracelulares compuestas
en mas de un 95% de carbohidratos y que estan involucradas en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, y se piensa que estarian involucradas en muerte celular
programada, interacciones moleculares y sefializacion celular (Showalter, 2001).

Las enzimas responsables de la elongacion de las cadenas principales vy




ramificaciones de los glicanos son llamadas glicosiltransferasas (Ross et al., 2001;
Handford, 2006). Estas enzimas requieren como sustrato azlcares activados por la
presencia de un nucleétido (nucleétidos-azicar), los cuales se pueden encontrar en la
forma de UDP o GDP-azlcares (Hassid et al., 1959). La mayoria de los nucleétidos-
azucar, incluyendo todos los GDP-azlcares como GDP-manosa, -fucosa, y L-galactosa
son sintetizados en el citosol de la célula vegetal y solo algunos UDP-azucares serian

sintetizados en el aparato de Golgi (Seifert, 2004).

Lamina ‘ \
Media | : _ Pectina

Pared
Celular
Primaria

Membrana
Plasmatica

50 nm ' Hemicelulosa

MeCann y Roberts

Figura 1. Esquema de la Pared Celular. En la figura se muestra la disposicion de los
polisacaridos que conforman la pared celular vegetal. Modificado de McCann y Roberts (1991).

Existen 3 modelos para la elongacién y ramificacion de polisacaridos no celulésicos en
el lumen del aparato de Golgi (Figura 2). Un modelo incluye la presencia de una

glicosiltransferasa tipo celulosa sintasa (CSL) con multiples pasos de transmembrana




(Figura 2.A). Este modelo da cuenta de la formacion de B-1,4-glicanos, pero no es
conocido si el nucledtido-azticar requerido debe estar en el limen del aparato de Golgi
o en el citosol celular.

Un segundo modelo (Figura 2.B), da cuenta de la adicion de azucares a la cadena
principal, mediado por una glicosiltransferasa tipo I anclada a la membrana interna del
Golgi, y para la validaciéon de este modelo se requiere que los nucledtido-azicares
ingresen al limen del Golgi desde el citosol, lugar donde son sintetizados. Este modelo
también incluye la presencia de enzimas interconvertidoras en el {Umen del Golgi, que
podrian modificar algunos UDP-azlcares en el limen del organelo.

El tercer modelo (Figura 2.C), es una modificacion del modelo anterior e implica la
existencia hipotética de un complejo multiprotéico capaz de ingresar al limen del Golgi
los nucledtido-azticares y afadirlos a la cadena principal del glicano, lo cual significa

una forma mas eficiente del modelo 2.B.

1.3 Necesidad de Transportadores de Nucleotidos-Aziicar

Debido a que el importe directo de los nucledtidos-azlcares citosolicos hacia el lamen
del Golgi a través de la bicapa lipidica se ve altamente impedido, t;ado su gran tamario
y perfil hidrofébico, se han descrito transportadores de nucledtidos-azlicar (TNAs)
(Gibeaut, 2000). Los TNAs son proteinas muy hidrofdbicas compuestas de 320 a 400
residuos aminoacidicos, que poseen de 6 a 10 pasos transmembrana y al parecer se
asocian como homodimeros (Csala et al., 2007; Caffaro et al., 2006). Su funcién es la
de contratransportadores, dado que permiten el ingreso de los nucledtidos-azlcar
hacia el lumen del Golgi a cambio de la salida del correspondiente nucledsido

monofostato (Csala et al., 2007). Mutantes en los genes que codifican para los TNAs

generan diferentes fenotipos en el desarrollo, los cuales han sido descritos en
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organismos como Caenorhabditis elegans (Hoflich et al., 2004), en levaduras (Abeijon
et al., 1996), Leishmania donovani (Hong et al., 1999), Drosophila melanogaster (Selva
et al., 2001) y en humanos (Helmus et al., 2006).

Hasta el momento, en la planta modelo, Arabidopsis thaliana, se han descrito por
analisis bioinformatico unos 10 a 15 transportadores de nucleétidos-azlcar (Reyes y
Orellana, 2008), y sélo algunos de ellos han sido caracterizados, incluyendo AtUTr1,

que transporta UDP-D-galactosa y UDP-D-glucosa (Norambuena et al., 2002).
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NDP Nucledtido Difosfato
NMP Nucledsido Monofosfato ||

Figura 2. Modelos para la sintesis de polisacaridos no celulésicos en el aparato de Golgi
vegetal. A. Modelo que da cuenta de la sintesis de glicanos lineales con enlace f1-4. B.
Modelo que da cuenta de los azlicares accesorios a la cadena principal de glicanos. C. Modelo
que indica la presencia de un complejo multiprotéico, una forma mas eficiente del modelo 2.B.
Explicado en detalle en el texto. Modificado de Handford, 2006.




1.4 [dentificacion de la Familia de TNAs GONST

Entre los TNAs descritos en Arabidopsis, se identifico GONST1 por genética reversa.
Para ello se consideré que la protein; VRG4p de Saccharomyces cerevisiae
transportaba GDP-D-manosa (Dean et al., 1997) y que GONST1 posee un 256% de
identidad a nivel aminoacidico con VRG4p. Cuando se expres6 GONST1 en vrg4
mutante, se complementd su deficiencia de transporte de GDP-D-manosa, lo cual
indica que este seria el sustrato de GONST1 (Baldwin ef al., 2001).

En base a andlisis bioinformatico y tomando la secuencia aminoacidica de GONST1
como base, se describid posteriormente una familia de estos transportadores,
denominada GONST (Golgi-localised Nucleotide-Sugar Transporters), la cual esta
compuesta por 5 miembros, GONST1-5 (Handford et al, 2004). Todos estos
transportadores comparten el conservado dominio de unidbn a GDP cercano a su
extremo carboxilo terminal GX(L/V)NK (Gao et al, 2001), ademas de poseer un
tamanoc molecutar similar.

Como se indicd, GONST1 transporta GDP-D-manosa y el hecho que GONST1 posea
un 60,9% de identidad a nivel aminoacidico con GONST2, sugiere que este dltimo
también transportaria GDP-D-manosa. Por otro lado, GONST3 y GONST4 poseen
entre ellos un 35% de identidad a nivel aminoacidico y se postula que ambos serian
transportadores de GDP-L-fucosa, dada su homologia con TNAs descritos en ofros
organismos (Adams et al., 2000; Libke ef al., 2001; Lihn et al., 2004). Ademas, dada
la necesidad de transportar GDP-L-galactosa para la decoracidn de RGIl vy
considerando que GDP-L-fucosa posee una estructura muy similar a GDP-L-galactosa,
ambos TNAs también podrian internalizar este nucledtido azlcar (demostrado para

GONST4 en el laboratorio del Dr. Handford). GONST5 es el miembro mas alejado de la

e —
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familia y alineamientos mtltiples con secuencias aminoacidicas de TNAs
caracterizados, sugieren que podria ser un transportador de UDP-galactosa (Bakker ef
al., 2004).

En el laboratorio, estamos interesados en la caracterizacion de GONST3 y GONST4 y
dado gue se postula que ambos transportarian GDP-L-fucosa y/o GDP-L-galactosa, es
importante tener en cuenta cuales son los glicoconjugados que poseen en sus
ramificaciones estos nucledtidos-azlcar. Entre los glicaconjugados que poseen fucosa
se encuentran el xiloglucano, el ramnogalacturonano Il (RGI), las glicoproteinas N-
glicanos y proteinas arabinogalactano (AGP). L-galactosa solo se encuentra en una

ramificacion del RGII.

1.5 Herramientas para la caracterizacion génica

Entre las estrategias utilizadas para la caracterizacion de genes en plantas, se utiliza la
ganancia, pérdida o disminucion de funcién mediante la alteracién de los niveles de
expresion del gen de interés. La disminucién de los niveles de expresion se puede
lograr mediante silenciamiento génico transcipcional (SGT), es decir, a través de la
supresion de la transcripcidn (inserciones de ADN) o aclivando un proceso de
degradacion de ARNs especificos, mediante silenciamiento génico post transcripcional
(SGPT) o ARN de interferencia (RNAIi) (Agrawal et al, 2003). Cuando se gatilla
SGPT/RNAI, moléculas de ARN de doble hebra son procesadas en pequefas
moléculas de 21 a 26 nucledtidos, denominadas ARN interferentes pequefios (siRNAs)
o microARNs (miRNAs) (Baulcombe, 2004). Estas moléculas actitan como activadoras
del proceso de silenciamiento génico y, como resultado, el ARNm blanco no se puede
acumular en el citosol, a pesar de que si es detectable en el nucleo (Fagard y

Vaucheret, 2000). La obtencion de lineas de plantas transformantes con pérdida de

7




funcidén o con menores niveles de expresion génica, en algunos casos, es acompafiada
de cambios fenotipicos en esta, por lo que al analizar la morfologia de la planta se
puede llegar a inferir el o los procesos en que estaria involucrado el gen que se
estudia. Tal es el caso de la mutante de Arabidopsis mur1, la cual posee una mutacion
en el gen que codifica para una isoforma de la enzima GDP-D-manosa-4,6-
dehidratasa, que cataliza el primer paso de la sintesis de novo de GDP-L-fucesa (Bonin
et al., 1997). Estas mutantes, poseen un fenotipo enano y sus tallos son mas fragiles,
comparado a plantas de Arabidopsis silvestres (Reiter ef al., 1993).

Por ofro lado, el analisis de la expresion génica y el estudio de sus productos ha sido
favorecido con la generacién de fusiones génicas entre el gen blanco y reporteros que
facilitan su estudio, entre los que se encuentran enzimas para analizar el patron de
expresion espacio-temporal (B-glucoronidasa), proteinas que permiten analizar la
localizacion subcelular (por ejemplo, Proteina Fluorescente Verde, GFP), y epitopos
que permiten la inmunodeteccidn mediante western blot (por ejemplo, cola de poli

histidina (His)) (Jefferson et al., 1987; Nakagawa et al., 2007).

1.6 Proposito del Seminario de Titulo

Debido a que aun no se ha determinado la funcidén bioguimica y fisicldgica de
GONSTS3, en el presente trabajo se desarrollaran herramientas que conduzcan a la
caracterizacion funcional de este TNA en Arabidopsis, para lo cual se han elaborado
dos estrategias: disminucion de los niveles de expresién (RNAI), y aumento de los
niveles de expresion.

