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Biografia

Naci un    29   de   abril   de    1986   en   Santiago,

producto   de   un   `chiripazo'   como   en   muchas

familias  de  este  pais.  Menor  de  tres  hermanos,

creci   como   todo    `conchito',    regal6n   y   sobre

estimulado,   en   una   gran   familia   aclanada   con

muchos  tios  y  primos  donde  los  cumpleaFios  y

convivencias     eran     pan     de     cada     dia.     Mj

educaci6n    parti6    en    un    colegio    muy    poco

conocido  llamado  Renacimiento  (no  se  si  aun  existe)  donde estuve  s6lo  hasta  kinder,

ahi aprendi  lo suficiente para adaptarme en  mi  proximo colegio,  Saint Gaspar College,

donde   estuve   hasta   octavo   basico.   Muy   caracteristico   de   los   colegios   cat6licos,

inculcando    valores    y     lleno    de    actividades,     vivi    grandes    afios    de     mi    vida.

Posteriormente,   las  vueltas   de   la   vida   me   llevaron   a  convertirme   en   un   `pitutano'.

Estuve en  el  lnstituto  Nacional toda  mi  educaci6n  media,  donde  pude  aprender la otra

cara de la  moneda,  salir de  la  burbuja,  desarrollarme adn  mas como persona  y valorar

otras  cosas  de  la  vida.  Comparti  con  gente  muy  variada,  con  experiencias  de  vida

distintas, todos en  un entorno competitivo,  que par seguro trajo buenas consecuencias

para cada uno de mjs ex compafieros. A pesar de salir con buen rendimiento,  las notas

acumuladas  en  la  media  me jugaron  una  mala  pasada  y  no  pude  ingresar  a  la  U  de

inmediato.  Gracias  a  eso termin6  estudiando  un  afro  en  el  Preu  Gustavo  Molina  (estilo

colegio) donde conoci gente muy valiosa,  gente que jamas pens6 que perduraria en mi

vida.  Luego  ese  afro  de  entrenamiento  PSU  valid  la  pena  y  termine  estudiando  esta

carrera  que  me tiene  en  este  momento defendiendo  mi titulo.  La etapa  vivida  en  la  U,

como   todas   las   etapas   de   la   vida,   trajo   consigo   nuevas   amistades   y   grandes

experiencias,   no  solo  fueron   noches  de   largo  estudio   si   no  tambien   carretes   por

montones.   Mi  formaci6n  como  Biotecn6logo  me  condujo  al  Laboratorio  de   Biologia

Molecular  Vegetal,   bajo   la   tutela   del   Dr.   Mike.   Ot+a   gran   experiencia   en   mi   vida,

enriquecedora    por   completo   con    excelentes    nuevos    amigos.    Actualmente    sigo

estudiando,  me  quede  en  el  lab  haciendo el  Magister en  Ciencias  Biol6gicas,  asi  que

pr6ximamente  tendte  que  escribir  otra  tesis,  tesis  que  permitira  continuar  con  esta

historia...,.
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Resumen

La pared celular vegetal es una estructura moleoular compleja que rodea a la celula y

que   le   otorga  forma,   rigidez  y  flexibilidad   entre   otras  funciones  fisiol6gicas.   Esta

compuesta  principalmente por proteinas,  sustancias aromaticas y  polisacaridos como

la celulosa, las hemicelulosas y las pectinas. Polisacaridos no-celul6sicos i-fucosilados

c`omo   el   ramnogalacturonano   11   (que  es  tambi6n   i-galactosilado)  y  el  xiloglucano

ademas de glicoproteinas N-glicanos y proteinas arabinogalactano son glicosjlados en

el  aparato  de  Golgi.  La  incorporaci6n  de  los  sustratos  (GDP-i-Galactosa  y  GDP-i-

Fucosa)  desde el citoplasma  hacia el  interior del organelo,  para su posterior uso en  la

sintesis  del%hs  cadenas  laterales  de  estas  macromol6culas,  es  l[evada  a  cabo  por

transportadores de nucle6tido-aztlcar (TNAs).

En Arab/.dapsi.s fha//.ana, por genetica reversa se ha identificado una familia putativa de

TNAs  llamada  GONST.  Trabajos  realizados en  el  laboratorio  del  Dr.  Hand ford  (2006-

2010)  han  revelado  que  GONST3  es  un  transportador de  GDP-l€al,  mientras  que

GONST4 transporta GDP-i-Fuc y GDP-i-Gal.

En   el   marco   de   la   caracten.zacj6n   de   GONST3   y   GONST4   se  esta   estudiando

principalmente  la  especificidad  de  sustrato  y  luego  el  papel  /.n  v/.vo  de  estos  TNAs

medjante  el  analisis  de  plantas  con  menores  niveles  de  expresi6n  de  GOwsr3  o

GOIVsr4.  Para  enfocar estos  t]ltimos  estudios,  se  hace  necesario  analizar el  patr6n

detallado de expresj6n de ambos TNAs,  con el fin de focaljzar los analisis posteriores

de  la  composici6n  de  macromoleculas  i-fucosiladas  y/o  Li]alactosiladas  en  aquellos

6rganos de Arabidopsis que presenten diferencias en la expresi6n de los TNAs.



La estrategia  utilizada en  este Seminario  consisti6 en  la  construcci6n de dos vectores

reporferos G3Pr::GUS y G4Pr::GUS,  que expresan  la  proteina  P-glucuronidasa  bajo  [a

regulaci6n     de     los     promotores     de     GOIVsr3    y     GOIVsr4,     respectivamente.

Posteriormente, se obtuvieron 5 lineas de Arabidopsis transformadas con G3Pr::GUS y

10  con  G4Pr::GUS,   Luego,   se  realiz6  el  ensayo  histoquimico  GUS  de  tres  lineas

transformantes   para   cada   Tl\IA   mostrando   una   expresi6n   ubicua   a   lo   largo   del

desarrollo de la planta.  La mayor tinci6n se registfo en hojas caulinares,  raices y tallos,

mientras  que  los  menores  niveles  se  obtuvieron  en  hojas  senescentes,  semillas  y

petalos.  Las  principales  diferencias  se  reportaron  en  cotiledones  y  estigmas  de  las

lineas G4Pr::GUS, las que no presentaron tinci6n a diferencia de G3Pr::GUS.

Finalmente,  analisis  t.n  si./t.co  utilizando  las  bases  de  dates  de  Aftymetrix  mostraron

resultados  semejantes  a  los  obtenidos  por  los  ensayos  histoquimicos.  Ademas,  se

identificaron elementos c/.s-regulatorios en  los promotores de ambos TNAs,  incluyendo

algunos relacionados directa o indirectamente con la sintesis de la pared celular, como

por  ejemplo  elementos  de  respuesta  a  elicitores,  meristema  y  golpe  t6rmico,  entre

otros.



Abstract

The   plant  cell  wall   is   a   complex  molecular  structure  which  surrounds  the  cell   and

confers  shape,   rigidity  and  flexibility  among  other  physiological  functions.   It  is  mainly

composed   of  proteins,  aromatic  molecules  and   polysaccharides  such  as   cellulose,

hemicelluloses   and   pectins.   i-fucosylated   non-cellulosic   polysaccharides   such   as

rhamnogalacturonan  11  (which  is  also  i-galac{osylated)  and  xyloglucan,  as  well  as  N-

Iinked   glycoproteins  and  arabinogalactan   proteins  are  glycosylated   inside  the  Golgi

apparatus. The import of the substrates (GDP-i-Gal and GDP-i-Fuc) into this organelle

from  the  cytoplasm,  for  subsequent  use  in  the  synthesis  of  the  sidechains  of  these

macromolecules, is carried out by nucleotide-sugar transporters (NSTs).

By  reverse  genetics,  a  putative  family  of  NSTs  called  GONST  has  been  identified  in

Arab/.daps/.s  fha//.ana.  In  the  laboratory  of  Dr.  Hand ford  (2006-2010),  recent  research

has  shown that GONST3  is a  GDP-i-Gal transporter, whilst GONST4 transports  GDP-

L-FUG and  GDP-i-Gal.

ln   the   characterization   of   GONST3   and   GONST4,   the   substrate   specificity   and

subsequently  the  role  /.n  v/.vo  of  these  NSTs,  using  plants  with  lower  GONST3  and

GONST4  expression  levels,  are  being  studied.  To focus this  latter aim,  it is  necessary

to   analyse   in   detail   the   expression   pattern   of   both   NSTs,   in   order  to   direct  the

subsequent  studies  of i-fucosylated  and/or i-galactosylated  macromolecules  in  those

Arabidopsis organs that present different expression patterns of these NSTs.

The strategy used  in this Seminar consisted  in the construction  of two  reporter vectors

G3Pr::GUS   and   G4Pr::GUS,   which   express  the   protein   B-glucuronidase   under  the



1. Introducci6n

1.1  La pared celular vegetal

La pared  celular es una estructura molecular compleja y dinamica que rodea a la c'6lula

entregando  forma,   rigidez  y  flexibilidad  a  esta.   Se  encuentra  localizada  fuera  de  la

membrana  plasmatica dando soporte frente a estfes mecanico y protecci6n a la c6lula,

actuando  como  la  primera  barrera  de  defensa  contra  organismos  pat6genos.  Al  igual

que  toda  la  c6lula,  es  un  componente  dinamico  y  su  estructura  y  composici6n  se

modifican fren{e a variaciones del entorno y a lo largo del desarrollo celular. Ademas de

controlar el  desarrollo  y  diferenciaci6n  c6rular,  es  parte  de  la  sefializaci6n  hormonal  y

de respuesta a ataques de pat6genos (Carpita y Mccann, 2000;  Hand ford, 2006).

1.1.1  Composici6n de la pared

La    pared    celular    vegetal    esta    compuesta    principalmente    por    tres    tipos    de

macromoleculas;  proteinas,  compuestos  aromaticos y polisacaridos.  Los  polisacaridos

estructurales  son  los  componentes  mss  abundantes  de  la  pared  celular  de  plantas,

organizados   en   redes   macromoleculares   entrecruzadas   de   pectinas,   celulosa   y

hemicelulosas     (Sticklen,    2008)    (figura     1).     La    celulosa    constituye    el    principal

polisacarido  de  la  pared.  Esta formada  de  cadenas  lineales  de  D-glucosa  unidas  par

enlaces glucosfdicos f!(1+4), y su sintesis es llevada a cabo por las celulosas sintasas

en   la   membrana   plasmatica.   Las   cadenas   lineales   se   entrecruzan   para   formar

microfibrillas  de  celulosa  unidas  por puentes  de  hidr6geno  (MCNeil  y  col,1984).  Estas

microfibrillas son  depositadas en  mayor cantidad  en  la  pared  primaria,  las que otorgan

estructura  y  rigidez a  la  pared  generando  una  matriz de  anclaje  para  otras  mol6culas

(Lerouxel y col, 2006).



Por otro lado, se encuentran  los polisacaridos no celul6sicos que son sintetizados en el

aparato de Golgi.  El primer grupo de 6stos son las hemicelulosas  (figura  1 ); xiloglucano

(P(1+4)    D-glucosa    con    ramificaciones    de    cr-D-xilosa,    D-galactosa    y    i-fucosa),

(gluco)mananos    (a(1+4)    D-manosa    o    glucosa    con    ramificaciones    variables)    y

glucoarabinoxilano    (P(1+4)    D-xilano    con    ramificaciones    de    cr-D-glucosa   y    cr-i-

arabinosa).  Estos  polisacaridos  son  parte de  la  matriz de  la  pared  primaria,  aportando

rigidez  a  esta  al  entrelazar  las  microfibrillas  de  celulosa  (Lerouxel  y  col,  2006;  Reiter,

2002).  El  segundo  grupo  de  polisacaridos  no  celul6sicos  son  las  pectinas  (figura  1),

polisacaridos altamente heterog6neos,  ubicados en la lamina media, otorgan porosidad

y  carga  a  la  pared  frente  a  variaciones  de  pH  y  tambien  regulan  adhesi6n  celular.

Dentro de este grupo se encuen{ran  los homogalacturonanos,  el  ramnogalacturonano I

(RGl)  y  RGII.  Tanto  el  xilogalacturonano  y  RGll  pertenecen  al  grupo  de  las  pectinas

que se caracterizan  por tener una cadena central formada  por enlaces a(1+4)D-acido

galactur6nico   decorados   con   una  gran  cantidad   de   cadenas   laterales   de   distintos

aztlcares,  haciendo  estas  mol6culas  muy  hidrofilicas  (Carpita,  1996,  2000;  Hand ford

2006),  sobre  todo el  RGll  que es el  polisacarido  con  la  mayor diversidad  de  azdcares

(12 tipos),  incluyendo decoraciones de i-fucosa, i-galactosa,  entre otros (O'Neill y col,

2004).

Tambi6n  es  posible  encontrar  proteinas  (figura   1)  dentro  de  la  matriz  de  la  pared

celular  vegetal.  En  Arab/.daps/.s  aha//.ana  se  han  descrito  por  estudios  de  prote6mica

unas   400   proteinas   de   pared   (Jamet  y  col,   2008),   entre   las   que   se   encuentran

principalmente,   extensinas;   proteinas  insolubles   rjcas  en   hidroxiprolina   (HPRP)  con

numerosos  motivos repetidos. de ser-hypn,  separados por regiones  ricas en tyr,  lys,  his

y val;  proteinas  ricas en  prolina  (PRP) y ricas en glicina  (GRP),  las que se encuentran



presentando   un   fenotipo   en   raices   sensible   a   sales,   generando   problemas   en   la

biosintesis de la pared del meristema apical de raices (Schaewen y col, 2008).

1.1.2 Sintesis de los polisacaridos

La sintesis de la  celulosa ocurre en  la  membrana  plasmatica  por acci6n de  la celulosa

sintasa.  Esta  proteina forma  complejos  llamados rosetas;  cada  roseta esta  compuesta

de  seis  unidades  y  cada  unjdad  a  su  vez  esta  formada  por seis  celulosas  sintasas,

generando  un total de 36 proteinas por roseta.  Este complejo varia en su  composici6n

segtln  la especie,  encontrando por ejemplo en Arabidopsis una familia de  10 celulosas

sintasas   involucradas   en   la   formaci6n   de   las   rosetas   (Lerouxel   y   col,   2006).   Las

proteinas del  complejo son formadas en el  reticulo,  modificadas  por glicosilaciones en

el   aparato   de   Golgi   y   destinadas   a   la   membrana   plasmatica,   donde   finalmente

transfieren glucosas a la cadena naciente de celulosa (Gibeaut y Carpita,1994).

Figura  1.  Esquema  de  la  estructura  de  la  pared  celular  de  plantas.  Las  barras  verdes
representan  las microfibrillas de celulosa entrecruzadas con cadenas de hemicelulosa y pectina

que  le otorgan rigidez a la  pared.  Extraido y traducido al espaflol de Sticklen,  2008.



Por   otro   lado,    los   polisacaridos   no   celul6sicos   (pectinas   y   hemicelulosas)   son

sintetizados  en  el  aparato  de  Golgi  (Reyes  y  Orellana,  2008;  Hand ford,  2006).  Las

enzimas involucradas en la biosintesis de los polisacaridos de la pared y glicoproteinas

estan  localizadas  en  la  via  secretoria.  Estas  enzimas  son  las  glicosiltransferasas  que

catalizan   la   transferencia   de  azdcares   desde   mol6culas   activadas   a   polisacaridos

aceptores  especificos  (figura  2),  formando  enlaces  glicosidicos  (Bowles  y  col,  2005).

En su  mayoria son  proteinas  de membrana tipo  11,  las que  poseen  un  tlnico segmento

que atraviesa la membrana y funciona como una tlnica secuencia ancla.  Una  pequefia

porci6n   N-terminal   es   citos6lica,   mientras   que   el   domi`nio   cata[itico   C-terminal   se

localiza  hacia  el  lumen  de  Golgi,  decoraLndo  los distintos  polisacaridos  no-celul6sicos y

glicoproteinas de  la c6lula  (Keegstra y Raikhel,  2001).  Hasta la fecha  los esfuerzos  se

han  concentrado  en  la  identificaci6n  y  caracterjzaci6n  de  estas  proteinas  en  distintos

organismos,      ademas     de      la     creaci6n     de     una      base      de      datos      (CAzy;

http://www.cazy.org/fain/acc_GT.html)  para  su  clasificaci6n,  contando  con  92  familias

identificadas (Henrissat y col,  2001).

Ademas,   se  ha  caracterizado  otro  tipo  de  glicosiltransferasa   llamada  tipo  celulosa

sintasa  o  CSL   (cellulose  synthase  like;  figura  2).   Estas  proteinas  poseen   mdltiples

dominios transmembrana, pero a diferencia de las celulosas sintasas, se localizan en el

aparato  de  Golgi  y  carecen  de  un  dominio  N-terminal  de  dedos  de  Zn.    Su  funci6n

radica     en     la     sintesis    de    las    cadenas    principales    de    algunos     polisacaridos

hemicelul6sicos,   por  ejemplo,  xiloglucanos  y  glucomananos,  ya  que  al  igual  que  la

celulosa,   ambos   polisacaridos   poseen   enlaces   A(1+4)   (Zeng   y   Keegstra,   2008;

Dhugga,  2001).



Como se mencion6 anteriormente,  los sustra{os para la sintesis de los polisacaridos de

la  pared  celular  son  azticares  activados  por  la  adici6n  de  un  nucle6sido  mono-  o  di-

fosfato  formando  un  nucle6tido-azdcar,  los  que  son  sintetizados  en  el  citoplasma  y

deben     ser    importados     al     lumen    de     Golgi.     A    diferencia    de     las     CSL,     las

glicosiltransferasas del tipo 11  no son capaces de interhalizar estos azdcares, por lo que

necesitan  de  algcin  transpor{ador  capaz  de  ingresar  los  nucle6tidos-azdcar  desde  el

citosol hacia e]  interior de[ organelo.

1.2 Transportadores de nucle6tido-azdcar (TNAs)

La  incorporaci6n  de  los  nucle6tidos-azdcar al  lumen  del aparato de  Golgi  esta  dirigida

por los TNAs.  Estos transportadores actdan por contratransporte, transfiriendo hacia el

lumen  de  Golgi  los  nucle6tidos  difosfato-aztlcar (NDP-azacar)  acoplado  a  la  salida de

nucle6tidos monofosfatos (figura 2; NMP; Reyes y Orellana. 2008;  Caffaro y col, 2006).

Estructuralmente   los   TNAs   son   protefnas   altamente   hidrof6bicas.   Analisis   de   los

perfiles   de   hidrofobicidad   /.n   s/.//.co,   muestran   que   tendrian   de   6   a   10   dominios

transmembrana.  Ademas  son  proteinas de  un tamafio de 300 a 350 aminoacidos y se

infiere que  los  dominios  N-terminal  y C-terminal  estarian  ubicados  hacia el  mismo  lado

de  la  membrana  (Reyes  y  Orellana  2008;  Hand ford  y  col,  2004;  Berninsone  y  col,

2000).

Estos  TNAs  han  sido  identificados  en  una  serie  de  organismos  como;   Le/.shman/.a

donovan/.,. LPG2 (Hong y col,  1999),  Saccharomyces cerev/.s/.ae,.  VRG4 (Poster y Dean,

1996;   Dean   y   col,   1997),   Cand/.da   g/abrafa,.   CavRG4   (Nishikawa   y   col,   2002-A;

Njshikawa  y  col,  2002-a),  Crypfococcus  neoformans,.  GM7-7  y  GMr2  (Cottrell  y  col,

2007),    Caenorhabditis    elegans;    SQV-7    (Berhilnsone    y    col,    2001),    Drosophila



me/anogasfer,.  US7-74C (Goto y col,  2001) y en  humanos  (Muraoka y col.  2001),  entre

otros.  Frecuentemente,  mutaciones en estos TNAs causan  carencias o alteraciones en

la  glicosilaci6n  de  macromoleculas  sintetizadas  en  el  aparato  de  Golgi.  Por  ejemplo,

una   cepa   mutante  de   i.   donovan/.  para  el   gen   LPG2  (/pg2-)   mostr6  carencia   del

glicolipido    de    superfjcie    para   virulencia    lipofosfoglicano    (LPG).    Por   ensayos   de

complementaci6n,  el  lipofosfoglicano  fue  restituido  en  cepas  complementadas  y  por

ensayos  bioquimicos de incorporaci6nLen vesiculas se 6bserv6 que este transportador

era  capaz  de  transportar  GDP-Man,  GDP-Ara  y  GDP-Fuc  (Hong  y  col,  1999).  En  el

caso de S.  cerev/.s/.ae se identific6 una cepa mutante para el gen esencial  VRG4 /vrg4-

2/.  Mutaciones  en  este  gen  conducen  a  un  deterioro  en  la  manosilaci6n,  afectando

glicosilaciones   de   proteinas   y   de   esfingolipidos.    Los   ensayos   de   incorporaci6n

mostraron  que  VRG4  fue  capaz  de transporfar GDP-Man  al  interior de  Golgi  (Dean  y

col,1997)

Por   estudios   gen6micos   se   han   identificado   secuencias   hom6logas   en   plantas

potencialmente involucradas en la sintesis de la pared celular, y asi se han encontrado

unos  15-20 TNAs  supuestos  en Arabidopsis  (Reyes  y Orellana,  2008).  Estos  incluyen

AfuTr7,  un  transportador  de  UDP-glucosa/UDP-galactosa  (Norambuena  y  col,  2002;

Reyes    y   col,    2006),   Afu772   y   AfIVS7--K7-7K   transportadores   de    UDP-galac{osa

(Norambuena y col,  2005;  Rollwitz y col, 2006) y  GOIVS77  que es  un transportador de

GDP-manosa  (Baldwin y col,  2001).

1.2.1  Fami]ia GONST

El  transportador  GONSTl  pertenece  a  una  familia  de  TNAs  llamada  GONST,  por  su

sigla en  ingl6s gglgi-localized Mucleotide-Sugar |ransporter (Baldwin y col, 2001 ).
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CMra Azilcares

•NDP     Nucle6tidoazdcar
Vw Glicosiltransferasa tipo CSL
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Enzima interconvertidora
de nucle6tidos-azdcar
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Transportadorde
nucle6tido-azi]car

Figura  2.  Modelos  de sintesis  de  polisacaridos  no  celul6sicos  en  el  aparato de  Golgi.  A.
Modelo  [1]  muestra  la  slntesis  de  polisacaridos  lineales  por  acci6n  de  las  prote`nas  CSL.   8.
Modelo  [2]  donde  se  esquematiza  la  incorporaci6n  de  nucle6tido-azdcar  via  TNA  y  posterior
decoraci6n  de cadenas  laterales por acci6n de glicosiltransferasa tipo  11.  Extraldo y adaptado de
Hand ford y col,  2006.

Analisis   /'n  s/.//.co  de   homologia   de  secuencia   entre  GONSTl   y  los  transportadores

caracterizados  previamente  de  GDP-Man,  LPG2  (Hong  y  col,1999)  y  Vf3G4  (Dean  y

col,   1997),   mostraron   un   27%   y  25%   de   identidad   aminoacidica,   respectivamente.

Tambi6n  se  observ6  que  GONSTl  poseia  sitios  de  N-glicosilaci6n,  caracteristicos  de

los   transportadores   de   GDP-Man   (Wang   y   Bahl,   1981)   y   entre   8   a   10   dominios

transmembrana.    Ademas,    la   cepa    mutante    VAg4-2   de    S.    cerev/.s/.ae   sensible   a

higromicina  y  con  bajos  niveles  de  manosilaci6n  de  quitinasa  extracelular  result6  ser



complementada   por   GONST1,   mostrando   restituci6n   en   los   dos   fenotipos   de   la

mutante.   Adicionalmente,   ensayos   de   transporte   revelaron  `,que   GONSTl    es   un

transportador de GDP-manosa (Baldwin y col,  2001 ).

La familia GONST de Arabidopsis esta constituida por 5 miembros enumerados del  1  al

5.  GONSTl  junto  con  GONST2,  3,  4  y  5  han  sido  identificados  por gen6tica  reversa

mostrando  mayor  identidad  GONSTl   con  GONST2  (61%)  y  GONST3  con  GONST4

(35%) (Hand ford y col, 2004). Todos los transportadores putativos de la familia GONST

presentan   en   su   secuencia   el   dominio   conservado   de   uni6n   a   GDP-azdcares,

GX(L/V)NK   cercano   al   extremo   carboxilo   terminal   (Gao   y   col,   2001).   Analisis   de

localizaci6n  en  hojas  de  tabaco  transformadas  transitoriamente  con  GONST1,  4  y  5

fusionados  a  GFP  mostraron  que  estos TNAs  putativos  se  encontrarian  en  el  aparato

de  Golgi y analisis de  complementaci6n con  wg4-2,  mostraron  que las cinco proteinas

son  capaces  de  revertir  la  sensibilidad  a  higromicina,  indicando  que  son  capaces  de

transportar GDP-manosa (Handford y col, 2004).