Para la primera estrategia, se transformaran plantas de Arabidopsis con una
construccion de ADN (pHELLSGATE12-GONST3-RNAI), que permite la transcripcion

de un ARN de interferencia (RNAI), el cual podra disminuir los niveles de expresion de
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GONST3 mediante SGPT.

Para la segunda estrategia, se generaran 2 construcciones de ADN para
sobreexpresién. Una de ellas (GONST3-His), permitiria la acumulacion de una proteina
de fusién entre GONST3 y una cola C-terminal de 6 histidinas, con la cual se podra
determinar la localizacion subcelular de GONST3 mediante western blot. La otra
construccion (GONST3-GFP), se espera que permita la acumulacion de una proteina
de fusién entre GONST3 y ia proteina fluorescente verde (GFP), por lo que permitira
determinar la localizacion subcelular de GONST3 mediante microscopia fluorescente.
Con cada construccion de ADN para sobreexpresion de GONST3, se transformaran
plantas de Arabidopsis, por lo que se podré conocer in vivo la localizacion subcelular
de este TNA mediante las 2 técnicas propuestas. Ademas, se podran realizar ensayos
de transporte, utilizando nucledtidos-azicares marcados radioactivamente, para

conocer la especificidad de sustrato de GONST3.




2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Construir y utilizar herramientas moleculares que permitan la caracterizacion funcional

de GONSTS3, transportador de nucledtidos-azticar de Arabidopsis thaliana.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Disminuir los Niveles de Expresion de GONST3
Transformar Arabidopsis con una construccion de ADN para RNAi
(pPHELLSGATE12-GONST3-RNAI) y analizar los niveles de expresion de
GONST3 en las transformantes obtenidas.
2.2.2 Aumentar los Niveles de Expresion de GONST3
« Generar las construcciones de sobreexpresion pGWB8-GONST3-His y
pGWB5-GONST3-GFP
e Determinar la localizacién subcelular de GONST3-His y GONST3-GFP.
o Transformar Arabidopsis con pGWB8-GONST3-His y pGWB5-GONST3-
GFP y semicuantificar los niveles de expresion de GONST3 en los

transformantes obtenidos.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Material Biologico

3.1.1 Crecimiento bacteriano

Las bacterias utilizadas fueron Escherichia coli cepa DHS5a y Agrobacterium
tumefaciens cepa GV3101, las cuales fueron cultivadas a 37° y 28°C, respectivamente,
con agitacion en medio LB (1% triptona, 1% NaCl y 0,5% extracto de levadura), al cual
se le agregaron los antibidticos de seleccion correspondientes. Para el crecimiento en
medio soélido, se agregd 1,5% agar al medio LB.

Se obtuvieron cepas de E. coli transformada con la construccion de ADN
pHELLSGATE12, la cual le otorga resistencia a 100 pg/ml espectinomicina; una cepa
transformada con la construccién de ADN de entrada pCR8, que le otorga resistencia a
100 pg/ml espectinomicina y también se obtuvo cepas transformadas con las
construcciones de ADN derivadas de la serie pGWB (se utiliz6 pGWBS y pGWBS), que
le otorgan resistencia a 50 pg/mi kanamicina.

Para la seleccion de Agrobacterium se ufilizd 25 ug/ml gentamicina, resistencia
otorgada por el plasmido Ti. Ademas se utilizd los mismos antibioticos a los cuales le
confiere resistencia las construcciones de ADN pHELLSGATE12, y las derivadas de la

serie pGWB, luego de la obtencion de cepas transformadas con estas construcciones.

3.1.1.1 Obtencién de E. coli quimicamente competente
Con el fin de poder transformar E. coli por golpe térmico, éstas fueron tratadas para
llevarlas a un estado de competencia, en el cual son capaces de aceptar una

construccion de ADN foranea. Para esto, se crecié el cultivo de E. cofi (3.1.1), hasta
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alcanzar una densidad éptica (DO) de 0,3 a 0,4 medida en un espectrofotdmetro a 600
nm. Posteriormente se sedimentaron las células a 1.000g por 10 minutos a 4 °C y se
resuspendieron en TSS 1x (10% polietilenglicol, 5% DMSO, 1% MgCl,, 84% medio LB)
usando 1/10 del volumen inicial. Finaimente las células se congelaron rapidamente en

nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C.

3.1.1.2 Transformacién de E. coli por golpe térmico

Se descongeld una alicuota de 200 pl de E. coli competente y se incubd por 15 minutos
en hielo con 50-150 ng de la construccion de ADN deseada. Luego se traspaso a 42°C
durante 90 segundos y se devolvié a hielo. Posteriormente, se le adiciond 1 mi LB y se
incubé con agitacién a 37°C durante 1 hora, para luego sembrar en LB-agar

suplementado con el antibidtico de seleccion correspondiente.

3.1.1.3 Obtencidn de Agrobacterium tumefaciens quimicamente competente

Se incubd un preinoculo de 5 ml de Agrobacterium (3.1.1) durante toda la noche.
Luego, 4 m! del preindeulo fueron agregados a 100 mi LB-gentamicina 25 pg/mi e
incubado hasta alcanzar una D.O.ee= 0,5. Se incubd el cultivo por 10 minutos en hielo
y se sedimentaron las bacterias a 3.000g (20 minutos, 4°C). Se las resuspendid, bajo
mechero, en 2 ml de 20 mM CaCl; estéril y alicuotas de 100 pl fueron congeladas en

nitrégeno liquido y almacenadas a -80°C.

3.1.1.4 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens por golpe frio
El procedimiento se realizd segin lo descrito por Kato et al.(2002). Para esto, se
descongeld una alicuota de Agrobacterium competente, se le agregd 50-150 ng de la

construccion deseada y se depositd por 5 minutos en nitrégeno liquido. Luego, se
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descongeld a temperatura ambiente por 15 minutos, se le agregé 1 ml de LB y se
realizd un cultive de 16 horas a 28 °C con agitacion. Posteriormente, se centrifugé a
12.000g para sedimentar las bacterias, las cuales se sembraron en LB-gentamicina 25

pg/ml y el antibiotico de seleccion al cual confiere resistencia la construccion utilizada.

3.1.2 Crecimiento de Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum

Para el desarrollo del Seminario de Titulo, se trabajo con plantas de Arabidopsis
thaliana ecotipo Columbia y con Nicotiana tabacum.

Se utilizé medio MS (4,43 g/l medio basal Murashigue & Skoog, 3% sacarosa, 60 mg/l
mio inositol, 0,6% agar, pH 5,7) (Murashige y Skoog, 1962) para el crecimiento in vitro
de plantas de Arabidopsis. Para esto, las semillas fueron esterilizadas agregandoles
0,1% Tritén X-100 durante 30 minutos, luego 70% etanol en 0,1% Tritdon X-100 durante
5 minutos y 1,5% cloro en 0,1% Triton X-100 durante 10 minutos. Luego, las semillas
fueron lavadas 4 veceé en agua destilada estéril, y estratificadas por 16 horas a 4°Cy
en oscuridad antes de sembrar en placas de MS. Para plantas transformadas con la
construccion de ADN pHELLSGATE12-GONST3-RNAI, se suplementd el medio MS
con 50 pg/ml kanamicina, y en el caso de haber sido transformadas con construcciones
derivadas de la serie pGWB se suplementd el medio MS con 25 pg/ml higromicina.
Para el crecimiento de tabaco y plantulas de Arabidopsis mayores de 2-3 semanas, se
utilizé un medio hidroponico descrito por Gibeaut et al., 1997 (Figura 3). Para su
elaboracion se prepard inicialmente una solucién nutritiva 100X pH 5,0 que contenia
125 mM KNOs, 150 mM Ca{NQ3), 75 mM MgSQ,, 50 mM KH-PO,, 5 mM KCI, 5 mM
HaBOs, 1 mM MnSO,, 200 pM ZnS0O,, 150 pM CuSOy, 7,5 uM (NH4)sM0; 02, 10 mM
Na,SiO;, 7.2 mM Sprint 330 (Fe quelado en DTPA). Para preparar 5 | de esta solucion

se disolvié en aproximadamente 3 | de agua destilada, con agitacidn constante y en
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forma secuencial, todos los componentes del medio, con excepcion del Ca(NO;) y del
Na,SiO;. El Ca(NO;) fue disuelto por separado y agregado lentamente a la solucién, la
cual fue llevada a un volumen aproximado de 4,5 |, se ajusté el pH a 5 con 10 M KOH,
se agregaba el Na,SiO; y se ajustaba el volumen a 5 |. El medio fue utilizado a una
concentracién de 1X, diluyendo el stock con agua destilada.

Se mantuvieron todas las plantas (en placas y medio hidropénico) a 22°C, con un

fotoperiodo de 16 horas luz (intensidad luminica 4.500-6.500 Lux) y 8 horas oscuridad.

i -

Figura 3. Cultivos hidropénicos utilizados en el seminario de titulo. A. Cultivo de
Arabidopsis thaliana. B. Cultivo de Nicotiana tabacum.

3.1.3.1 Transformacion estable de Arabidopsis thaliana

Para la transformacion estable de Arabidopsis se utilizé el método de inmersion floral
modificado de Martinez et al., 2004. Se crecié Agrobacterium (3.1.1), se sedimento a
5.000g y se resuspendié en medio de transformacién (0,5X MS, 0,05% Silwet L-77 y
5% sacarosa), en el cual luego se sumergieron flores de Arabidopsis durante 15

segundos. Las plantas se dejaron por 12 horas de forma horizontal y en oscuridad y
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pasado este tiempo, se volvieron a dejar en forma vertical, permitiendo asf la formacion

de las semillas.