Debido  a  la  alta  homologia  de  secuencia  entre  GONSTl   y  2,  ademas  que  ambas

proteinas   son    las   dnicas   que   complementan   los   fenotipos   de   la   mutante   del

transportador  de  GDP-manosa  wg4-2  (la  carencia  de  manosilacion  de  quitanasa  y  la

sensibilidad  a  higromicina),  se  sugiere  que  GONST2  seria  un  transportador de  GDP-

manosa.   Sin   embargo,   los   otros   transportadores   (GONST3-5),   ademas   de   GDP-

manosa  podrian  transportar otros  GDP-azdcares,  incluyendo  GDP-i-fucosa  y  GDP-L-

galactosa,  Ios  cuales  son  requeridos  para  la  ramificaci6n  de  diversos  polisacaridos  y

glicoproteinas en varias especies vegetales incluyendo Arabidopsis.



Hasta la fecha,  Ia caracterizaci6n de GONST3 y 4 ha mostrado que ambos se localizan

en   el   aparato   de   Golgi   (Hand ford   y   col,   2004;   Ampuero   y   Hand ford,   datos   no

publicados) y que en ensayos de transporte GONST3 es capaz de transportar GDP-L-

fucosa mientras que GONST4 transporta GDP-Li]alactosa y GDP-i-fucosa  (Huichalaf,

Ampuero  y  Hand ford,  datos  no  publicados).  La  Lngalactosa  se  encuentra  s6lo  en  el

RGll,   mientras  que  la  i-fucosa  ademas  es  posible  encontrarla  en  el  xiloglucano  y

proteinas como las AGP y N-glicanos (secci6n  1.1.1 ).

1.3 Analisis del patr6n de expresi6n de GONST3 y GONST4

En  el   marco  de  la  caracterizaci6n  de   GONST3  y  GONST4,   en   el   Laboratorio  de

Biologia  Molecular Vegetal se ha estudiado principalmente  la especificidad  de sustrato

y  el  papel  /.n  v/.vo de  estos TNAs.  Se  han  realizado varias  construcciones  de vectores

que  han  permitido  determinar la  localizaci6n  subcelular  por fusi6n  TNA-GFP,  ademas

de  determinar  la  especificidad  de  sustrato  por  medio  de  ensayos  de  incorporaci6n

utilizando sustratos radioactivo§ y su papel /.n v/.vo al generar lineas de Arabidobsis con

menores niveles de expresi6n de GONST3 y 4, entre otros experimentos.

En   la   determinaci6n   del   papel   /.n   v/.vo   es   posible   hipotetizar   que   se   enc.ontrarian

alteraciones   en   la   composici6n  de  los   polisacaridos  y/o  glicoproteinas  de   la  pared

celular en  plantas con  la expresi6n de GONST3 9 GONST4 disminuidas.  Dependiendo

de  la  identidad  de  las  macromol6culas,  estas  pueden  ser  estudiadas  por  medio  de

t6cnjcas  como  HPLC,  MALDl-TOF  (xilogluca,no) y para  casos mas  especificos como el

RGII,  por MS-GC.

Previo a los analisis de las variaciones en la composici6n de los distintos polisacaridos

y/o  glicoproteinas  de  la  pared  celular de Arabidopsis,  es  importante  estudiar el  patr6n



de expresi6n  de  GONST3 y GONST4 en  plantas silvestres.  Los  resultados entregados

por  el  analisis  del  patr6n  de  expresi6n,  permitifan  identificar  los  6rganos  de  la  planta

que    presenten    las    mayores    variaciones    en    la    expresi6n    de    estos    TNAs    y

consecuentemente dirigir el estudio de la composici6n de  los  polisacaridos de la pared

en   las   lineas   con   los   menores   niveles   de   expresi6n   de   GONST3   y   GONST4,

determinando finalmente el papel /.n v/.vo de estos transportadores.

En   la   literatura   se   han   reportado   una   serie   de   evidencias   experimentales   sobre

variaciones  en  la  composici6n  de  la  pared  celular  de  Arabidopsis,  ya  sea  a  nivel  de

tejido,  desarrollo o ambiente en el  cual se encuentra  la  planta.  Por ejemplo,  por medio

de  anticuerpos   especificos  se   ha  observado  en   raices,   que   el   RGl   se  encuentra

solamente   localizado   en   c6lulas   corticales   y   epidermales   en   la   pared   de   zonas

maduras  de  raiz,  mientras  que  terminaciones  a-fucosil  de  xiloglucano  se  localizan  en

todos    los    tipos    celulares    de    este    6rgano    (Freshour   y    col,    1996),    mostrando

distribuciones distintas de polisacaridos en un rriismo 6rgano. Ademas,  mutaciones que

alteran  la  composici6n  de  la  pared  celular generan  enanismo  en  la  lfnea  mutante  de

Arabidopsis carente de`fucosa mur7, o reducci6n en la tasa de crecimiento y vigor de la

planta  en  las  mutan{es  mur9 y mur70,  ambas  con  disminuci6n  en  la  concentraci6n  de

fucosa y xilosa de la pared celular vegetal de las hojas (Reiter y col,  1997).

Tambi6n  se  ha  caracterizado  una  fucosiltransferasa  tipo  11   (AtFUT1),   ubicada  en  el

aparato  de  Golgi  que  adiciona  residuos  de  fucosa  al  xiloglucano  (Perrin  y  col,1999).

Una  mutante  puntual  de esta  proteina  (mur2-7),  present6  menos  del  2% de fucosa en

el   xiloglucano   de   tejidos   como   hojas,   tallos,   flores   y   raices   (Vanzin   y   col,   2002)

mientras que  una  mutaci6n insercional de este mismo gen  no present6  ningtln  residuo

de  fucosa  en  hojas  y raices  (Perrin,  2003).  Se  han  identificado  otros  nueve  genes  en



Arabidopsis   (AtFUT2-10)   que   presentan   entre   un   47%   y   62%   de   identidad   de

secuencia  con  AtFUT1.   Lineas  que  sobreexpresan  AtFUT4  y  5  muestran  mayores

niveles  de  fucosa  en  hojas,  pero a  la  vez  con  menores  niveles  de  xilosa,  arabinosa y

galactosa que  las  plantas  silvestres  (Sar-ria y col,  2001).  Por tlltimo,  se observ6 que  la

carencia  de.  i-fucosa  en  el  xiloglucano  de  mur7  es  reemplazada  en  un  tercio  por  L-

galactosa, al igual que en el 5% de los IV-glicanos de esta linea (Rayon y col,1999), sin

afectar  la  actividad  del  polisacarido  ni  la  proteina.    Estos  ensayos  demuestran  que L-

fucosa esta  presente en diversos 6rganos de la planta y que se puede alterar el patr6n

de fucosilaci6n de  polisacaridos y glicoproteinas  mediante  cambios en  la  expresi6n de

proteinas involucradas en la sintesis y uso de GDP-i-fucosa.

Para   centrar   y   focalizar   el   estudio   en   aquellos   6rganos   que   podrian   presentar

variaciones en la composjci6n de la pared celular vegetal en plantas mutantes,  primero

es  necesario  estudiar  el  patr6n  de  expresi6n  de  los  TNAs  en  plantas  silvestres.  Una

manera    es    mediante    RT-PCR,    que    resulta    ser    engorroso    y    poco    sensible,

especialmente  si  se  quiere  realizar  con  diferentes  tejidos  o  en  distintos  estadfos  de

desarrollo.   Una  manera  alterna{iva  mas  precisa,  desarrollada  en  este  seminario  de

titulo,   es   mediante   la  fusi6n  del   promotor  del  gen  de   intetes   al  gen   reportero  P-

g/ucuron/.c/asa,  para luego transformar plantas de Arabidopsis establemente y visualizar

la expresi6n mediante ensayo's histoquimicos (GUS).

1.3.1  Ensayo GUS

Actualmente  el  uso  de  sistemas  reporteros  es  una  herramienta  fundamental  para  el

estudio de los organismos vivos y en particular de la expresi6n genica.  Uno de estos es

el sistema reportero GUS el  cual es ampliamente utilizado en  investigaci6n vege{al.  La



enzima  P-glucuronidasa  (GUS)  cataliza  la  hidr6lisis  de  una  serie  de  glucur6nidos,  los

que  provienen  de  la  cohjugaci6n del acido  D-glucur6nico  por medio de un  enlace P-O-

gljcosidico  a  cualquier  agluc6n.  Estos  sustratos  provienen  naturalmente  de  la  via  de

detoxificaci6n   de   vertebrados.   Existe   una   serie  de   mol6culas   que   no   pueden   ser

metabolizadas  para  la  obtenci6n  de  energfa,  entre  los  que  se  encuentran  hormonas,

bilirrubina,  antibi6ticos,  entre otros,  consecuentemente el  acido glucur6nico obstruye a

la  mol6cula   por  un  enlace  glucosidico  resultando  en  un  glucur6nido,  el  que  posee

mucha mas solubilidad y puede ser excretado par el higado (Jefferson,1989).

La P-glucuronidasa es una hidrolasa acida que cataliza el clivaje de una variedad de P-

glucur6nidos.  Fue aislada de Escher/.ch/.a co//. K12 y el gen (u/.cid) ha sido secuenciado,

el  tamaFio alcanza  a  1809  pb  y el  producto  genico  posee  un  peso  molecular predicho

de 68 kDa para el homotetramero (Jefferson y col,1986).

Existen  otros  sistemas  reporteros  utilizados  en  estudios  de  expresi6n  en  plantas,  pero

presentan   desventajas   en   comparaci6n   al  sistema   GUS.   Entre   estos  sistemas  se

encuentran  el  uso  de  genes  como  la  a-galactosidasa  de  E.  co//.,  nopalinas  y  opinas

sintasas  del  plasmido  Ti  de  Agrobacterium,  la  cloramfenicol  acetil  transferasa  (CAT),

neomicina  fosfotransferasa   (NPTll)  de  origen  bacteriano  y  la   proteina  fluorescente

verde  (GFP).  Todos  estos sistemas presentan alguna dificultad  o desventaja,  como un

alto   costo  de  los   ensayos,   problemas  para   ser  llevados   a   cabo,   complicando  los

experimentos,  imposibilidad de fusiones amino terminales o problemas de detecci6n de

los  niveles  de  expresi6n  de estos  genes  (Jefferson  y col,1987).  De  manera  contraria,

se presentan una serie de ventajas a favor del ensayo GUS tales como la robustez de

la  enzima,  Ia  simpljcidad  del  ensayo,  Ia  gran  disponibilidad  de  sustratos  y  la  ausencia

de actividad GUS end6gena en muchos organismos. incluyendo Arabidopsis.



{

Todas   las   caracteristicas   antes   mencionadas   hacen   de   este   ensayo   una   gran

herramjenta  molecular  para  analizar  el  patr6n  de  expresi6n  de  GONST3  y  4.   Hay

reportes  en  la  utilizaci6n  de  esta  tecnica  para  caracterizar el  patron  de  expresi6n  de

TNAs  en  Arabidopsis  como;  AtNST-KTl  transportador  de  UDP-galac{osa  (Rollwitz   y

col, 2006) y para el transportador de GDP-manosa,  GONST1  (Baldwin y col, 2001 ).

Por lo  tanto,  para  centrar la  investigaci6n futura  de  las  mutantes  con  menores  niveles

de   expresi6n   de   GOIVST3  y   GOIVST4,   en   aquellos   6rganos   de   Arabidopsis   que

muestrem  mayores  variaciones  de  expresi6n  de  dichos  TNAs,   se  propone  en  este

seminario de titulo estudiar el patfon de expresi6n de  GOIVST3 y GOIVST4 mediante el

ensayo   histoqufmico   GUS,   Io  que  a  su  vez  permitifa   predecir  d6nde   podrian   ser

observadas   variaciones   en   la   composici6n   de   la   pared   celular  en   las   lineas   con

menores niveles de expresi6n.



2. Objetivos

2.1  0bjetivo General

Determinar   el   patr6n  >de   expresi6n   de   GONST3   y   GONST4,   transportadores   de

nucle6tido-azdcar en Arabt.daps/.s fha//.ana.

2.2 0bjetivos Especificos

1.  Generar vectores que  posean  el  gen  reporfero  GUS fusionado  a  los  promotores de

GONST3 y GONST4.

•     Generar la construcci6n pGW83-G4Pr-GUs mediante`metodologia Gateway®

•     Verificar   mediante    PCR,   'la    construcci6n    pGW83-G3Pr-GUS    desarrollada

previamente por Alastair Skefflngton.

2.  Obtener  lfneas  de  Arabt.daps/.s  tha/i.ar)a  transformadas  establemente  con  pGW83-

G3Pr-GUS y pGW83-G4Pr-GUS.

•      Transformaci6n  de  plantas  de  Arabidopsis ^mediante  inmersi6n  floral  utilizando

Agrobacter/.urn fumefaci.ens portadora de las construcciones realizadas.

•     Selecci6n de las lineas transformantes y  verificaci6n por PCR

•     Calculo  de  la  tasa  de  transformaci6n  y  obtenci6n  de  lineas  de  la  segunda

generaci6n de transformahtes.

3. Analisis del  patr6n de expresi6n de GONST3 y GONST4 durante el desarrollo de las

lineas transformantes de Arabidopsis mediante ensayo GUS.

4.    Analisis ;'n st./;.co del patr6n de expresi6n de GOIVsr3 y GOIVST4.

•     Analisis   bioinformatico   del   patr6n   de   expresi6n   de   GOIVsr3   y   GOIVST4

medianteAftymefr/.x.

•     Analisis  de  la  secuencia  de  los  promotores  de  GOIVsr3 y  GOIVST4  medjante

herramientas bioinformaticas.



3. Materiales y M6todos

3.1 Trabajo con bacterias

3,1.1  Crecimiento bacteriano

Se usaron las bacterias Escher/.ch/.a co/i. cepa DH5a y Agrobacter/.urn fumefac/.eris cepa

GV3101  las que fueron cultivadas a 37 °C y 28 °C durante  1  y 2 dias respectivamente,

con agitaci6n en medio LB (10/o triptona,1%  Nacl y 0,5% extracto de levadura).  Para el

crecimien{o en medio s6lido, se agreg6 ademas 1,5% agar al medio LB.

Los   antibi6ticos   utilizados   para   E.   co//.  fueron;   espectinomicina   100   |Jg/ml   para   las

cepas  transformadas  con  el  vector de  entrada  pCR8  y  kanamicina  50  tjg/ml  para  las

cepas transformadas con el vector de destinaci6n pGW83.

Por    otro   .lado,    los    antibi6ticos    utilizados    para    la    selecci6n    de    Agrobacterium

transformada  con  pGW83  fueron;  gentamicina  50  LIg/ml,  resistencia  otorgada  por  el

plasmido   Ti,   rifampicina   10   Llg/ml,   resistencia   cromosomal   y   kanamicina   50   LIg/ml

resistencia dada por el plasmido pGW83.

3.1.2 0btenci6n de c6lulas quimiocompetentes de E.  co//.

Para la generaci6n de c6lulas de E.  co//. DH5a quimiocompetentes,  se dej6 crecer 5 ml

de  un  cultivo  de  noche  con  0,9  ul  de  acido  nalidfxico  100  ug/ml.  Luego,  se  diluy61  ml

del   pre-in6culo  en   100   ml  de   LB  con  30  ul   de  acido   nalidfxico  y  se  cultiv6  hasta

alcanzar  una  D.06oo  de  0,3-0,4  (3  hr aprox.).  Alcanzada  la  densidad  6ptica,  las  c6Iulas

fueron   centrifugadas   por   10   min   a   1600   g   y   4   °C.   Despu6s,   el   sedimento   se

resuspendi6 suavemente en  10 ml de Cac12 0,1  M,  para volver a  centrifugar durante 5

min  a  1100  g  y  4  °C.  Posteriormente,  las  c6Iulas  fueron  resuspendidas  en  10  ml  de

Cac12  0,1   M  e  incubadas  en  hielo  por  30  min.  Finalmente  se  centrifug6  por  5  min  a



1100 g y 4  °C  resuspendiendo el  sedimento en 2 ml de Cac12 0,1  M y 600  Lll de glicerol

est6ril.  Las c6Iulas fueron almacenadas a -80  °C en alicuotas de 200  Lil.

3.1.3 Transformaci6n de E. co//. por golpe termico

A   una    alicuota   de   200    ul    de    E.    co//.   DH5a   quimiocompe{ente    (secci6n    3.1.2)

descongelada  en  hielo,  se  le adicion6 50-150  ng  de  la  construcci6n  de ADN  deseada,

incubando en  hielo  por  10  min.  Luego,  se incub6 a 42 °C durante  1  min  para volver a

hielo.  Posteriormente,  1  ml de LB fue agregado a las c6Iulas,  incubando durante 1  hr a

37   °C  y  se   sembraron   en   LB-agar  suplementado   con   el   antibi6tico  de   selecci6n

correspondiente.

3.1.4 0btenci6n de c6lulas quimiocompetentes de A.  fumefac/.ens

Para  la  generaci6n  de  c6lulas de Agrobacterium  GV3101  quimiocompetentes,  se  dej.6

crecer  5  ml  de  un  cultivo  durante  toda  la  noche  (secci6n  3.1.1)  con  gentamicina  25

LIg/ml  y  rifampicina  10  ug/ml.  Posteriormente,  las  c6Iulas fueron  diluidas  1 :100  en  LB y

se  incubaron  a 28  °C  hasta alcanzar una  D.06oo de  0,4-0,5  (4 hr aprox.). Alcanzada  la

densidad  6ptica,  las  c6lulas  fueron  incubadas  durante  10  min  en  hielo y  luego fueron

centrifugadas a 3000 g por20 min a 4 °C.  Finalmente, se resuspendieron las c6lulas en

1  ml de Cac12 20  mM y se guardaron alicuotas de  100  ul a -80  °C.

3.1.5 Transformaci6n de Agrobacfer/.urn fumefac/.ens por golpe t6rmjco

A  una  alicuota  de  200  ul  de Agrobacterium  GV3101  quimiocompetente  descongelada

en  hielo,  se  le  adicion6  50-150  ng  de  la  construcci6n  de  ADN  deseada  y  luego  se

incub6 por 5 min en nitfogeno lfquido.  Despu6s se agreg6  1  ml de LB y se incub6 toda



una  noche  a  28  °C.  Finalmente,  se  sembraron  las  celulas  en  LB-agar  suplementado

con el antibi6tico de selecci6n correspondiente.

3.2 Trabajo con plantas

3.2.1  Esterilizaci6n y sembrado de semillas

Para  el  desarrollo  de  este  seminario  de  titulo,  se  sembraron  semillas  de  Arabi.daps/.s

ffia//.ana   (ecotipo   Col-0)   silvestres   y  de   lineas   transformantes.   La   esterilizaci6n   de

semillas  se  llev6  a  cabo  agregando Triton  X-100  0,1%  por  30  min,  Iuego Triton  X-100

en  etanol  700/o  por  5  min,  seguido  por Triton  X-100  0,1%  con  cloro  1,5%  por  10  min.

Finalmente,  se  lavaron  las  semillas  con  agua  destilada  est6ril  4  veces,  siempre  en

agitaci6n constante y se dejaron estratificar en agua durante una noche a 4 °C.

Posteriormente,  las  semillas  fueron  sembradas  /.n  v/.fro  en  placas  MS  (medio  basal

Murashigue  &  Skoog  4,43  g/I,  sacarosa  3%,  mioinositol  60  mg/I,  agar  0,6%,  pH  5,7)

(Murashige y Skoog,1962)  con  higromicina 25  ug/ml  para  aquellas transformadas con

pGW83-G3Pr-GUS o pGW83-G4Pr-GUS.

3.2.2 Sembrado y cultivo de plantas

Despu6s  de  una  semana  de  desarrollo  de  las  plantulas  de  Arabidopsis  en  cul{ivo  /.n

v/.fro   (secci6n   3.2.1),   6stas   fueron   trasladadas   a   un   sistema   de   cultivo   en   medio

hidrop6nico.  El  medio  de  cultivo  hidrop6nico  consisti6  en  una  soluci6n  nutritiva  100X a

pH 5,0,  la que contenia;  KN03125 mM,  Ca(N03)2150 mM,  Mgs04 75 mM,  KH2P04 50

mM,   Kcl   5   mM,   H3803   5   mM,   Mns04   1   mM,   Zns04   200   uM,   CuS04   150   LIM,

(NH4)6Mo7024  7,5  uM,,   Na2Si0310  mM  y  Sprint  330  7,7  mM  (Fe  quelado  en  DTPA;

acido  dietilen  triamino  penta  ac6tico).  Para  preparar  5  L  de  este  medio,  primero  se

disolvieron  en  3  L  todas  las  sales  en  forma  secuencial  y  en  constante  agitaci6n,  con

excepci6n de Ca(N03)2 y Na2Si03. La primera debi6 ser disuelta previamente y una vez



agregada  a  la  soluci6n  se  llev6  a  pH  5  con  KOH  10  M.  Una  vez  ajustado  el  pH,  se

agreg6 Na2Si03 y se alcanz6 un volumen final de 5 L

El soporte donde crecieron las plantas consisti6 en cajas de plastico de  17xl 3x9 cm  las

que  debieron  ser  forradas  con  papel  aluminio  para  evitar  la  entrada  de  luz  hacia  el

medio hidrop6nico.  A cada tapa de  las cajas se le hizo 6 agujeros donde se instalaron

bujes   de   1,5   pulgadas   de   diametro.   Cada   buje   a   su   vez   contenia   lana   de   roca

(Grodan®,  Master),  que  sirvi6 de soporte directo  para  las  plantas.  Luego de traspasar

las  plantulas  al  sistema  hidrop6nico,  estas  fueron  cubiertas  durante  2  semanas  con

plastico alusa para mantener condiciones de alta humedad (figura 3).

Las condiciones de crecimiento durante todo el desarrollo fueron en camaras de cultivo

a 22 °C con un fotoperiodo de  16 h luz (5500 -8000 Lux).

ri:_.-i-------ri.-..-=:`!fa:-?-ii.I
Figura 3. Ivlontaje del sembrado de plantas de Arabidopsis para cultivo hidrop6nico.

3.2.3 Transformaci6n estable de Arab/.dops/.s Aha//.ana

Para  la  transformaci6n  estable  de Arabidopsis,  se  utiliz6  la t6cnica  de  inmersi6n floral

(Clough y Bent,1998). Se dej6 crecer Agrobacterium hasta la fase estacionaria   (D.06oo

=  2)  (secci6n  3.1.1).  Luego  las  bacterias  fueron  centrifugadas  a  5500  g  por  15  min  y

despu6s   el   sedimento  fue   resuspendido  en   medio   de   inmersi6n   floral   (MS   0,5  X,

sacarosa 5%,  silwet L-77 0,05% en agua destilada) hasta alcanzar una D.06oo = 0,8.

Las     plantas     de     Arabidopsis     tipo     silvestre     (secci6n     3.2.2)     fueron     retiradas

individualmente  con  su  buje  desde el  medio  hidrop6nico  y  posteriormente  sumergidas



en   la   suspensi6n  de  Agrobacterium  durante  aproximadamente  5  seg,  despu6s  de

haberlas  agitado  generosamente.  Luego,  las  plantas fueron tapadas  para  mantener la

humedad y en oscuridad durante una noche en forma horizontal. Por ammo, las plantas

fueron  devueltas al sistema de cultivo hidrop6nico en forma vertical  hasta la obtenci6n

de silicuas cafes y secas para la cosecha de lastsemillas transformadas.

3.3 Extracciones de ADN

3.3.1  Purificaci6n de ADN  plasmidial

Para la extracci6n de ADN  plasmidial desde colonias de I.  co//.,  se dej6 crecer durante

toda   la   noche  un   cultivo  de  5  mL  con  el  antibi6tico  de  selecci6n   correspondiente.

Posteriormente,   se   procedi6   a   extraer  el   ADN   plasmidial   usando   el   kit   comercial

AxyprepTM   plasmid   miniprep   de   Axygen   Biosciences,   segan   especificaciones   del

fabricante.  Las muestras fueron almacenadas a -20 °C.

3.3.2 Purificaci6n de ADN gen6mico desde plantas

Para  la verificaci6n  de  plantas transformantes de Arabidopsis  mediante PCR se  u{iliz6

el  protocolo  descrito  por  Kang  y Yang  (2004).  Se  moli6  aproximadamente  0,5  cm2  de

hojas en 200 ul de buffer de extracci6n compuesto de;  500 mM NacI,  100 mM Tris-HCI

pH 7,5 y 50 mM  EDTA pH 7,5, hasta no observar restos de fragmentos de hoja.  Luego

se agregaron  20  ul de SDS 20°/o,  se agit6 vigorosamente por 30 seg.  y se incub6 a 65

°C  por  10  min.   Despues  se  agregaron  250  ill  de  fenol:cloroformo:alcohol  isoamilico

(25:24:1)  y  se  agit6  vigorosamente  por 30  seg.  Finalmente,  se  centrifug6  a  10.000  g

durante  3  min  y el  sobrenadante fue  diluido  6 veces  en  agua  nanopura,  de  lo  cual  se

ocup6  1  Lil  como  molde  para  la  reacci6n de  PCR (secci6n  3.6).  Las  muestras  de ADN

obtenidas fueron almacenadas a -2o °C.