3.1.3.2 Transformacion transitoria de hojas de Nicotiana tabacum

La transformacioén transitoria de hojas de tabaco permite un analisis rapido de la
funcionalidad transcripcional de las construcciones de ADN. Para esto, se crecid una
alicuota de Agrobacterium (3.1.1), transformado con la construccién correspondiente.
Luego las bacterias se sedimentaron a 5.000g y se resuspendieron en 1 volumen de
medio de infiltracion (4,43 g/l medio MS, 1,5% sacarosa, 0,1 g/l mio inositol, 300 gM
acetosiringona, pH 5,7), con agitacion suave durante una hora. Luego se infiliro la
suspension obtenida utilizando una jeringa, a través de pequefias heridas generadas
en la cara abaxial de la hoja (previamente asperjada con agua) y aplicando presién

para lograr el ingreso de la solucion a través de los estomas.

3.2 Extraccion de ADN

3.2.1 Extraccion de ADN plasmidial

Se realizé un cultivo de 5 ml de LB suplementado con el antibidtico de seleccion
correspondiente, para luego realizar exiraccion de ADN plasmidial utilizando el kit
AxyPrep™ Plasmid (Axygen, extraccién por afinidad en columna) segun indicaciones

del fabricante.

3.2.2 Extraccion de ADN desde plantas
Para la extraccion del ADN gendmico desde hojas de Arabidopsis, destinado a las

construcciones de ADN, se utilizé el Genomic DNA Purification Kit (Fermentas,
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extraccion por afinidad en columna), segun indicaciones de! fabricante.

Para la identificacion de plantas transformantes de Arabidopsis mediante PCR se
utilizdé el protocolo descrito por Kang y Yang (2004). Para esto, se molid
aproximadamente 0,5 cm® de hoja en 200 yl de buffer de extraccion (500 mM NaCl,
100 mM Tris-HCI pH 7.5 y 50 mM EDTA pH 7,5). Luego se le agrego 20 pl de 20%
SDS, se agitd vigorosamente por 30 segundos y se incubd a 65°C por 10 minutos.
Posteriormente se le agregd 250 ui de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se
agité vigorosamente por 30 segundos y se centrifugd a 10.000g durante 3 minutos.
Finalmente, el sobrenadante se diluyd 5 veces en agua nanopura, de lo cual se tomé 1
ul como molde para la reaccion de PCR.

Las muestras de ADN obtenidas fueron almacenadas a -20°C.

3.3 Extraccion de ARN de plantas

La extraccion de ARN total desde hojas de plantas se realizd mediante la utilizacion del
reactivo RNA-Solv® (Omega Bio-tek, extraccion fendlica), para lo cual, por cada gramo
de tejido pulverizado en nitrogeno liquido, se agrego 1 ml de RNA-Solv® y se sigui6
homogenizando. Se afiadié 0,8 ml de cloroformo y se agitd vigorosamente durante 15
segundos, Se incubé en hielo por 10 minutos y se centrifugd a 12.000g por 15 minutos
a temperatura ambiente. Se rescato ~80% de la fase superior (acuosa) y se transfirid a
un nuevo tubo. Se precipité el ARN con 0,5 ml de isopropanol frio y se incubé a -20°C
durante 15 minutos. Se centrifugé a 12.000g por 10 minutos a temperatura ambiente y
el sedimento se lavd con 1 ml de etanol 80% en agua DEPC frio por cada ml de RNA-
Solv® agregado al principio. Se centrifugd por 3 minutos a 21.000g y el sedimento
obtenido se dejoé secar por 15 minutos a temperatura ambiente, el cual luego se

resuspendid en 70 pl de agua DEPC. El ARN obtenido se cuantifico en un
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espectrofotémetro NanoDrop 1.000 (Thermo Scientific) y se almacend a -20°C.

3.4 Disefio de Partidores

Para el disefio de partidores especificos se utilizé el programa Primer3 Input version
0.4.0 (hitp:/ffokker.wi.mit.edu/primer3/input.ntm) y para analizar que cada partidor no
hibridara con si mismo © con el otro partidor, se ufilizdé el programa Oligo Analyzer
version 3.1 (http://iwww.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Se muestran

los partidores utilizados en la Tabla 1.

Tabla |. Partidores utilizados en este seminario de titulo. Entre paréntesis se muestra el
nombre comtn de algunos de los partidores (ver Figura 5).
PaTtd Sa i e

uuuuu

Bt sidili SRS RERER: R
G3s 5 CACCATGTCGACGAATGAT | Partidor directo que Junto a ull amplifica el
(PN GAGGAAAZ ORF de GONST3. Junto a G3as amplifica el
fragmento para RNAI.

G3full | 5 CTCTGAAATCAGAAGAGAA | Partidor reverso que junto a G3s amplifica el

(P2} ACTA 3 ORF de GONST3.
His3 | 5 GCATGATGATGATGA 3 Partidor reverso que amplifica desde la cola
(P3) 6x-His de la construccion G3-His.

G3as |5 AGCTCACTGTTGGTAAACA | Partidor reverso que permite la amplificacion
(P4) GAG ¥ del fragmento de RNAI con el partidor G3s.

GFP 3 | 5 ATGGATATGAGGATAATGT | Partidor reverso que amplifica desde la cola
{P5) GAZ GFP de la construcciéon G3-GFP.

GAPA-F |5 GGTAGGATCGGGAGGAAC | Hibrida con una region 5° interna de! ADN de
3 la gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa.

GAPA-R | 5 CTGGTGCCAAGAAGGTTAT | Hibrida con una regioén 3" interna del ADN de
c3 la gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa

Oligo AP | 5 CGCCACGCGTCGACTAGTA | Partidor utilizado para la retrotranscripcion del
CTTTTITTITITITITIT & ARN. Hibrida con la cola de poliadenina del
ARN,
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3.5 Reaccion de RT

Previo a la reaccién de retrotranscripcion del ARN, se elimind cualquier contaminacion
por ADN realizando un tratamiento con DNAasa. Para esto se mezcld 4 g de ARN
(3.3), 1X buffer DNAasa, 2 U DNAasa (Fermentas), 80 U inhibidor RNAasa
(Fermentas), se llevé a un volumen de 18 pl con agua DEPC vy se incubd a 37°C
durante 20 minutos. Luego las muestras fueron puestas en hielo y se le agreg6 2 mM
EDTA (concentracién final). Cada muestra se separd en 2 tubos con 10 pl cada uno
(controles positivo y negativo). A cada tubo se le agregé 0,5 pg de 6ligo AP (Tabla )y
6 |l de agua DEPC. Los tubos fueron puesios a 70°C durante 5 minutos y luego se
pusieron en hielo, donde se les agregd una mezcla que llevo a una concentracion final
por reaccion de 1X buffer de reaccion ImProm-il™, 0,5 mM dNTPs en agua DEPCy 3
mM MgCl,. Al control positivo, se le agregd 1 pl de transcriptasa reversa (Promega),
mientras que al control negativo, se le agregé 1 pl de agua DEPC. Finalmente los tubos

fueron dispuestos en un termociclador con el programa que se puede ver en la Tabla Il

Tabla Il. Programa utilizado para retrotranscripcion del ARN.,

i EStad il Temperatiira i Je ciclo
1 70°C 5 min 1
Poner en hielo mientras se dgrega.la mezcla:
25°C 5 min 1
3 42°C 60 min
4 70°C 15 min 1

3.6 Reacciones de PCR
Para todas las reacciones de PCR, salvo la clonacion génica, se utilizé Paq5000 ADN
polimerasa (Stratagene), la cual tiene como caracteristica que su buffer provee Mg* a

una conceniracién final de 2 mM, por lo cual no fue necesario agregar MgCl; a la
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mezcla de PCR estandar. Para la clonacion génica, se utilizo Pfu ADN polimerasa
(Fermentas), que posee actividad correctora 3'-5' exonucleasa, lo cual disminuye la
probabilidad de que la polimerasa pueda incorporar nuclettidos errobnecs a la
secuencia.

La mezcla estandar de PCR provee una concentracion final de 1X buffer, 2 mM MgCl,
0,2 mM dNTPs, 1 uM partidor directo, 1 uM partidor reverso y 5 unidades de ADN
polimerasa, mientras que de molde de ADN se uso aproximadamente 100 ng para el
caso de ADN genoémico y 5-30 ng para el caso de construcciones de ADN. Se

muestran los programas de PCR utilizados en la Tabla ll.

Tabla lll. Programas de PCR utilizada en el seminario de titulo. Se indica en el casc de
haber alteraciones en la composicion de la reaccion de PCR.

Gonst ant. Programa que se utilizé en RT-PCR para determinar la expresion de GONST3 en
N:cotrana tabacum y Arabidops:s Se utilizaron Ios partldores P1yP4,

l

94°C

94°C 30 seq

58°C 30 seg 30
72°C 1 min
72°C 10 min 1
4°C il

Gonst Orf PFU. Programa que se utilizé para amplificar el marco de lectura abierto de GONST3
sin codén de término para la obtencién de las construcciones de ADN. Se utilizaron los
partidores Pt y P2. En el estado 4 se agregd 5 U de tag polimerasa y 0,2 mM de dATP para
agregar una adenina terminal necesana para el clonamlento de GONST3.

45 Estado] HETiempo e NTde ciclos
1 1 94°C 5 min 1
1 94°C 30 seg
2 2 58°C 30 seg 30
3 72°C 2 min 20 seg
3 1 72°C 10 min 1
4°C =
4 1 72°C 10 min 1
4°C o
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Mike 11. Programa que se utilizd para verificar la calidad del ADN extraido de plantas. Se
utllizaron los partidores GAPA F GAPA R.

I Estadolif s Tiempo i1 Nde CiclosEl
1 5 min 1
30 seg
2 30 seg 30
1 min
3 10 min 1
(-]

PCR His. Programa que se utilizd para confirmar los transformantes G3-His en Arabidopsis
thaliana. En este caso la concentracién de MgCl, es de 5 mM en lugar de 2 mM. Se utilizaron
los partidores P1 y P3.

3.7 Analisis de ADN o ARN mediante gel de agarosa

Para la visualizacién del ADN y del ARN se utilizaron geles de 1% agarosa en TAE 1X
(40 mM Tris-base, 19 mM acido acético glacial y 1 mM EDTA pH 8), con 0,5 pg/ml
bromuro de etidio. Las muestras se mezclaron con 2 pl de buffer de carga (0,25% azul
de bromofeno!, 0,25% xilencianol FF, 30% ficol) y se corrieron a un voltaje de 100 V
para el caso del ADN y a 70 V para el caso del ARN. Como marcador de peso

molecular se usd Gene Ruler™ (Fermentas) de 100 a 1.000 pb y de 0,25 a 10 kb.

3.8 Técnicas de Biologia Molecular

3.8.1 Vectores utilizados

3.8.1.1 pHELLSGATE12-GONST3-RNAi (G3-RNAIj)
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Se utilizd la construccién de ADN pHELLSGATE12-GONST3-RNAI (G3-RNAi; figura
5.A), la cual posee el promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de [a coliflor y
dirige la transcripcion de un fragmento de ADN (Helliwell y Waterhouse, 2003), cuyo
ARN mensajero es capaz de hibridar y formar un ARN de doble hebra, lo cual trae
como consecuencia la activacion de la maquinaria RISC, que lleva al silenciamiento
génico post-transcripcional de GONST3. Esta construccion fue realizada por Rodrigo

Caroca, en el laboratorio del Dr. Michael Handford.

3.8.1.2 pGWB8-GONST3-His (G3-His) y pGWB5-GONST3-GFP (G3-GFP)

Con la finalidad de aumentar los niveles de expresion de GONST3 en plantas de
Arabidopsis, se realizaron 2 construcciones de ADN (Figura 5.B y C). pGWBS-
GONST3-His (G3-His) permitira la acumulacion de una proteina de fusion entre
GONST3 y una cola C-terminal de 6 histidinas, la cual se utllizard para
inmunodeteccion mediante western blot. La otra construccion de ADN para
sobreexpresion es pGWB5-GONST3-GFP (G3-GFP), la cual permitira la acumulacion
de una proteina de fusion enfre GONST3 y la Proteina Fluorescente Verde (GFP, C-
terminal). Ambas construcciones serviran para analizar la localizacién subcelular de

GONST3.

3.8.2 Construccién y verificacion de pCR8-G3

Para la elaboracion de G3-GFP y G3-His, primero se clond el marco de lectura abierto
de GONST3, sin incluir el coddon de término (necesario para generar una fusion C-
terminal), en la construccion de entrada (Gateway compatible) pCR8/GW/TOPO®
(Invitrogen). La insercion de un fragmento de ADN en este vector es por clonacion tipo

TA, es decir, el fragmento a clonar posee una adenina terminal, mientras que la
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construccion de entrada posee una timina, por lo que el clonamiento ocurre por
apareamiento de bases. GONST3 ORF fue amplificado con los partidores P1 y P2
(Tabla 1) utilizando Pfu polimerasa y el programa de PCR “Gonst Orf PFU" (Tabla IlI).
Como molde se utilizdé ADN genomico de Arabidopsis extraidos por kit (3.2.2). Dado
que la amplificacién con Pfu resulta en fragmentos con extremos romos, se realizé un
tiempo de extensién adicional, donde se afadié 5 U de Taq polimerasa (Fermentas),
para afiadir una adenina terminal, necesaria para el clonamiento tipo TA. Ademas se
afiadié 0,2 mM de dATP.

Los productos de la reaccion de PCR fueron separados en un gel de TAE-1% agarosa.
La banda correspondiente al tamafio esperado (1.119 pb) se escindié con bisturi bajo
luz UV y se purificé el amplificado con el kit Invisorb Spin DNA Extraction (Invitek). Este
producto de PCR purificado se ligd con la construccion de entrada pCR8, segun

indicaciones del fabricante, para generar la construccion pCR8-G3 (Figura 4).

pCR8 attL1

attL2

PCR8-GONST3

pGWB5 o 8

Figura 4. Esquema que representa la clonacion de GONST3 en pGWB5 y pGWBS. En la
parte superior se muestra la ligacién con la construccién de ADN de entrada, pCR8, para
originar la construccion pCR8-GONST3, la cual se recombiné con las construcciones pGWBS y
pGWBS para generar las construcciones para sobreexpresion (ver Figura 5).

Luego de transformar E. coli con los productos de la ligacién (3.1.1.2), ADN plasmidial

fue extraido (3.2.1) de las colonias que crecieron en medio de seleccion (3.1.1). Dado
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que la clonacion de cualguier fragmento de ADN en pCR8 no es direccional, se verifico
la orientacion de GONST3 en la construccién de ADN de entrada por restriccion
enzimatica con Hindfll y Hpal. Para esto, se incubo 1ug de pCR8-GONST3 purificado
de cada colonia analizada, 20 U Hindlll, 20 U Hpal, 1X Buffer Tango™ (33 mM Tris-
acetato pH 7,9, 10 mM acetato de magnesio, 66 mM acetato de potasio, 0,1 mg/mil
BSA) en un volumen fotal de 20 pl, durante 1 hora a 37°C. Se selecciond una colonia
que contenia la construccion de ADN con el inserto de GONST3 en sentido y se
almacend una muestra a -80°C. La construccion purificada de esta colonia se
secuencid (250 ng de ADN por reaccién, con partidores universales M13 directo y

reverso).

3.8.3 Construccion y verificacién de G3-His y G3-GFP

En el sistema Gateway, la insercion de un fragmento clonado desde la construccion de
entrada hacia la construccién de destinacion, es por recombinacién homdloga,
utilizando los sitios attL1 y attl.2 del primero (pCR8) y attR1 y attR2 del segundo
(PGWB5 o pGWBS; Figura 4). Para la recombinacién de las construcciones se mezclo
120 ng de pCR8-GONST3, 300 ng de pGWBS8 o de pGWBS, 2 l de buffer TE (10 mM
Tris, 1 mM EDTA pH 8) y 2 Jl de LR clonasa (Invitrogen) en un volumen total de 8 pl, y
se incubd a 25°C durante 1 hora. Luego se afiadié 1 pg de Proteinasa K para detener
la reaccidn, se agitd vigorosamente y se incubd a 37°C por 10 minutos. Luego se
tomaron 3 ul de reaccidén con los cuales se transformé E. coli One Shot®, segiin
indicaciones del fabricante (Invitrogen). Se seleccionaron los transformantes (3.1.1) y
se extrajo ADN plasmidial (3.2.1).

Para corroborar la presencia de GONST3 en pGWBS5 y pGWBS, se realizdé un PCR con

los partidores P1 y P4 (Tabla |} con el programa de PCR "Gonst ant® (Tabla Ili).
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Ademas, se realiz6 una digestion enzimatica con la enzima Hindlll para determinar la
direccion del inserto. Para esto, se incubé 1 ug de cada construccion realizada, 20 U
Hindlll y 1X Buffer Tango™ en un volumen total de 20 pl, durante 1 hora a 37°C. Una
vez corroborada la identidad de G3-His y G3-GFP, se transformé Agrobacterium
(3.1.1.4 y 3.1.1). Muestras de Agrobacterium conteniendo cada construccion, fueron

almacenadas a -80°C.

Figura 5. Esquema de las construcciones de ADN utilizadas. A. Construccién G3-RNAI,
utilizada para transformar Arabidopsis con el fin de disminuir los niveles de expresion de
GONST3. Nptil otorga resistencia a kanamicina en plantas. B y C. Construcciones realizadas
para aumentar los niveles de expresion de GONST3 en Arabidopsis. Estas construcciones
permiten la acumulacién de una proteina de fusiéon de GONST3 con el epitopo 6xHis (G3-His)
(B), o con la Proteina Fluorescente Verde (G3-GFP) (C) y Hptl confiere resistencia a
higromicina en plantas. P1 a P5 son los nombres comunes de los partidores utilizados para la
amplificacién por PCR del fragmento indicado por las flechas (ver Tabla 1). Todas las
construcciones poseen el promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la coliflor. En el
esquema solo se muestra el fragmento de la construccién que es capaz de integrarse al
genoma de la planta, delimitado por las regiones LB (Left Border) y RB (Right Border). Los
sitios attB1 y attB2 son los productos de la recombinacion entre attL1/attR1 y attL2/attR2,
respectivamente (Figura 4). T-nos. Terminador de la nopalina sintasa.
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4, Resultados

4.1 Disminucion de los niveles de expresion de GONST3

Con la finalidad de disminuir los niveles de expresion de GONST3, se clond un
fragmento de 350 pb del marco de lectura abierto, en sentido y en antisentido, en la
construccion binaria de ADN pHELLSGATE12 (trabajo realizado por Rodrigo Caroca).
Esta construccion, al ser transcrita, deberia generar un ARNm, el cual es capaz de
auto-hibridar, generando un ARN de doble hebra, el cual gatilla SGPT.

Con la finalidad de obtener una mayor cantidad de ésta construccién de ADN, se
transformé E. coli competente con esta construccién (3.1.1.2), se selecciond una
colonia y se crecid en medio LB. Posteriormente se extrajo ADN plasmidial (3.2.1) y se
procedi6 a transformar Agrobacterium (3.1.1.4), y se tomd una de las colonias
resistentes al medio de seleccién, la cual fue utilizada para ensayos posteriores.

Para determinar la funcionalidad transcripcional de la construccién, se realizd una
transformacion transitoria de hojas de tabaco (3.1.3.2) con la colonia de Agrobacterium
seleccionada, que contiene la construccion para RNAI. Al cabo de 5 dias, se extrajo
ARN desde hojas infiltradas con la construccion de ADN y desde hojas sin infiltrar, las

cuales son utilizadas como control negativo, y se realizé un RT-PCR (Figura 6).
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I3

Figura 6. Analisis de la funcionalidad de la construccién de ADN pHELLSGATE12-
GONST3-RNAIL RT-PCR de ARN extraido de hojas de tabaco infiitrado con la construccion de
ADN pHELLSGATE12-GONST3-RNAi (G3-RNAi) o desde hojas sin infiltrar (Sin} utilizando
partidores especificos P1y P4 (ver Figura 5). + y — indica presencia o ausencia de transcriptasa
reversa, respectivamente. C+, C". Control positivo y negativo de PCR, respectivamente. PM.
Marcador de peso molecular.

En la figura 6 se puede ver que se encuentra el amplificado esperado de 350 pb solo
en las hojas infiltradas con la construccion de ADN y en el control positivo
(construccién de ADN pHELLSGATE-GONST3-RNAi purificada), indicando que se
transcribe el ARNm de GONSTS3 en tejidos vegetales. La carencia de amplificado en
hojas de tabaco sin infiltrar indica que la amplificacién depende de la presencia de la
construccion infiltrada y ademas que los partidores utilizados no son capaces de unirse
de forma inespecifica al ADNc de tabaco. Por otro lado, la falta de amplificado en las
reacciones sin RT, indica que el ARN no poseia contaminacién por ADN.