3.4 Vectores

3.4.1   Construcci6n  y verificaci6n  de  pGW83-G3Pr-GUS  (G3Pr::GUS)  y

pGW83-G4Pr-GUS (G4Pr::GUS)

Los  pasos  iniciales  de  la  clonaci6n  de  los  promotores  de  GONST3 y  GONST4 fueron

realizados  por  Alastair  Skeffington  (2007).  Se  amplificaron  desde  ADN  gen6mico  los

promotores  de  GONST3  (2001   pb)  y  GONST4  (1196  pb).  Estos  productos  de  PCR

fueron  visualizados  en  un  gel  de  agarosa  con  bromuro  de  etidio  (secci6n  3.6)  y  las

bandas de tamafio esperado fueron extraidas desde el gel  bajo luz UV para purificar el

ADN  con  el  kit  lnvisorb  Spin  DNA  Extraction  (lnvitek®).  Luego,  los  amplificados fueron

clonados  en  el  vector  de  entrada  pCR8/GWITOPO®  (lnvitrogen).  Este  vector tiene  la

ventaja  de  poder  clonar  rapida  y  eficientemente  productos  de  PCR  amplificados  con

Taq   polimerasa,   dado  que   esta   enzima   deja   una   adenina   terminal   en   todos   sus

productos,  mientras que el vector posee una timina terminal en el sitio de clonamiento,

ocurriendo  por  lo  tanto,  una  clonaci6n  por  apareamiento  de  bases.  Ademas,  tambien

posee  sitios  de  recombinaci6n  affL7  y  affL2  que  permiten  la  inserci6n  del  gen  en  un

vector de destinaci6n por tecnologia Gateway® (figura 4).

Una vez clonados  los  promotores en  pCR8,  se  procedi6 a transformar E.  co//. (secci6n

3.1.3).  Los clones positivos fueron analizados mediante ensayos de PCR (secci6n 3.6),

con digestiones enzimaticas  (secci6n 3.5) y finalmente por secuenciaci6n  (secci6n 3.9)

para   confirmar   la   fidelidad   y   direcci6n   del   inserto   en   pCR8.   Las   construcciones

obtenidas fueron  denominadas  pCR8-G3Pr y pCR8-G4Pr.  En  este  seminario de tftulo,

se procedi6 a utilizar ambas construcciones de entrada en los siguientes pasos.



Por separado,  se  realiz6  una  recombinaci6n  entre  el  vector de  entrada  pCR8-G3Pr o

pCR8-G4Pr y el vector de destinaci6n pGW83  (Nakagawa y col,  2007).  Este vector de

destinaci6n  se  caracteriza  por poseer los  sitios  a#R7  y a#R2 que  recombinan  con  los

sitios  affL7  y  a#L2 de  pCR8  generando  una  inserci6n facil  y rapida  de  los  promotores

rio  arriba  del  gen  de  la  P-g/ucuron/.dasa  (GUS).   La  recombinaci6n  se  llev6  a  cabo

segtln    indicaciones    del    fabrican{e    usando    LR    clonasa®    (lnvitrogen)    (figura    4).

Posteriormente,  se utiliz6 6 ul de la reacci6n de recombinaci6n  para transformar E.  co//.

(secci6n 3.1.3). A los clones que crecieron, se les realizaron ensayos de PCR (secci6n

3.6)  y  digestiones  enzimaticas  (secci6n  3.5)  para  confirmar  una  correcta  inserci6n  de

los    promotores.     Los    clones    positivos    fueron    denominadas    pGW83-G3Pr-GUS

(G3Pr::GUS)  y  pGW83-G4Pr-GUS  (G4Pr::GUS),  los  cuales  fueron  utilizados  para  la

transformaci6n de Agrobacterium (secci6n 3.1.5) y luego Arabidopsis  (secci6n 3.2.3).

3.5 Digestiones enzimaticas

El   sentido   del   promotor   de   GONST3   en   pCR8-G3Pr   fue   analizado   por   Alastair

Skefflngton   tras   realizar   una   digesti6n   doble   con   2   U   de   Hpa/  y   Spe/   (10   U/ul,

Fermentas®),  mientras  que  para  la  verificaci6n  del  sentido  del  promotor en  pGW83-

G3Pr  se  realiz6  una  digesti6n  con  4   U   de  H/.nd///  (10   U/ul,   Fermentas®),   ambas

reacciones con  buffer Tango  lx (10 LIl, 37 °C,1  hr).

Para  la verificaci6n  del  sentido del  promoter de  GONST4 en  el  vector pCR8-G4Pr,  se

realiz6  una  digestion  simple  con  4  U  de  Spe/  (10  U/Lil,  Fermentas®)  y  ademas  una

digesti6n   doble   con  4   U   de   Spe/  y  4   U   de   Hpa/  (10   U/ul,   Fermentas®),   ambas

reacciones en  buffer Tango  lx (20 LIl, 37 °C,1  hr).



Para  la  verificaci6n  del  sentido  de  GONST4  promotor  en  el  vector  pGW83-G4Pr,  se

realiz6  una  digesti6n  simple  con  10  U  de  Xho/  (5  U/ul,  New  England  Biolabs®).  En  la

digesti6n  doble  se  usaron  5  U  de  las  enzimas  Xho/  y  SnaB/  (5  U/ul,  New  England

Biolabs®).  Ambas  reacciones  fueron  realizadas  con  buffer  NE84  1X  (38  ul,  37  °C,  2

hr).

1. Amplificaci6n

y Purlflcacl6n

2. Ligaci6n
en pCR8

3. Transformaci6n
E.  cO'j y

Purificaci6n ADN
plasmidial

4. Recombinacidn

laid   .   GIP,oG4Pr_EE

a iiE
I  .  .i  EE-  pCR8

-  pGW83

Figura   4.   Esquema   de   los   pasos   en   la   generaci6n   de   los   vectores   G3Pr::GUS   y
G4Pr::GuS.1  Amplificaci6n  de G3Pr o G4Pr (GONST3 o GONST4  Promotor) a  partir de ADN

gen6mico.  2  Ligaci6n  en  el vector de entrada.  3 Transformaci6n  de  E.  co//..  4  Recombinaci6n  de
pCR8 y  pGW83 entre los sitios affL y affR.  EI vector de destinaci6n  posee un  gen que confiere
resistencia  a  cloranfenicol  (Cm')  y  una  topoisomerasa  bacteriana  (ccdB).  5  Se  muestran  los
vectores  G3Pr: GuS  y  G4Pr::GUS  que  poseen  el  gen  de  resistencia  a  kanamicina  (IVpf//)  e
higromicina (Hpf), terminador de nopalina sintasa (7--IVos) y el gen  reportero GUS.



3.6 Programas de PCR y partidores utilizados

Para  las  distintas  reacciones  de  PCR,  se  usaron  los  partidores que se  mues{ran  en  la

Tabla I y los programas de PCR que se muestran en la Tabla 11.

Todas las reacciones de amplificaciones a partir de ADN plasmidial  utilizaron  la misma

mezcla   de   PCR.    Para   una   reacci6n,   se   us6   1    U    Paq5000TM   DNA   polimerasa

(Stratagene®),  buffer  lx  suminis{rado  con  Mgc12  2  mM,  partidores  0,5  uM  cada  uno,

dNTPs 0,2  mM y como templado lo que corresponde a repicar una colonia, todo en un

volumen final  de  20  LIl.

Por  otro  lado,  todas  las  reacciones  de  amplificaciones  a  partir  de  ADN  gen6mico  de

plantas   de  Arabidopsis   transformadas   con  G3Pr::GUS  y   G4Pr::GUS   utilizaron   otra

mezcla  de  PCR.  Para  una  reacci6n,  se  us6  1  U  BiolaseTM  DNA  polimerasa  (Bioline®),

buffer  lx,  Mgc12    3  mM,  partidores  0,5  uM  cada  uno,  dNTPs  0,2  mM  y  100  ng  de

templado, todo en  un volumen final de 20 ul.

La  visualizaci6n  del  ADN  se  realiz6  por  medio  de  geles  de  agarosa  1%  en  TAE  IX

(Trjs-base  40  mM,  acjdo  ac6tico  glacial  19  mM  y  EDTA  1  mM  pH  8),  con  bromuro  de

etidio  0,5  Llg/ml.  Las  muestras fueron  mezcladas  con  2  Lll  de  buffer de  carga  (0,25%

azul  de  bromofenol,  0,25%  xilencianol  FF,  30%  ficol)  y  se  corrieron  a  100  V.  Como

marcador de  peso  molecular se  us6  Gene  RulerTM  (Fermentas®) de  100  a  1.000  pb y

de 0,25 a  10 kb.



Tabla I. Partidores utilizados en este seminario de titulo.

Hibrida con.una regi6n 3`  interna de
GUS a 664 pb del cod6n  de inicio.  Con

Junto con  G4Pr 5`  amplifican la regi6n
promotora de G4 y la region 5'' UTR

GUS 3`       TGITGATCCGCATCACGC

G4Pr3`        GGTTTTTGGTGGAGG I  I  I  I  lGGG

`     G3Pr  5`           '``:`il`.````!.:`i.``.-=m::::`.``»...:i`````n`t.-`ci.``.\:{ii3.i:I.`,±`.ii;    `    :``:I::`t,I:`;:r..?,:``.r:i.f;:PG13:``` ::i:`;,!i``'';'!`:``.`"  !`.:  : `..LT````':`        .

GSpr 3;       G AAAiGCNi3 A!GACGAAN3 A:ITcec3
Junto con G3Pr 5`  amplifican la region
promotora de G3 y la region 5'UTR

Hibrida con una region, interna del
G4PrintF     GCTGGTGGCTAATAAGCCGITGGAA          promotor de G4 a 949 pb del cod6n de

inicio  del  ORF.

Tabla 11. Programas de PCR utilizados para el desarrollo de este seminario de titulo.

Mike2:  Programa  de  PCR  usado  para  la  amplificaci6n  del  promotor  de  GONST4  a  partir  de
colonias de E.  co// transformadas con pCR8-G4Pr,  utilizando los partidore§ G4Pr5` y G4Pr3'.

Estado Paso Temperatura Tiempo No de ciclos
1 1 94OC 5,min 1

2
1 940C 30 seo

302 58OC 1min

3 72OC 1  min 30 sea
3 1 72:O_C 10  min 1

10OC 00



Mike6:  Programa de  PCR usado para  1) Ia amplificaci6n del  promotor de GONST4 a partir de
colonias   de   E.   co//.  y   Agrobacterium   transformadas   con   pGW83-G4Pr-GUS,   utilizando   los

partidores G4Pr5' y GUS3'. 2) La amplificaci6n del  promptor de GONST3 a partir de colonias de
Agrobacterium   transformadas   con   pGW83-G3Pr-GUS,   ut^ilizando   los   partidores   G3Pr5'   y
G3Pr3'.  3)  La  amplificaci6n  de  un  fragmento  intemo  del  gen  gus  desde  ADN  gen6mico  de

plantas  de  lineas  de  Arab/.c/ap/.s  transformadas  con  G3Pr::GUS  y  G4Pr::GUS,   utilizando  los
partidores GUS5' y GUS3'.

Estado Paso Temperatura Tieml,O No de ciclos
1 1 940C 5min 1

2
1 94OC 30 sea

302 550C 1  min 30 sea
3 72:OC 2min

3 1 72:OC 10min 1

10OC

Mikell:   Programa   de   PCR   usado   para   la   amplificaci6n   del   gen   de   expresion   constitutiva

gliceraldehido  3-fosfato  dehidrogenasa  (gapa)  desde  A`DN  gen6m.loo  de  plar\`as  de l{r\eas  de
Arabi.c/apt.s  transformadas  con   G3Pr::GUS  y  G4Pr::GuS,   utilizando  los  partidores  GAPA-F  y
GAPA-R.

Estado Paso Tempei.atura Tiempo No de ciclos
T 1 940C 5min 1

2
1 94OC 30 sea

302 55OC 30 sea
3 72:OC 1min

3 1 72:OC 10min 1

100C

3.7 Ensayo tinci6n GUS

El ensayo GUS se llev6 a cabo siguiendo el protocolo descrito por Jefferson  (1987).  El

analisis  histoquimico  de  las  lineas  se  realiz6  usando X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-

P-D-acidoglucur6nico,   sal  ciclohexil  amonio)  como  sustrato.  X-Gluc  (Fermentas®,   1

mg/ml) fue  disuelto  en  dimetilformamida  a  100  ug/ml,  y luego se  agreg6  NaHP04100

mM  (pH  7,2),  EDTA  10  mM  (pH `8),  Triton X-100  0,1°/o,  ferrocianuro  de  potasio 2  mM y

ferricianida de potasio 2 mM.  Esta soluci6n fue almacenada en oscuridad a -20°C.



Se colectaron las muestras de Arabidopsis a analizar, las que se depositaron en placas

de 6 o 24 pocillos,  dependiendo del tamafio de la muestra.  Luego, se agreg6 suficiente

soluci6n  de  X-Glue  para  cubrir  cada  muestra  y  se  las  sometieron  a  vacio  por  1  hr  y

despu6s  por  dos  dias  a  37  °C,  siempre  en  oscuridad.  Finalmente,  se  reemplaz6  la

soluci6n  de  X-Gluc  por etanol  700/a  tantas  veces  como fuese  necesario  para  retirar el

exceso   de   X-Gluc  y   la   clorofila.   Las   muestras   fueron   observadas   bajo   una   lupa

(Olympus MVX10), fotografiadas y almacenadas a 4 °C en etanol 70%.

Transcurrida la  primera  semana de desarrollo,  los analisis se  realizaron a  15  plantulas

por linea.  Desde la segunda hasta la cuarta semana se analizaron 3 plantas completas

por  lfnea  y  en  las  semanas  6,  8  y  10  los  ensayos  fueron  realizados  por duplicado  a

distintos  6rganos  de  la  planta  por separado;  hojas  caulinares,  hojas  rosetas,  silicuas,

flores,  raices y tallos.

3.8 Herramientas bioinformaticas

3.8.1  Analisis /.rt s/.//.co del  patfon de expresi6n de GONST3 y GONST4.

El  analisis  de expresi6n  g6nica  se llev6  a  cabo  utilizando  como  herramienta  la  pagina

web   http://www.bar.utoronto.ca/   desarrollada   por  Winter  y   col   (2007).   Esta   pagina

proporciona  pictografias  fluorescentes  electr6nicas  consistentes  en  la  representaci6n

gfafica    de    base    de    datos    de   Aftymefr7.x   para    22.000    genes    de   Arabidopsis

estandarizado  con  el  Genchip ATH1  (secci6n 4.4.1),  incluyendo  GONST3 y GONST4.

Esta  herramienta  permite ver de forma  clara y  fapida  c6mo  varia  la  expresi6n  g6nica

de  un  gen  de  forma  relativa,  absoluta  o  comparativa  entre  dos  genes  bajo  distintas

condiciones de desarrollo.



3.8.2 Analisis /.n s/.//.co de la secuencia de promotores de GONST3 y 4

Como  aproximaci6n  /.n  s/.//.co  en  la  identificaci6n  de  cajas  regulatorias  en  la  secuencia

de      los      promotores      de      GONST3      y      4      se      utilizaron      los      programas

PLACE            (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html)           y           PlantcARE

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/).  PLACE  (Higo y col. ,1999)

y   PlantcARE   (Plant  Gis-acting   Regulatory  DNA  Elements,   Rombauts  y  col.,   1999)

corresponden a bases de datos de motivos de secuencias nucleotfdicas descritas en la

literatura,  actuando  en  Gis  y  regulando  elementos  de  ADN,  que  entregan  informaci6n

relevante    sobre    la    regulaci6n    g6nica    de    los    genes    de    interes    en    plantas,

complementando  la informaci6n obtenida por microarreglos  (secci6n 3.8.1).

3.9 Secuenciaci6n

Secuenciaciones de las  colonias  pCR8-G3Pr-3.2 y pCR8-G4Pr-D fueron  realizadas en

el   laboratorio   de   Gen6tica   del   Dr.   Victor   Cifuentes,   de   la   Facultad   de   Ciencias,

Universidad    de    Chile,    laboratorio   provisto   del    equipo<   de   secuenciaci6n   App//.ec/

B/.osysfems,   modelo  3100-Avar}f  Genetic  Analyzer.   Los  partidores  utilizados  para  la

colonia  de  GONST3  fueron  G3Pr5',  G3Pr3'  y  G3PrintF,  mientras  que  para  GONST4,

se usaron los partidores G4Pr5', G4Pr3' y G4PrintF (Tabla I).



4. Resultados

4.1  Construcci6n  de vectores  para analizar el  patr6n  de expresi6n  de GONST3

y GONST4 en A.  th'a//.ana.

4.1.1  Identificaci6n de la secuencia promotora de GONST3 y 4.

En  primera  instancia,  se  identific6  la  regi6n  promotora  de  GONST3  (Atlg76340)  y 4

(At5919980)  utilizando  como  herramienta  Seqviewer  (http://www.arabidopsis.org/).  De

esta  manera  se  identific6  una secuencia  rio  arriba  de  la  region  5'  codificante  de  2001

pb para el promotor de GONST3 y 1119 pb para el de GONST4.  En el primer caso,  se

seleccionaron  2001   pb  por  estar  dentro  del  tamaFio  promedio  de  promotores  para

Arabidopsis  reportado en  la  literatura  (Baldwin y col 2001,  Rollwitz y col  2006, Waller y

col 2009),  mientras que para  GONST4 se seleccion6 una secuencia de  menor tamafio

por  encontrarse  sobrelapado  con   la  regi6n  3`  del   gen   rio  arriba  a   GONST4  en   el

genoma.

4.1.2 Clonaci6n de los promotores en pCR8.

La  clonaci6n  de  los  promotores  de  GONST3  y  GONST4  mencionados  en  el  punto

anterior,   en   el   vector   de   entrada   pCR8   se   llev6   a   cabo   por  Alastair   Skeffington

(Laboratorio   de   Fisiologia   Vegetal   Molecular,   Facultad   de   Ciencias,   2007),   quien

amplific6   la  region   promotora  de  cada  TNA  desde  ADN   gen6mico  de  Arabidopsis.

Luego este amplificado, fue clonado en el vector pCR8 y se transform6 E.  co/t. (secci6n

3.1.3)   obteniendo   colonias   positivas   para   cada   construcci6n,   denominadas   pCR8-

G3Pr-3.2,   pCR8-G3Pr-3.8,   pCR8-G4Pr-D   y  pCR8-G4Pr-E.   Posteriormente,   y  como

punto de  partida  de este seminarjo de titulo,  se secuenciaron los ADN  plasmidiales de

las   colonias   pCR8-G3Pr-3.2  y  pCR8-G4Pr-D   en   el   laboratorio   de   Gen6tica   de   la



Facultad   de   Ciencias,   Universidad   de   Chile   (secci6n   3.9).   Para   esto   se   utilizaron

partidores disefiados especificamente para amplificar la  regi6n  promotora de GONST3

y  GONST4   (G3Pr  5'   y  3';   G4Pr  5.y  3',  Tabl.a   I).  Al   analizar  los   resultados  de   la

secuenciaci6n,  se  encontr6  un  ntlmero  muy  reducido  de  mutaciones  por  sustituci6n

respecto a los promotores de GONST3 y GONST4 descritos en la base de datos.  En el

caso de GONST3 esta fue la sustituci6n de una timina por una citocina en el nucle6tido

1486,  mientras  que  en  GONST4  ocurrieron  6  sustituciones;  T/A,  256;  G/A,  265;  A/G,

447;  T/A,  668;  A/T,  705  y  G/A,  994.    A  pesar  de  la  existencia  de  las  mutaciones  se

continu6  con  la  construcci6n  de  G3Pr::GUS  y  G4Pr::GUS.  Los  detalles  del  analisis  de

la secuencia de los promotores pueden §er vistos en la secci6n 4.4.2.

4.1.3 0btenci6n de la construcci6n pGW83-GONST4-GUS (G4Pr::GUS)

Para   confirmar  la   presencia  del   promotor  de  GONST4  en   las   colonias  de  E.   co//.

transformadas con pCR8-G4Pr, se realiz6 una reacci6n de PCR de ADN plasmidial. Se

amplifjc6  el   promotor  de  GONST4   (1196  pb),  obteniendo  ambas  colonias   positivas

(pCR8-G4Pr-D    y    E,    datos    no    mostrados).    Ademas    se    realizaron    digestiones

enzimaticas    con    las    enzimas    Spe/   y    Hpa/    (secci6n    3.5)    para    determinar   la

direccionalidad  del  inserto,  resultando  ambas  colonias  estar en  sentido  respecto  a  los

sitios a{fL7 y a#L2 para su posterior recombinaci6n con pGW83 (figura 5).
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Figura    5.    Digestion    enzimatica    del    ADN    plasmidial    de    las    colonias    de    E.    co/i.
transformadas  con  pCR8-G4Pr.  Gel  de  agarosa  tehido  con  bromuro  de  etidio  muestra  una
digestion  simple  (ds)  con  Spe/  para  cada  colonia  (pCR8-G4Pr-D  y  pCR8-G4Pr-E),  obteniendo
un fragmento cercano a los 4 kb.  La digestion doble (dd) se realiz6 con las enzimas Hpa/ y Spe/
obteniendo  un  fragmento cercano a 3  kb y otro de  1  kb,  mostrando que  ambas colonias tienen
el promotor del gen GONST4 en sentido.  PM,  marcador de peso molecular.

Posteriormente,   el  ADN   plasmidial   de   la   colonia   pCR8-G4Pr-D   (secci6n  4.1.2)  fue

recombinado  con  el   plasmidio  pGW83  (Nakagawa  y  col,   2007),   dando  origen   a   la

construcci6n   pGW83-G4Pr-GUS   (G4Pr::GUS,   para  abreviar).   Esta  construcci6n  fue

transformada   en   c6lulas   de   E.   co/t.  y  se   realiz6   un   PCR   de  ADN   plasmidial   para

identificar  los  clones  positivos.   La  figura  6  muestra  que  se  encontraron  dos  clones

positivos  (pGW83-G4Pr-Dl   y  D4)  por  PCR  al  utilizar  los  partidores  G4Pr5'  y  GUS3'

que   amplifican   todo   el   promotor   de   GONST4   mss   un   fragmento   del   gen   GUS

generando  una  banda  de  1931   pb.  Ademas,  esta  reacci6n  muestra  que  el  promotor

esta  en  sentido en  ambas  colonias,  rio  arriba del  gen  de  la  B-glucuronidasa.  Ademas,

se  realizaron digestiones con  las enzimas Xho/ y  SnaB/ (secci6n  3.5) para confirmar la

direccionalidad   del   inserto,   resultando   ambas   colonias   estar  en   sentido   (datos   no

mostrados).
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Figura 6. Verificaci6n por PCR de las colonias de E. co/i. transformadas con pGW83C4Pr-
GUS.  Gel de agarosa tehido con bromuro de etidio muestra un amplifroado de un fragmento de
2 kb del  promotor de GONST4 mas un fragmento de GUS para 2 colonias de E.  co/i. (Dl  y D4).
La reacci6n de PCR de ADN plasmidial se llev6 a cabo usando los partidores G4Pr 5' y GUS 3'
Como  controles  negativos  se  usaron  agua,  ADN  gen6mico  de  Arabidopsis  silvestre  (Wt)  y  el
vector vaclo pGW83. PM,  marcador de peso molecular.

Finalmente,  se  realiz6  una  extracci6n  de ADN  plasmidial  (secci6n  3.3.1) de  la  colonia

de E.  co//. pGW83-G4Pr-D4 que se usa para transformar Agrobacterium (secci6n 3.1.5)

y  se  hizo  una  reacci6n  de  PCR  igual  a  la  del  paso  anterior  para  verificar  aquellas

colonias transformadas.  En la figura 7 se muestra un gel con la banda esperada (1931

pb),    mostrando   que   ambos   clones   de   Agrobacterium   efectivamente   poseen   la

construcci6n pGW83-G4Pr-G U S.

Figura  7.  Verificaci6n  por  PCR  de  las  colonia§  de  Agrobacterium  transformadas  con
pGW83"Pr-GUS.   Gel de agarosa teflido con  bromuro de etidio muestra  un  amplificado de
un fragmento de 2  kb del promotor de GONST4 mss  un fragmento de GUS  para 2 colonias de
Agrobacterium (A3 y A4).  La reacci6n de PCR se llev6 a cabo usando los partidores G4Pr 5. y
GUS 3..  Como controles negativos,  se usaron agila  y (-) ADN  de Arabidopsis silvestre  y como
control positivo (+) ADN plasmidial de la colonja D4.  PM, marcador de peso molecular.

4.1.4 0btenci6n de la construcci6n pGW83J30NST3-GUS (G3Pr::GUS)

Por trabajos  realizados  anteriormente  por Alastair Skeffington  a  cargo del  Dr.  Michael

Handford  (Laboratorio  de  Biologia  Vegetal  Molecular,  de  la  Facultad  de  Ciencias)  se



realizaron los mismos pasos para la obtenci6n de pGW83GONST3-GUS (G3Pr::GUS)

que los mostrados en el punto 4.1.3.