Luego de confirmar la funcionalidad de la construccion de ADN de forma transitoria en
hojas de tabaco, se procedié a transformar plantas de Arabidopsis de forma estable
(3.1.3.1), con el fin de reducir los niveles de expresién de GONST3. Luego de la

transformacion, las semillas fueron esterilizadas y sembradas en medic MS kanamicina
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50 pg/ml (1.100 semillas aproximadamente, debido a que se ha descrito (Martinez et
al., 2004) que la eficiencia de transformacion varia en torno al 1-2%, por lo tanto, se
esperaria encontrar cerca de 10 plantas transformantes resistentes al medio de
seleccion).

Sorprendentemente, ninguna planta fue capaz de crecer en el medio de seleccion. Por
lo tanto, se redujo la concentracion de antibidtico a 25 pg/ml, sembrando unas 1.000
semillas. Sin embargo ninguna planta fue capaz de crecer nuevamente (datos no
mostrados). Dada esta situacién, se analizd si las mismas semillas sembradas en
medio MS sin antibiético de seleccion eran capaces de desarrollarse normalmente
(datos no mostrados). Luego de 2 semanas, tanto las semillas provenientes de las
plantas transformadas con pHELLSGATE12-GONST3-RNAi, como las de plantas
silvestres, germinaron y crecieron a la misma tasa. Estas plantas no fueron analizadas
por PCR, debido a que por probabilidad, cada 100 reacciones de PCR, se podria
encontrar una planta transformante. Para desarrollar andlisis fenotipicos se necesitan
varias lineas independientes, por lo que hubiera sido necesario realizar varios cientos
de reacciones de PCR.

Estos resultados indican que la transformacion estable de plantas con
pHELLSGATE12-GONST3-RNAI no fue efectiva o que las plantas transformantes no
estarian transcribiendo el gen que otorga la resistencia a la kanamicina (lo cual se
podria demostrar mediante PCR, utilizando como molde ADN gendmico y partidores
especificos para el gen Nptll, que otorga la resistencia a kanamicina).

Dada la carencia de plantas transformantes para ser analizadas, se decidié no
continuar con esta estrategia para reducir los niveles de expresién de GONST3, y se

continud avanzando con [os otros objetivos del seminario.
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4.2 Aumento de los niveles de expresion de GONST3

Para aumentar los niveles de expresion de GONST3 se realizaron, en paralelo, las
construcciones de ADN pGWBB8-GONST3-His (G3-His) y pGWB5-GONST3-GFP (G3-

GFP) vy los resultados de este proceso son mostrados en los puntos siguientes.

4.2.1 Obtencion de la construccion de entrada pCR8-GONST3

Para desarrollar la construccion de ADN de entrada pCR8-GONST3, se amplificd
inicialmente el marco de lectura de GONST3 sin incluir el codén de término (necesario
para generar una fusién C-terminal), con los partidores P1 y P2 (Figura 5) en el
programa de PCR “Gonst Orf PFU" (Tabla 1ll). Dado que el gen no posee intrones
(Handford et al, 2004), se utilizd ADN gendmico de Arabidopsis como molde. El
amplificado obtenido concuerda con el tamario esperado del ORF de GONST3 (1.119

pb; Figura 7).

Figura 7. Amplificacidén del marco de lectura abierto de GONST3 con Pfu ADN polimerasa.
A. Control negativo de PCR. B. PCR con ADN genomico de Arabidopsis como molde. Se usé
partidores P1 y P2 {(Figura 5). PM. Marcador de peso molecular,
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El producto de PCR fue purificado (3.8.2) y se ligd con la construccion pCR8. Con la
mezcla de la ligacidn se transformd E. coli competente y se selecciond en LB
espectinomicina. Se seleccionaron 3 colonias, a las cuales se les realizdé un PCR con
los partidores P1 y P4 que confirmd que la construccion de ADN, en los 3 casos,

poseia el ORF de GONST3 (datos no mostrados).

Para determinar la orientacion del ORF de GONST3 en pCRS8, se extrajo ADN
plasmidial desde las tres colonias, con la finalidad de realizar una digestion enzimatica

(Figura 8).

Las enzimas ulilizadas para la digestion fueron Hind!ll y Hpal. La enzima Hindfll corta
en el fragmentc de ADN de GONST3, mientras que la enzima Hpal corta en la
construccion pCR8, la cual, con el inserto de GONSTS3 tiene 3.937 pb. Si el inserto de
GONST3 esta en sentido (la direccion deseada), en la digestién doble se veran bandas

de 3.656 pb y 281 pb, pero si esta al revés se obtendran bandas de 2.736 pb y 1.201

pb.
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Colonia1 Colonia 2 Colonia 3
PMSD L DDSD L DD SD L DD

4 kb — |

1 kb —|

Figura 8. Digestion enzimatica de la construccion de ADN pCR8-GONST3 de las colonias
1, 2 y 3. SD. Sin digerir. L. Construccién linearizada con Hind/!f. DD. digestion enzimatica doble
con Hindiil y Hpal. PM. Marcador de peso molecular.

Como se puede ver en la figura 8, sélo la colonia 1 posee el inserto de GONST3 en

sentido, mientras gque las otras dos colonias analizadas lo poseen en antisentido.

El ADN plasmidial de esta colonia fue secuenciado. En el cromatograma no se
encontré ningiin cambio entre la secuencia depositada en GenBank de GONST3

(Numero de acceso, At1g76340) y la secuencia clonada en pCR8.

4.2.2 Obtencion de la construccion pGWB8-GONST3-His

El ADN de [a construccidn pCR8-GONST3 de la colonia 1 (4.2.1) fue recombinado con
la construccion de destinacion pGWBS (3.8.3) (Nakagawa ef al., 2007), para dar origen
a la construccion pGWB8-G3 (G3-His). Con la mezcla de la ligaciéon se transformd E.

coli competente y se selecciond en LB kanamicina. Se analizaron 10 de las colonias
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que crecieron medianie PCR con los partidores P1 y P4, lo cual confirmé que

contenian el ORF de GONST3 {Figura 9).

PM C1 C2 C3 C4cC5 C6 C7 C8 C9 C10

fs ISR

500 pb —

Figura 9. Andlisis por PCR de colonias de E. coli transformadas con pGWB8-GONST3-
His. PCR con partidores P1 y P4. G1-10.Colonias analizadas. PM. Marcador de peso molecular,

De la figura 9 se puede ver que todas las colonias analizadas poseen la construccion
pGWB8-GONST3-His, por lo cual se extrajo ADN plasmidial de la colonia 1. Al ADN
purificado se le realizé una digestion enzimatica con la enzima Hindlil, la cual corta
tanto en la secuencia de ADN de GONST3, como en la secuencia de pGWBS. Si la
recombinacién fue exitosa, al digerir con Hindill se generara un fragmento 17 kb y otro

de 1,2 kb (Figura 10).

SD

Hi

AR

ndill

L

RET

10 kb—|

1 kb—

Figura 10. Digestion enzimatica de la construccion de ADN pGWBS8-GONST3-His. La
enzima Hindill corta una vez en la construccion de ADN y una vez en el inserto de GONSTS,
generando fragmentos de 17 y 1,2 kb. SD. Sin digerir. Hindlll. Digestion enzimatica con la
enzima Hindlll. PM, Marcador de peso malecular,
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De la figura 10 se puede ver que la recombinacion fue exitosa y el marco de lectura de
GONST3 sin coddn de término esta insertado correctamente en la construccion de

destinacion.

Luego de transformar Agrobacterium con la construccion pGWB8-GONST3-His se
procedid a agroinfilirar hojas de tabaco (3.1.3.2) para analizar la funcionalidad de la
construccion mediante un RT-PCR realizado 5 dias después de la infiltracion (Figura

11).

G3-His Sin

PM + - + - C+ C-

1 kb —

Figura 11. Analisis de la funcionalidad de !a construccion de ADN pGWBB8-GONST3-His.
RT-PCR de ARN extraide de hojas de tabaco infilirado con la construccion de ADN pGWBB-
GONST3-His (G3-His) o desde hojas sin infilirar (Sin) utilizando partidores especificos P1 y P4
{ver Figura 5). + v — indica presencia o ausencia de transcriptasa reversa, respectivamente. G+,
C’. Control positivo y negativo de PCR, respectivamente. PM. Marcador de peso molecular.

De la figura 11 se puede ver que la construccion es funcional iranscripcionalmente en
planta, dado gue sélo se detecta amplificado en las hojas de tabaco agroinfiltradas con
pGWBS-GONST3-His y en el control positivo de PCR, el cual corresponde a la
construccion de ADN purificada.

Es por esto que se procedié a transformar plantas de Arabidopsis de forma estable
(3.1.3.1), cuyas semillas, luego se ser esterilizadas, fueron sembradas en medio MS
higromicina {1.100 semillas aproximadamente). En la Tabla IV se muestra el nimero

de plantas capaces de crecer en el medio de seleccidon y se muestra ademas la
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eficiencia de transformacion, la cual estd acorde con lo descrito en la literatura
(Martinez et al., 2004). A su vez en la figura 12 se puede ver un ejemplo de las plantas
resistentes al medio de seleccién, las cuales son facilimente identificables, dado su

mayor tamafio.

Tabla IV. Tasa de__t_angfqrma_cién para Ara;_l)iqug_is trgnsformada con G_3-.His.

esa | _Eficiencia do

Figura 12. Transformacién estable de Arabidopsis con el vector pGWB8-GONST3-His. En
la figura se muestran las plantulas obtenidas tras 2 semanas de la siembra en medio de
seleccion con higromicina (25 pg/ml), de las semillas obtenidas a partir de la inmersién floral.
Con la flecha se indica una de las 30 plantulas resistentes obtenidas.