En  este  seminario,  se  realiz6  una  reacci6n  de  PCR  para  confirmar  si  los  clones  de

Agrobacterium obtenidos par Alastair portaban la construcoi6n.  Se observa una banda

de  2001  pb  correspondiente  al  amplificado  del  promotor de  GONST3,  mostrando que

ambos clones efectivamente fueron transformados con pGW83-G3Pr-GUS (figura 8).
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Figura  8,  Verificaci6n  por  PCR  de  las  colonies  de  Agrobacterium  transformadas  con
pGW83-G3Pi.-GUS.    Gel  de  agarosa teftido  con  bromuro  de  etidio  muestra  un  amplificado  de
un fragmento de 2 kb del promotor de GONST3 para 2 colonias de Agrobacterium (Al  y A2).  La
reacci6n  de  PCR  se  llev6  a  cabo  usando  los  partidores  G3Pr  5'  y  G3Pr  3..  Como  controles
negativos,   se  uso  agua  y  (-)  el  vector  pGW83  vacio  y  oomo  control   positivo  (+)  ADN  de
Arabidopsis silvestre.  PM,  marcador de peso molecular.

4.2  Generaci6n  y Seleccj6n  de Arabidopsis  Transformadas  con  pGW83-

G3Pr€US y pGW83€4Pr€US.

4.2.1   Trasformaci6n   estable   de   A.   fha//.ana   con   las   construcciones

pGW83-G3Pr€US y pGW83-G4Pr-GUS

Una vez obtenidas las colonias de A.  fumefaci.ens portadores de pGW83-G3Pr-GUS y

pGW83-G4Pr-GUS, se procedi6 a tran§formar establemente plantas de A.  tha//.ana por

inmersi6n  floral  (secci6n  3.2.3),  Las  semillas  obtenidas  fueron  sembradas  en  placas

con  medio  MS  suplementado  con  higromicina,  obteniendo  la  primera  generaci6n  de

transformantes   IT1).   Como   se   observa   en   la   Tabla   Ill   se   obtuvo   una   tasa   de

transformaci6n de 0,45% para GONST3 y 1% para GONST4.



En la figura 9,  se observan plantulas de mayor tamafio que fueron seleccionadas como

transformantes  (T1).  Luego de  una  semana de desarrollo en  placa,  estas  plantulas se

trasladaron a  un sistema de cultivo en medio  hidrop6nico (secci6n 3.2.2)  hasta florecer

y obtener semillas de la siguiente generaci6n (T2).

Tabla Ill. Tasa de transformaci6n  para A.  tha//.ana transformada con  pGW83-G3Pr-GUS y
pGW83-G4Pr-GUS.

GONST3       GONST4
Resistentes a
higromicina

510

Total semillas
sembradas

i  Tasa de
:  transformaci6n

1100                   1000

0,45%             ,1%

Figura   9.   Transformaci6n   estable   de
Arabidopsis    con    el    vector    pGW83-
G4Pr-GUS.   Plantulas  obtenidas  luego  de
una   semana   despues   de   sembrar   las
semillas  en  placa  MS  con  higromicina  (25

ug/ml)  como  antibi6tico  de  selecci6n.  Las
semillas          provienen          de          plantas
transformadas    por   inmersi6n    floral.    La
flecha   sefiala   una   de   las    11    plantulas
resistentes (T1 ) obtenidas para GONST4.

4.2.2 Verificaci6n por PCR de las lineas transformantes.

Para  confirmar  que  las  plantas  seleccionadas  como  resistentes  a  higromicina  fuesen

transformantes,   se  realiz6   una   extracci6n   de  ADN   y  luego   una   reacci6n  de   PCR

amplificando  un  fragmento  interno  (330  pb)  del  gen  de  la  fig/ucuron/.dasa  el  cual  no

esta presente en plantas silvestres.
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Figura  10. Verificaci6n  por PCR de las  lineas de A.  the//.aha transfolmadas con  pGW83-
G3Pr€US y pGW83€4PrGUS.   Geles de agarosa tenidos con bromuro de etidio muestran la
amplificaci6n de un fragmento interno (300 pb) del gen de la a-givouron/.dasa (GUS)  para;  A.  5
lineas  transformantes  de   GONST3   (G3Pr::GUS)   y   para;   C.10  de   11   llneas  de  GONST4

(G4Pr::GUS).  Controles  negativos  (-)  para  estos  dos  geles  corresponden  a  ADN  silvestre  y
controles positivos (+) al vector vacio pGW83. Coma control de calidad del ADN se amplific6 un
fragmento  interno  del  gen  end6geno  GAPA  (8  y  D).  Se  utmz6  ADN  silvestre  de  Arabidopsis
oomo  control  positivo  (+)  y  agua  como  control   negativo  (-)  para  los  geles  de  GAPA.   PM,
marcador de peso molecular.

Los  geles  de  la  figura  10  muestran  que  las  5  lineas  transformadas  con  G3Pr::GUS

resjstentes    a    higromicina    resultaron    ser   transgenicas,    mientras    que    para    las

transformadas  con  G4Pr::GUS,10  de   las   11   lineas  fueron   positivas.   Ademas,   se

amplific6  el  gen  GAPA  como  control  de  la  calidad  del  ADN  extraido,  descartando  la

posibilidad   que   la   linea   6   de   las   plantas  transformadas   con  G4Pr::GUS   no   haya

amplificado por haber tenido un ADN de mala calidad.



4.3  Analisis  del  patron  de  expresi6n  de  GONST3  y  GONST4  mediante  el

gen reporfero GUS.

4.3.1   Evaluaci6n  morfol6gica  de  las  lineas  transformantes  durante  su

desarrollo

De   las   plantas   transformantes  T1,   se   obtuvieron   las   semillas   T2,   las   que  fueron

sembradas  en  varias  oportunidades  en  placa  MS  con  y  sin  antibi6tico,  sin  observar

germinaci6n  en  ninguna  de  ellas.   Por  lo  tanto,  se  procedi6  a  sembrar  las  semillas

directamente  sobre  un  sistema  de  crecimiento  en  medio  hidrop6nico  (secci6n  3.2.2),

obteniendo    las    plantas    T2.    Del   total   'de    plantas    germinadas,    por   segregaci6n

mendeliana s6lo  un 25%  no debiera ser transformantes.  Por consiguiente,  la selecci6n

de  las  plantas  transg6nicas  se  determin6  tras  realizar el  ensayo  GUS,  seleccionando

aquellas   que   presentaran   {inci6n   azulada,   debido   a   la   capacidad   de   acumular   la

proteina  P-glucuronidasa  regulada  por  la  expresi6n  de  los  promotores  de  GONST3  y

GONST4.

Se  realizaron  evaluaciones  morfol6gicas de tres lineas  T2  para cada  construcci6n  con

el  fin  de  determinar  si  la  inserci6n  de  este  transg6n  en  el  genoma  de  Arabidopsis

interfiere  en  el  desarrollo  normal  de  las  plantas.  Una  de  las  evaluacjones  realizadas

consisti6  en  la  medici6n  de  la  altura  promedio  de  cada  linea  (Figura  11).  Transcurrida

una  semana  de  desarrollo  se observ6 Ia  aparici6n  de  los  cotiledones.  Luego de  dos y

tres semanas  de desarrollo las hojas se  incrementaron  en  ndmero y tamafio,  mientras

que a las cuatro semanas, se observ6 elongaci6n del tallo en  lfneas transformadas con

G4Pr::GUS   y    no   en    las   transformadas   con    G3Pr::GUS    (datos   no   mostrados),

presentando estas dltimas un retardo en la elongaci6n a lo largo de su desarrollo.
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Figura 11. Altura de las lineas de Arabidopsis transtormantes de G3Pr::GUS y G4Pr::GUS
velsus  planta  silvestre.  Registro  de  la  altura  durante  el  desarrollo  de  cada  linea  transg6nica
analizada por ensayo GUS.  Datos promedios de 18 plantas para cada llnea a las 5 y 6 semanas
de  desarrollo;  12  plantas  para  las  lineas  transgenicas a  las  7  y  8  semanas;  6  plantas  de  las
lineas a las 9 y 10 semanas.

En plantas de cuatro semanas aparecieron las primeras flores en lineas transformadas

con  G4Pr::GUS  aumentando  en  ndmero  en  plantas de  cinco  semanas,  desarrollo  no

observado en plantas de las lineas de GONST3. En las mismas lineas, aparecieron en

plantas  de  seis  semanas  las  primeras  silicuas  y  desde  las  ocho  semanas  todas  las

lineas tenian silicuas.  Finalmente, desde las nueve semanas de desarrollo se observ6

una  normalizaci6n en  la altura de todas las lineas,  ademas de la presencia de rasgos

de senescencia, esperables en esta etapa.

Con   estos   analisis   morfol6gicos   se   observ6   un   desarrollo   normal   en   las   lineas

transformantes  de Arabidopsis,  exceptuando  el  retardo  en  la  elongaci6n  al  inicio  del

desarrollo en las lineas G3Pr-1  y G3Pr-2.  Esto sugiere que la inserci6n del transg6n en

el  genoma  de  las  lineas  transformantes  de  G3Pr::GUS  y  G4Pr::GUS,   no  estaria



alterando  ningdn  proceso que perturbe el desarrollo normal de  las  plantas  crecidas en

medio  hidrop6nico  comparado  con  lo  reportado  en  la  literatura  para  plantas  silvestres

de Arabidopsis cultivadas en este medio (Gibeaut y col,  1997).

4.3.2    Ensayo    GUS    en    las    lineas    {ransg6nicas    de    G3Pr::GUS    y

G4Pr::GUS

Para   el   estudio   del   patr6n   de   expresi6n   de   los   TNAs   GONST3   y   GONST4,   se

analizaron  tres  lineas  transg6nicas  independientes  de  la  generaci6n  T2,  para  cada

trasportador  (G3Pr-1,  G3Pr-2,  G3Pr-3,  G4Pr-1,  G4Pr-2  y  G4Pr-3).  Las  lineas  fueron

sometidas  al  ensayo  GUS  (secci6n  3.7)  luego  de  1,  2,  3,  4,  6,  8  y  10  semanas  de

desarrollo.

En  este  ensayo  las  plantulas  o  tejidos  de  plantas  adultas  fueron  sumergidas  en  una

soluci6n   con   X-Gluc,   sustrato   que   es   hidrolizado   por   acci6n   de   la   enzima   0-

glucuronidasa cambiando de  incoloro (acido glucur6nico) a  un  precipitado azul  intenso

(cloro-bromo-indigo).    Este    cambio    de    color    puede    ser    visualizado    facilmente,

permitiendo  realizar  analisis  cualitativos  de  la  expresi6n  de  genes  como  los  que  se

muestran a continuaci6n.

La  figura  12  muestra  una  planta  de  Arabidopsis  para  facilitar  la  identificaci6n  de  sus

distintos    6rganos,    mientras    que    las   figuras    13,    14    y    15    muestran    imagenes

representativas   de   los   resultados   obtenidos   para   el   ensayo   GUS   de   tres   lineas

independientes  de  G3Pr::GUS  y  G4Pr::GUS.  Transcurrida  una  semana  de  desarrollo

fue  posible  observar  una  de  las  grandes  diferencias  en  el  patr6n  de  expresi6n  entre

estos  dos  transportadores.   La  tinci6n  s6Io  se  vio  en   cotiledones  de  las   lineas  de

G3Pr::GUS  y  no  en  las  de  G4Pr::GUS   (figura   13,  A),   mjentras  que  si  se  observ6



coloraci6n  en  el  resto de los tejidos como el meristema apical  e hipocotilo.  Plantulas de

dos  semanas  presentaron  coloraci6n  en  todos  los  6rganos  de  G4Pr::GUS,  mientras

que  para  G3Pr::GUS  la  jntensidad  de  tinci6n  en  hojas  fue  menor  (figura   13,  a).  En

plantas  de  tres  semanas  la  coloraci6n  de  las  plantas  fue  homog6nea,  observando

coloraci6n en todos los tejidos de ambas lineas (figura  13,  C),  patr6n que se repiti6 en

plantas de cuatro semanas (datos no mostrados).

De manera hom6loga se hicieron ensayos en periodos de desarrollo mss tardios; 6, 8 y

10 semanas.  Para  un  mejor manejo de las plantas y visualizaci6n de los resultados,  se

realizaron ensayos a cada 6rgano por separado; hojas caulinares, hojas rosetas, tallos,

raices, flores y silicuas  (figuras  14 y 15).  Cabe destacar que se incub6 cada 6rgano en

la     soluci6n     de     tinci6n     por    el     mismo     tiempo,     man{eniendo     las     condiciones

experimentales en todos los tejidos analizados

En  la  figura  14  se  muestran  las  hojas  caulinares,  rafces  y tallos,  que  presentaron  los

mayores  niveles  de  expresi6n  a  lo  largo del  desarrollo.  Los  ensayos  de  expresi6n  de

GUS   en   los   tallos   fueron   realizados   para   zonas   apicales,   basales   y   centrales

mostrando   siempre   la   misma   tinci6n   homogenea   a   lo   largo   del   tejido   (datos   no

mostrados).   Ademas,   en   el   caso   de   las   raices,   las   puntas   mostraron   una   mayor

coloraci6n que el  resto del 6rgano  (figura  14,  C).