A 20 de las 30 plantas resistentes a higromicina se les realizé una extracciéon de ADN y
un posterior PCR con los partidores P1 y P3 para asegurar que éstas sean
transformantes (Figura 13), dado que el partidor P3 hibrida en la secuencia que
codifica para la cola de histidina de la proteina de fusién, la cual no se encuentra en

una planta silvestre.
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4 5 6 7

i m S G3-His
300 pb —3| e . GAPA
PM_8 9 10 11 12 13 14 WT + -
1.5 kb — T YRR WW M« . |G3-His
300 pb—| . GAPA
PM
1.5 kb — o | G3-His
300 pb — | ssrter GAPA

Figura 13. Andlisis de transformantes G3-His. Se reallzo un PCR con ADN gendmico como
molde de 20 de los 30 transformantes G3-His utilizando los partidores P1 y P3. Como control de
la calidad del ADN se amplifico un fragmento del gen constitutivo GAPA, lo cual permitid ver que
la linea 12 no es transformante. WT. Linea silvestre de Arabidopsis thaliana. 1-20. Lineas
transformantes. PM. Marcador de peso molecular. +. Control positivo. -. Control negativo.

De la imagen anterior se puede ver que de las 20 plantas resistentes al antibidtico, en
19 se encuentra amplificado por PCR con los partidores P1 y P3, lo cual indica que son
transformantes. Dado que existe la posibilidad que en Ia linea 12 el ADN sea de mala
calidad para una amplificacién por PCR, se utilizé ademas los partidores para un gen
control, GAPA, donde si se encuentra amplificado (Figura 13). Esto indica que el ADN
de la linea 12 es de buena calidad, por lo tanto se trata de una linea no transformante.
Al azar, algunas de estas lineas fueron seleccionadas y se les realizd un RT-PCR

(Figura 14).

34




PM 2*

2- 5
1.5 kb — .

Figura 14. GONST3-His es transcrito en Arabidopsis transformada con G3-His. Se realiz
un RT-PCR a 5 transformantes G3-His. Para el PCR se utilizo los partidores P1 y P3. WT. Linea
silvestre de Arabidopsis thaliana. 2, 5, 7, 8, 9. Lineas transformantes. PM. Marcador de peso
molecular. + o -. Presencia o ausencia de franscriptasa reversa, respectivamente. G* y C".
Control positivo y negativo del PCR, respectivamente.

En el RT-PCR anterior se utilizé los partidores P1 y P3. Como se menciond
anteriormente, el partidor P3 hibrida a la secuencia de ADN de la cola de histidina de la
construccion G3-His, es por esto que se encuentra amplificado solo en las lineas
transformantes donde el transgén se esta transcribiendo, no asi en plantas silvestres.
La falta de amplificado en las muestras sin RT (Muestras -), indica que no hay
contaminacion por ADN gendmico, por lo cual, el resultado es confiable. De esta
imagen se puede concluir que el transgén es transcripcionalmente funcional en las 5

lineas analizadas.

Con el fin de semicuantificar los niveles de expresion de GONSTS3, se utilizd el ADNc
obtenido del RT-PCR de lineas de Arabidopsis transformadas con la construccion de
ADN G3-His. Para esto, se realizd un PCR en friplicado técnico, utilizando los
partidores P1 y P4 por un lado, y los partidores GAPA-F y GAPA-R por ofro. Los
resultados son relativos a la expresién del gen constitutivo GAPA y normalizado a la
expresion de una planta silvestre (Figura 15). El programa de PCR utilizado fue
“GONST ant” (ver Tabla Ill) con 30 ciclos, lo cual corresponde a la fase de

amplificacion exponencial para ambos genes (datos no mostrados)
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Figura 15. Semicuantificacién de la abundancia relativa de ARNm de GONST3 en
transformantes G3-His. A. A cada muestra de ADNc se le realizé un PCR con los partidores
P1y P4, y con GAPA-F y GAPA-R, ambos en ftriplicado técnico. PM. Marcador de peso
molecular. +y -. Controles positivo y negativo, respectivamente. B. Se grafica la abundancia de
ARNm de GONST3-His, la cual es relativa a la expresion del gen constitutivo GAPA y
normalizada a la abundancia de una linea silvestre de Arabidopsis (WT). *= P < 0,05 en Prueba
T de 2 colas.

Del grafico anterior se puede ver que en todas las lineas analizadas hay un aumento
estadisticamente significativo en la acumulacién del transcrito de GONST3, desde un

44% (linea 7) a un 184% (linea 9) por sobre la expresion de una linea silvestre.

Para determinar la presencia de GONST3-His, se realizé un fraccionamiento subcelular

de las hojas de plantas silvestres y de las 5 lineas transformantes para obtener una
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fraccion de membranas enriquecidas en aparato de Golgi y de reticulo endoplasmatico,
compartimentos de la célula donde se podria acumular GONST3. Sin embargo, al
realizar un western blot con un anticuerpo anti-His, no se detectd la presencia de una

proteina de fusion, lo cual si se pudo ver para un control positivo (datos no mostrados).

Si bien se obtuvieron plantas de Arabidopsis transformantes con mayores niveles de
expresion, éste aumento no se ve acompafiado de un aumento en fa acumulacion de
GONST3, por lo cual estas lineas no constituyen la mejor herramienta para avanzar en

la caracterizacion de GONST3.

4.2.3 Obtencién de la construccion pGWB8-GONST3-GFP

Paralelo a la recombinacion de pCR8-GONST3 con la construccidon de destinacion
pGWBS, se recombiné también con la construccién pGWBS (Nakagawa et al., 2007), la
cual se espera que permita la acumulacidon de la proteina GONST3 con la proteina
fluorescente verde (GFP) fusionada en su extremo carboxilo terminal. Los
procedimientos de la clonacién fueron los mismos que para G3-His y también una

colonia resistente al medio de seleccion fue utilizada para extraer su ADN plasmidial.

Se realizd una digestidn enzimatica de pGWB5-G3-GFP con la enzima Hindlll, la cual
corta tanto en la secuencia de ADN de GONST3, como en la secuencia de la
construccién. Si la recombinacién fue exitosa, al digerir con Hindlll se generara un
fragmento 17 kb y otro de 1,2 kb. El producto de la digestion se puede visualizar en la

Figura 16.
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Figura 16. Digestién enzimatica de la construccién de ADN pGWBS-GONST3-GFP. La
enzima Hindllf corta una vez en la construccion de ADN y una vez en el inserto de GONSTS,
generando fragmentos de 17 y 1,2 kb. SD. Sin digerir. Hindlll. Digestion enzimatica con la
enzima Hindill. PM. Marcador de peso molecular.

Segun la digestion enzimatica, se concluye que el marco de lectura abierto de
GONST3 sin incluir el codén de término, se ha insertado correctamente en la
construccion de destinacion pGWBS, para formar la construccion pGWBS-GONST3-
GFP. Luego de fransformar Agrobacterium con esta consiruccion, se procedié a
transformar hojas de tabaco de forma transitoria para determinar la funcionalidad de la

construccion por RT-PCR (Figura 17).

PM + - + - ©C+ C-

-i
Figura 17. Analisis de la funcionalidad de [a construccion de ADN pGWBS-GONST3-GFP.
RT-PCR de ARN extraido de hojas de tabaco infiltrado con la construccion de ADN pGWBS-
GONST3-GFP (G3-GFP) o desde hojas sin infiltrar (Sin} utilizando partidores especificos P1 y
P4 (ver Figura 5). + y — indica presencia o ausencia de transcriptasa reversa, respectivamente.
C+, C". Control positivo y negativo de PCR, respectivamente. PM. Marcador de peso molecular.
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De la imagen anterior se puede ver que la construccion es funcional en plantas al
encontrar amplificado en hojas de tabaco infiltrado con la construccion y en el control
positivo de PCR.

Dado que se observd una acumulacion del transcritc GONST3-GFP en las hojas de
tabaco transformada transitoriamente con la construccion, se procedié a cbservar la
epidermis de dicha hoja mediante microscopia de epifluorescencia para detectar [a
presencia y patrén de fluorescencia emitida por la proteina de fusion GONST3-GFP, y
asi determinar la localizacién subcelular de este TNA. Sin embargo, a pesar de realizar
4 intentos, no se observo fluorescencia en los fragmentos de tabaco analizados, la cual
si se observo en los controles positivos usados (AtUtr3-GFP, localizado en reticulo
endoplasmatico y aparato de Golgi (facilitado por el laboratorio del Dr. Ariel Orellana),
y GONST1-YFP, localizado en el Golgi (Baldwin ef al, 2001), resultados no
mostrados). Pensando que algin cambio en el protocolo de transformacién permitiria
ver la fluorescencia producto de la construccion disefiada, se disminuyd la DO de la
suspension de Agrobacterium de 0,8 a 0,6, y 0,4, ya que suspensiones muy
concentradas en Agrobacterium pueden influir en la efectividad de la transformacion, y
también se redujo los dias después de la infiltracion de 5 a 3, ya que las
construcciones de ADN ya son activas transcripcionalmente desde el segundo dia post
infiltracion, pero aun asi no se encontrd fluorescencia.

Esto podria estar ocurriendo dado que la forma de expresidn es heterdloga (proteina
de Arabidopsis expresado en tabaco) y podria haber un mal plegamiento de la proteina
de fusién debido a no encontrarse ésta en su ambiente nativo, lo cual impide ver la
fluorescencia. Considerando este hecho y habiendo confirmado la funcionalidad de la
construccion pGWB5-GONST3-GFP solo mediante RT-PCR, se procedid a transformar

plantas de Arabidopsis de forma estable, esperando encontrar la acumulacion de la
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proteina de fusién ahora en su medio nativo. Cerca de 800 semillas obtenidas fueron
esterilizadas y luego sembradas en medio MS higromicina. En la tabla V se puede
apreciar el numero de plantas resistentes y la eficiencia de transformacién, mientras
que en la Figura 18 se pueden observar 3 de las 15 plantas resistentes, las cuales son

distinguibles faciimente debido a su mayor tamaiio.

Tabla V. Tasa de transformacién para Arabidopsis transformada con G3-GFP.

Niamero 800 15 1,86%

Figura 18. Transformacion estable de Arabidopsis con el vector pGWB5-GONST3-GFP. En
la figura se muestran las plantulas obtenidas tras 2 semanas de la siembra en medio de
seleccion con higromicina (25 pg/ml), de las semillas obtenidas a partir de la inmersién floral.
Con las flechas se indican tres de las 15 plantulas resistentes obtenidas.

Se crecieron 6 de las trece plantas resistentes, las cuales no se pudieron analizar

mediante PCR si son transformantes, dado que no fue posible la estandarizacién de un




buen protocolo para la utilizacion de los partidores P1 y P5 (Figura 5). A estas plantas
se les extrajo ARN desde hojas caulinares y de roseta al cabo de 4 semanas y como
control se utilizé plantas de Arabidopsis silvestre. Se procedié a realizar un RT-PCR
semicuantitativo, y para esto, utilizando el ADNc¢ obtenido luego de la reaccién de RT-
PCR, se realizé un PCR en triplicado técnico, utilizando los partidores P1 y P4 (ver
Figura 5) por un lado, y los partidores GAPA-F y GAPA-R por otro (Tabla 1), con el fin
de semicuantificar [os niveles de expresion de GONSTS3, relativo a la expresion del gen
constitutivo GAPA y normalizado a la expresién de una planta silvestre (Figura 19). El
programa de PCR utilizado fue “GONST ant” (Tabla Ill) con 30 ciclos, lo cual
corresponde a la fase de amplificacibn exponencial para ambos genes (datos no

mostrados).
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Figura 19. Semicuantificacion de la abundancia relativa de ARNm de GONST3 en
transformantes G3-GFP. A. A cada muestra de ADNc se le realiz6 un PCR con los partidores
P1 y P4 y con GAPA-F y GAPA-R, ambos en triplicado técnico. PM. Marcador de peso
molecular. B. Se grafica la abundancia de ARNm, la cual es relativa a la expresion del gen
constitutivo GAPA y normalizada a la abundancia de una linea silvestre de Arabidopsis (WT).
*=P < 0,05 en Prueba T de 2 colas.

De la figura anterior se puede ver que en vez de aumentar los niveles de expresion de
GONST3, estos se encuentran disminuidos de forma significativa en 5 de las 6 lineas
analizadas. Por lo tanto, esta construccion ha gatillado silenciamiento génico post-
transcripcional por co-supresion, obteniendo un rango de acumulacién de GONST3 de

entre 16% (linea 13) y 80% (linea 2) comparado con plantas silvestres. Para
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comprobar este hallazgo, se analizaron epicotilos de plantas de 7 dias mediante
microscopia de epiflucrescencia y confocal. No se observé fluorescencia en ninguna de
las 6 lineas analizadas (2, 4, 5, 6, 11 y 13; datos no mostrados) y al realizar un western
blot utilizando un anticuerpo anti-GFP tampoco se detectd una proteina de fusion
(datos no mostrados). Estos resultados avalan la hipdtesis de que se ha gatillado
silenciamiento génico post-transcripcional, dado que por RT-PCR en tabaco se' vio que
la construccion si es funcional {Figura 17). Este resultado es inesperado, sin embargo,
las lineas obtenidas en el Seminario de Titulo, son las Unicas descritas hasta el
momento que poseen menores niveles de expresién de GONSTS3, con lo cual se
cumplié con el objetivo 2.2.1. Estas lineas representan una importante herramienta

para la realizacion de estudios fenotipicos, lo cual aportaria importante informacion

sobre este TNA.
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5. Discusion

Un ntmero limitado de glicoconjugados vegetales - los polisacaridos (xiloglucano y
RGIl) y las glicoproteinas (N-glicanos y AGPs) - se encuentran fucosilados y/o L-
galactosilados. Analisis bioinformaticos sugieren que GONST3 podria ser el
transportador que importa GDP-fucosa y/o GDP L-galactosa hacia el limen del aparato
de Golgi para la glicosilacion de las ramificaciones de estas macromoléculas. En el
presente seminario de titulo se plantearon los objetivos de generar herramientas
moleculares para la obtencién de plantas de Arabidopsis que tuvieran niveles de
expresion de GONST3 alterados comparados con plantas silvestres.

Para intentar reducir la expresion de GONST3 medianie RNAI, se utilizd el vector
pHELLSGATE-12-GONSTS3 ef cual posee clonado un fragmento de 350 pb en sentido y
en antisentido (ver Figura 5), separados por un intron, por lo que, luego de la
transcripcion de estos fragmentos, el ARNm es capaz de auto-hibridar por
complementariedad, formando un ARN de doble hebra, el cual se esperaba que fuera
capaz de gatillar SGPT.

La funcionalidad transcripcional de esta construccion fue comprobada mediante RT-
PCR (Figura 7} y plantas de Arabidopsis fueron transformadas de forma estable, Sin
embargo, al sembrar las semillas de estas plantas, no se obtuvieron plantas resistentes
al medio de seleccion, las cualés si fueron capaces de germinar en un medio carente
de antibidticos. Esto podria estar ocurriendo por 2 razones. Una de ellas es que el gen
Nptll, cuyo producto génico le otorga resistencia a kanamicina a las plantas, estuviera
silenciado, lo que ha sido ya descrito en otros modelos, donde al crecer las plantas sin
medio de seleccion es posible encontrar transformantes al analizarlos mediante PCR

(Fladung, 1999; Dominguez et al., 2002). La otra posibilidad es que hubiese ocurrido

e —————
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algn error en la transformacion o que las flores no se hayan encontrado en un estado
receptivo, es decir, que éstas ya hayan sido autopolinizadas y las semillas ya estaban
en formacidn, por lo cual no fueren susceptibles a transformacién genética.

Es importante destacar que la carencia de transformantes no se debe a que la
disminucion de los niveles de expresion de GONST3 sea letal, dado que en el marco
de este Seminario de Titulo, se encontrd plantas de Arabidopsis con hasta un 84%
menor expresion de este TNA respecto de una linea silvestre (ver Figura 20). Ademas,
cada evento de transformacion es independiente y al azar, por lo que mediante la
técnica utilizada se obtienen grados de silenciamiento. Segun esto, se deberia haber
encontrado transformantes con, a lo menos, un bajo porcentaje de SGPT.

Resulta curioso, y vale la pena mencionar, la carencia de lineas silenciadas en
GONST3 por RNAI en los bancos de semillas generados por proyectos internacionales,
cuyo objetivo es reducir sistematicamente la expresion de cada uno de los ~25.000
genes presentes en Arabidopsis. Entre ellos se encuentra el consorcio AGRIKOLA
{Arabidopsis Genomic RNAi Knock-out Line Analysis) de la Union Europea (Hilson et
al.,, 2004). Sin embargo, en este consorcio, si se dispone de lineas de RNAi para
GONST4, TNA que se supone tendria caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas
similares a GONST3.

Una alternativa que se propone para solucionar los problemas que surgieron en esfa
parte del trabajo, es la utilizacién de construcciones de ADN para RNAi inducibles por
diversos compuestos, por ejemplo, inducibles por la hormona dexametasona
(Wielopolska et al., 2005), la cual permite una activacion del RNAi en el estadio de
desarrollo que se estime conveniente, mediante la aplicacion exégena de la hormona,

mientras que al no agregar ésta, no se transcribe el RNAIL
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Otro de los objetivos del seminario de titulo fue aumentar los niveles de expresion de
GONST3 y para esto se desarrollaron 2 construcciones de ADN, una de ellas (G3-His)
deberia haber permitido [a acumulacién de una proteina de fusion de GONST3 con una
cola de 6 histidinas en su extremo carboxilo terminal, mientras que la otra construccién
(G3-GFP), deberia haber generado una proteina de fusion entre GONST3 y la proteina
fluorescente verde (ver Figura 5).

Mediante RT-PCR a hojas de tabaco transformadas transitoriamente con cada
construccion, se confirmd la funcionalidad transcripcional de ellas (ver Figura 12 y 19,
respectivamente), por lo cual se transformé Arabidopsis de forma estable con cada una

de estas construcciones.

Al realizar una semicuantificacion de los niveles de expresion de GONST3 en cinco de
las lineas de Arabidopsis transformadas con la construccion G3-His, se encontraron
que en todas las lineas analizadas hay un aumento significativo entre un 44% y un
184% respecto de una linea silvestre en la acumulacion total de transcritos del TNA
{tanto GONST3 endbégeno como GONST3-His) (ver Figura 16). Sin embargo, a pesar
de que la construccion es funcional transcripcionalmente en planta y aumenta los
niveles de expresion de GONST3, no se detectd la proteina de fusion al realizar un
western blot utilizando un anticuerpo anti-His. Esto indica que, probablemente, el
ARNm no se estaria traduciendo (aungue la estrategia de clonacion implementada
asegura que GONST3 se encuentra en marco lectura con la cola poli-histidina) o
también podria ocurrir que la proteina de fusiéon no esta siendo bien plegada y en vez
de acumularse se esta degradando por el control de calidad de la célula. Estas lineas
obtenidas permitieron cumplir con el objetivo 2.2.2 del trabajo, sin embargo no

constituyen una buena herramienta para la caracterizaciéon de GONST3, dado que no
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se consiguié un aumento en la acumulacion de este TNA.

Por otro lado, al realizar un western blot a vesiculas de Golgi y reticulo endoplasmatico
extraidas desde hojas de tabaco infiltradas con la construccion G3-GFP, no se detecté
la proteina de fusion y tampoco se observé fluorescencia al analizar la epidermis, por lo
que se planted la posibilidad de que esto ocurriera dado que la expresion es en un
sistema heterdlogo (proteina de Arabidopsis acumulada en tabaco). Considerando este
hecho, se decidid transformar Arabidopsis de forma estable con esta consiruccion para
corroborar esta hipotesis,

A las lineas de Arabidopsis transformadas con la construccion G3-GFP, se les realizd
una semicuantificacion de los niveles de expresion de GONST3, encontrandose que se
gatillo silenciamiento génico post-transcripcional por co-supresidn, obteniendo un rango
de acumulacion de GONST3 de entre 16% y 80% comparado con plantas silvestres
(ver Figura 20). La co-supresién es otra forma de lograr SGPT. Este tipo de
silenciamiento fue inicialmente descrito en la planta de petunia, donde se sobreexpresé
el gen de la chalcona sintasa chsA, utilizando una construccion de ADN que poseia el
promotor 35S, al igual que las construcciones utilizadas en el Seminario de Titulo
(Napoli et al., 1990). El| gatillante del SGPT, en esta situacion, se deberia a la
existencia y acumulacion de una poblacién de ARNm aberrante, en cuanto a su
estructura tridimensional o a su procesamiento, entre [os transcritos producidos.

En un estado de pre-silenciamiento, la tasa de transcripcion podria resultar en un
prominente flujo de transcritos correctamente procesados desde el nicleo al citosol, sin
embargo, en secuencias génicas particulares, como en el caso de GONST3, que no
posee intrones (Handford et al., 2004), sumado al hecho de la generacion de una

fusion génica a GFP, aumenta la posibilidad de generar moléculas de ARN aberrante.
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Estas moléculas aberrantes no son reconocidas por los ribosomas en el citosol, por lo
cual son reconocidas como ARN no productivo, el cual es enviado al nacleo.

Una vez en el nlcleo, estas moléculas de ARN no productivo, son capaces de unirse al
ADN, formando hibridos, lo cual lleva a la produccién de cortas moléculas de ARN
antisentido, Luego las moléculas pequefias de ARN antisentido son exportadas al
citosol, donde se unen a degradosomas, que son los encargados de degradar el ARNm
endogeno, estado donde se ha gatillado el silenciamiento génico (Depicker y Montegu,
1997).

Corroborando la hipotesis de que SGPT habia sido gatilado en las plantas
transformadas con GONST3-GFP es que, al realizar un western blot a vesiculas de
aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico de estas lineas (compartimentos donde se
podria localizar este TNA), utilizando un anticuerpo anti-GFP, tampoco se encontré una
banda que identificara la proteina de fusion. Esto concuerda con la carencia de
fluorescencia al analizar estas lineas mediante microscopia de epifluorescencia y
confocal. Es por esto que el tipo de silenciamiento génico seria en frans, es decir, el
ARN transcrito tanto desde el transgén, como el gen homédlogo (GONST3) es
degradado (Fagard y Vaucheret, 2000). Sin embargo, el hecho de que se haya
gatillado SGPT en Arabidopsis impide concluir si la falta de flucrescencia en tabaco es
producto del organismo elegido como modelo heterélogo, o porque fusiones C-
terminales a GONST3 son inestables. En relacion a la segunda alternativa, en el marco
de este Seminario se realizaron 2 fusiones de este tipo (G3-GFP y G3-His) y anterior a
este trabajo se habian realizado 3 construcciones mas, que también generan fusiones
C-terminales (pKYFWG2-G3-GFP (datos no publicados), pVKH18En6-G3-GFP
(Handford et al., 2004) y pBlI121-G3-V5-His (datos no publicados). En ninguno de los

casos ha sido posible detectar la presencia de la proteina de fusion).
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En el caso de haber una inestabilidad, debido a las distintas fusiones de GONST3, el
problema podria encontrarse en el ARNm. Sin embargo, dado que para el caso de G3-
His se detectd un aumento estadisticamente significativo de GONST3 en las lineas de
Arabidopsis analizadas, y para la linea 5 de la serie G3-GFP, los niveles de expresion
son iguales a una linea silvestre, no se puede descartar que el problema se encuentre
en la proteina que se puede estar acumulando.

Una posible explicacion para la falta de acumulacion de las proteinas de fusion, se
puede encontrar en el hecho de que en levadura y en mamiferos, se han ideniificado
varias clases de sefiales de exportacion desde el reticulo endoplasmatico. Una de
estas senales, son los motivos diacidicos, quienes serian los responsables de la
destinacion de proteinas hacia el aparaio de Golgi y corresponden a 2 residuos
acidicos separados por otro aminoacido, representados comtnmente de la forma DXE
(Asp-X-Glu) o DXD (Asp-X-Asp). Estos motivos también son funcionales en proteinas
vegetales, inciuyendo GONST1 (Hanton et al., 2005). En el caso del TNA GONST1, se
describid un dominio diacidico del tipo DXE en su extremo N-terminal, el cual también
es posible encontrarlo en GONST3 (Figura 20). Sin embargo, en el caso de este Ultimo
TNA, existen otros dominios diacidicos en su extremo C-terminal, y por lo tanto, al
realizar fusiones C-terminales se podria estar alterando esta sefial de exportacion, lo
cual pedria llevar a una errénea destinacion de la proteina de fusion, activandose la

magquinaria de degradacion.
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Figura 20. Analisis de la Presencia de Dominios Diacidicos en 4 TNAs de la Familia
GONST. En azul se muestran los residuos aminoacidicos acidos y los dominios diacidicos
encontrados estan resaltados en amarillo. El alineamiento se realizd utilizando ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

Mediante lo anterior, se puede explicar la carencia de las proteinas de fusiéon G3-His y
G3-GFP luego de los analisis realizados, sin embargo no explica por qué en el caso de
las lineas de Arabidopsis transformadas con la construccion G3-His hay un aumento de
los niveles de expresion de GONST3, mientras que en 4 de las 5 lineas de Arabidopsis
transformadas con la construccion G3-GFP se habria gatillado SGPT. Una posible
explicacion se basa en la estabilidad de los ARNm de cada proteina de fusién. Para
esto se analiz6 la energia libre para la formacion de la estructura del ARNm de
GONST3, de GONST3-His y de GONST3-GFP (Figura 21), encontrandose los valores
de -174,1, -182,2 y -375,8 kcal/mol, respectivamente.

Segun esto, se puede ver que la fusién de GONST3 a GFP, generé un ARNm que es
~2 veces mas estable que los otros, por lo tanto aumentaron de tal forma los niveles de
expresion de GONST3-GFP, que se alcanzé el umbral necesario para gatillar SGPT
por co-supresion, como ya se menciono anteriormente.

Una posible solucién para poder sobreexpresar GONST3, es por lo tanto, la utilizacion

de construcciones que permitan la acumulacién de una proteina de fusion N-terminal,
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como por ejemplo pGWB12 (Nakagawa et al., 2007), que fusiona el epitopo FLAG
(DYKDDDDK) al gen de interés. También es una posibilidad la de utilizar
construcciones de expresion con promotores inducibles, con lo cual se puede controlar

los niveles de expresion y el estadio de desarrollo en que se induce el transgén,

A pesar de que en las lineas de Arabidopsis transformadas con la construccion G3-
GFP no se pudo analizar la localizacion subcelular de GONSTS3, estas constituyen un
gran avance para el estudio de éste TNA, ya que representan la dnica forma de
abordar el analisis de plantas con menores niveles de expresion de GONST3, dada la
carencia de lineas transformantes por RNAi o de mutantes insercionales para este TNA

en ninguno de los bancos de semillas existentes.
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Figura 21. Analisis de la estabilidad del ARNm de GONST3, GONST3-His y GONST3-GFP.
A. Estructura del ARNm de GONSTS3, con una energia libre de formacion de -174,1 kcal/mol. B.
ARNm de GONST3-His, posee una energia libre de formacion de -182,2. C. ARNm de
GONST3-GFP, posee una energia libre de -375,8 kcal/mol. Se indican los nimeros de bases de
cada secuencia. Se utilizé el programa online RNA secondary structure prediction

(http://www.genebee.msu.su/services/rna2_reduced.html).
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6. Conclusiones

e Se confirmd la funcionalidad transcripcional de la construccién pHELLSGATE12-
GONST3-RNAI mediante la transformacién transitoria de hojas de tabaco. Sin
embargo, al transformar Arabidopsis en forma estable, no se encontraron plantas
transformantes.

e Se realizaron las construcciones de sobreexpresion pGWB8-GONST3-His y
pGWB5-GONST3-GFP, las cuales se corroboraron su funcionalidad mediante RT-
PCR de hojas de tabaco transformadas transitoriamente.

e Al transformar Arabidopsis, la construccion pGWB8-GONST3-His permitio
aumentar los niveles de expresién de GONST3 in vivo, sin embargo no fue
detectada la proteina de fusion GONST3-His.

» Al transformar Arabidopsis, la construccion pGWB5-GONST3-GFP gatillo SGPT
por co-supresion, por lo cual no se observo la proteina de fusion GONST3-GFP.

« GONST3 podria ser inestable al poseer fusiones C-terminales, posiblemente
porque dichas fusiones interfieren con las sefiales de exportacidn desde el reticulo
al Golgi.

» Las lineas de Arabidopsis transformantes con la construccion GONST3-GFP,
constituyen una importante herramienta para la caracterizacién de GONST3, dado

que son las tnicas descritas con menor nivel de expresion de este TNA.
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7. Proyecciones

Como proyeccion al trabajo realizado, se seguiran analizando las lineas Arabidopsis
transformadas con la construccion GONST3-GFP. En estas lineas se analizara tanto la
morfologia, para determinar ¢l rol funcional de este TNA, como aspectos bioguimicos,
donde se analizara la composicién de la pared celular, especificamente viendo el
patrén de fucosilacion y de L-galactosilacion. Los glicoconjugados fucosilados que
utilizan como fuente la GDP-fucosa son el xilogiucano, los N-glicanos, las proteinas
arabinogalactano y el RGII, mientras que el glicoconjugado que utiliza como fuente la
GDP-L-galactosa es solo el RGIl. En las mutantes simples, si existiera un defecto en
algunos pero no todos los glicoconjugados analizados, esto entregara evidencia
funcional de la existencia de complejos multiprotéicos, avalando (o no) el modelo en
Figura 2C.

En estos andlisis, se utilizaran lineas transformantes y silvesires de Arabidopsis,
analizando tanto raices como hojas, por separado, lo cual entregara informacion sobre
la organizacion metabdlica del aparato de Golgi.

Ademas en estas lineas, se realizaran ensayos de transporte a vesiculas de Golgi y de
reticulo endoplasmatico obtenidas por gradiente discontinuo de sacarosa, incubandolas
con una solucidon que contiene los nucledtidos-azticar marcados radioactivamente
GDP-fucosa, UDP-glucosa (control) disponibles comercialmente o GDP-L-galactosa
(sintetizado en el laboratorio a partir de GDP-manosa, Wolucka et al., 2001).

Otra proyeccion es la realizacion de construcciones de ADN que permitan dilucidar la
especificidad de sustrato y localizacion subcelular de GONST3, generando fusiones N-

terminales.
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