La   tinci6n   de   las   hojas   senescentes   se  vio   claramente   disminuida   en   relaci6n   a

cualquier  otro  6rgano  adulto,  pero  adn  asi  es  posible  difefenciario  de  las  hojas  de

plantas  no  transformadas  (figura  15,  A).  Las  silicuas  mostraron  una  mayor tinci6n  en

las  primeras fases de su desarrollo cuando adn se encue-ntran  inmaduras  (semana 6),

posteriormente en estadios maduros donde son observadas las semillas (semana 8),  la



coloraci6n  se  mantiene  a  lo  largo  de  toda  la  vaina,  pero  con  menor intensidad  (figura

15,  8).  En  las  semillas  no  se  observ6  coloraci6n.  Finalmente,  Ia  flor fue  el  6rgano que

mostr6  los  resultados  mss  variados.   En   ninguna  de  las  plantas  transformantes  de

GONST3   y  GONST4   se   observ6  tinci6n   en   p6talos   y  en   el   caso   de   G4Pr::GUS

tampoco   en   el   estigma.    Los   otros   tejidos   si   mostraron   tinci6n   tanto   en   plantas

transformadas con G3Pr::GUS como para G4Pr::GUS.

Figura   12.   Imagen   representativa   de   una   planta   de   Arabidopsis.   Izquierda;   planta   de
Arbidopsis completa de 6 semanas de desarrollo,  donde se sef`alan  los distintos 6rganos de  la

planta.   Derecha   superior;   esquema  detallado  de   los  distintos  tejidos  de   una  flor.   Derecha
inferior;   imagen   de   una   plantula  de  Arabjdopsis  de   una  semana  de  desarrollo  (extraida  de

pagina web,  revisar secci6n Referencias).
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Figura  13.  Imagenes  representativas  del  ensayo  GUS  de  tres  lineas  indopendientes  de
Arabidopsis,  transformadas  con  G3Pr::GUS  y  G4Pr::GUS,  en  cotiledones  y  plantas  de
dos  y  tres  semanas  de  desarrollo.  A)  se  muestran  plantas  de  una  semana  de  desarrollo,
donde no se observa tinci6n en  cotiledones de plan fas transformadas con  G4Pr::GUS.  8)  y C)
se muestran plantas de 2 y 3 semanas de desarrollo respectivamente` Vvt: planta silvestre.
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4.4 Analisis /.n si./i.co del patron de expresi6n de GONST3 y GONST4.

4.4.1   Analisis   bioinformatico   del   patr6n   de   expresi6n   de   GONST3   y

GONST4 mediante Aftymefr/.x.

Hoy en  dia  existen  una  serie  de fecnicas  que  entregan  muchos  datos  de  secuencias,

expresi6n  y es{ructura,  llamadas  en  ingl6s ``High-throughput techniques".  Una  de  estas

t6cnicas ampliamente usada son los microarreglos, los que entregan informaci6n de los

niveles  de  expresi6n  relativa  para  miles  de  genes  simultaneamente  bajo  condiciones

determinadas.

Para  facilitar  la  interpretaci6n  de  los  datos  de  microarreglos  de  Arabidopsis,  Winter y

col  (2007)  desarrollaron  una  herramienta  llamada  "E/ecfron/.c F/uorescen{ P/.cfograph"

(eFP   -   Browser),   disponible   en   http://www.bar.utoro'nto.ca/.   Esta   herramienta   fue

creada  para  explorar  datos  de  microarreglos  de  Arabi.dopsis  que  permitan  visualizar

intuitivamente   los   datos   de   expresi6n   genica   de   mss   de   22.000   genes   de   este

organismo,  representados  en  el  Genechip  ATHl  de Aftymefr/.x.  Aunque  este  chip  no

representa  el  transcriptoma/genoma   completo  de  Arabidopsis   (el   cual   posee   unos

25.000 genes), cabe destacar que tanto GONST3 como GONST4 estan representadas

en el Genechip ATH1.

S6lo  se neceslta el A`Ql  lD  (Arabidopsis  Genome  Initiative  ldentifier)  para poder usar

esta  herramienta  bioinfctrmatica.  Como  §e  mostr6  en  la  secci6n  4.1.1   el  AGl  lD  para

GONST3  es  Atlg76340  y  para  GONST4  At5919980.  En  el  pict6grafo,  los  6rganos  y

tejidos  de  las  plantas  son  coloreados  de  acuerdo  a  los  niveles  de  expresi6n  de  cada

gen de intefes bajo un tratamiento particular.



Primero   se   realiz6   un   analisis  en   modo   absoluto   para   cada  gen.   Consiste  en   la

expresi6n  para  cada  6rgano  o  tejido  directamente  comparada  con  la  mss  alta  serial

registrada  para  el  gen  seleccionado,  sefialando  de  este  modo  los  bajos  niveles  de

expresi6n   con   coloraci6n   amarilla   y   altos   niveles   de   expresi6n   en   rojo   (datos   no

mostrados).  Para  GONST3  los  5  mayores  niveles  de  expresi6n  fueron  registrados  en

raiz,  hipocotilo,  semilla  embebida  en  agua  durante  24h,  primer  nodo  (parte  de  tallo,

parte  del  brote  lateral  y  la  base  de  la  primera  hoja  caulinar,  figura  12)  y  carpelos  en

primeras  etapas  de  desarrollo  de  la  flor,  mientras  que  los  5  niveles  mss  bajos  de

expresi6n  se  registraron  en  polen  maduro,  estambres  y  s6palos  de  flores  maduras,

semilla seca y por tlltimo hojas senescentes.

En el caso de GONST4 los 5 mayores niveles de expresi6n se dieron en  la zona distal

de  hojas  rosetas  de  mayor  tamafio,  raiz,   primer  nodo,  en  zona  proximal  de  hojas

rosetas  de  mayor  tamafio  y  en   pedicelos  de  flores   maduras.   Por  otro  lado  los  5

menores  niveles  de  expresi6n  registrados  para  GONST4  se  observaron  en  semillas,

estambres  de  flores  maduras,  polen  maduro,  petalos  de  flores  maduras  y  en  hojas

rosetas vegetativas.

Para  un  analisis  comparativo  (figura  16),  el  color apropiado  para  cada  6rgano  o tejido

esta determinado evaluando la raz6n del promedio de la expresi6n de GONST4 versus

GONST3  desde  el  maximo  positivo  o  negativoy  lo  convierte  en  un  lugar equivalente

dentro  de  una  escala  de  colores;  de  amarillo  a  rojo  para  ndmeros  positivos  (mayor

expresi6n   de   GONST4)  y  amarillo  a  azul   (mayor  expresi6n   de   GONST3)   para  los

negativos.



En  la  figura  16  se  muestra  la  pictografia  fluorescente  electr6nica  comparativa  entre

ambos genes.  Como se puede observar hay una mayor coloraci6n raja en sepalos de

flores  maduras  indicando  que  existe  mayor  expresi6n  de  GONST4  en  este  6rgano,

mientras  que   en   semillas  existe   una   mayor  expresi6n   de   GONST3  debido   a   la

coloraci6n azulada presente en este 6rgano. Al igual que para la expresi6n absoluta de

cada gen, se seleccionaron los 10 tejidos con los mayores niveles de expresi6n genica

comparativamente de  GONST3 y GONST4,  datos  representados  num6ricamente que

pueden ser extraidos de la misma pagina web y que han sido resumidos en la Tabla lv.

Arabidopsis eFP Browser at bar.utoronto.ca
(8)Wlnter a/ a/„ 2co7
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Figura 16.  Pictograffa fluorescente electr6nica comparativa entre GONST4 (At5919980) y
GONST3   (Atlg76340).   En   la   figura   se   muestran   los   6rganos   o   tejidos   de   Arabidopsis
coloreados  en  una  escala  de  azul  a  rojo  que  representan  las  variaciones  en  la  expresi6n  de
GONST4  comparativamente  con  las  de  GONST3  realizadas  bajo  las  mismas  condiciones.
Mientras  la  coloraci6n  sea  mas  cercana  a  rojo  los  niveles  de  expresi6n  de  GONST4  son
mayores  a  los  de  GONST3  y  de  forma  opuesta  si  la  coloraci6n  es  mas  cercana  al  azul  los
niveles de GONST3 son mayores a los de GONST4.



Tabla  lv.  Tejidos  u  6rganos  de  Arabidopsis  con  mayores  niveles  de  expresi6n  g6nica
comparativamente  entre  GONST3  y  GONST4.  La  primera  columna  muestra  los  nombres  de
los  tejidos  seleccionados.  La  segunda  columna  (raz6n  log2)  muestra  los  valores  obtenidos  de
expresi6n  para  cada  tejido,  representados  segtln  la  escala  de  la figura  16.  La  tercera columna

(cambio comparativo) representa el valor de veces que se expresa GONST4 en dicho tejido  en
relaci6n a  GONST3.

GONST4                                         (G4/G3)                                         CON ST3

•-                       `..:            ..... :    ....                          `..:            ...... :.

Estadio floral  15.
S6palos 1,48                   2,8

Roseta completa
despu6s de la transici6n          0,91
a  la floraci6n

`    `~-L

1,88

Semillas estadio  10 c/s
Silicuas

Semillas estadio 9 c/s
Si'lcuas

-1,97                 0,25

-1,38                 0,38

li``::`                                                       i``:.```:`.`                `           `..`::```:                 `       s;i:i,:`;i,l`}`i;``c`.`a`llo.f````````s                 `         ``:,`„r,                   `.      „``

Estadio floral  12,
Estambres 0,71                    1,64

Semillas estadio 4 c/s
Silicuas

Semillas estadio 5 c/s
Silicuas

-0,86                0,55

I,        ,                                    o.9                         t'-,.I,.[`i,t!!`,t,[`,i,'e                                          -I,'                    ,,'-

Hoja 7, Mitad  Distal                     0,65                  1,57

Semillas estadio 6 c/s
Silicuas

-0,66                0,63

Polen maduro 0,55                 1,46 -0,46                0,72

4.4.2  Analisis   de   la   secuencia   de   los   promotores   de   GONST3   y  4

mediante herramientas bioinformaticas.

Para   comp!ementar  el   analisis   del   patron   de   6xpresi6n   de   GONST3  y   GONST4,

ademas   de   comparar   con   la   base   de   datos   de   Affymetrix,   es   posible   mediante

herramientas  bioinformaticas  identificar  en  la  secuencia  de  los  promotores  de  estos

TNAs,  posibles  elementos  regulatorios  que  permitan  relacionar  la  expresi6n  con  los

motivos encontrados en las bases de datos.
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GacIC

cIAAAAAacccA?cITICGacTCTccriTc-------An¢

I Lee                 I ElichoT              I Circadiaro
I ABA                  I Meristema Endesperrma

Figura  17.  Motivos  regulatorios  encontrados  /.n s/./i.oo  en  la  secuencia  del  promoter de
GONST3.   En   la  figura   se  muestran   los  motlvos   regulatorios  encontrados  en   la  secuencia

promotora de GONST3 identificados por colores en  sus respectivas cajas.  En  rojo  las cajas de
respuesta  a  luz,   azul:   elicitores,   naranjo:   ciclo  circadiano,   verde:   acido  abscisico,   amarillo:
meristema  y  rosado:  endosperma.  Las  letras  en  rojo  representan  la  regi6n  5.UTR,  las  letras
resaltadas  en  amarillo  muestran  el  cod6n  de  inicio  (ATG),  la  letra  blanca  resaltada  en  cuadro
azul muestra la base mutada; T/C (1486).  Los guiones cerca del ATG corresponden a bases del
promotor que no fueron clonados en pGW83€3Pr-GUS.
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Figura  18.  Motivos  regulatorios  encontrados  /.n  s/.//.co  en  la  seeuencia  del  promotor de
GONST4.   En   la  figura   se  muestran   los  motivos   regulatorios  enconti.ados  en   la   secuencia
promotora de GONST4  identificados par colores en  sus respectivas cajas.  En  rojo las cajas de
respuesta  a  [uz,  azul:  eljcitores,  naranjo:  cjclo  circadiano,  verde:  frl'o  y  en  amarillo:  proteinas
heat  shock.   Las  letras  en  rojo  representa  la  region  5'UTR,  las  letras  resaltadas  en  amarillo
muestran  el  cod6n  de  inicio  (ATG)  y  los  guiones  corresponden  a  bases  del  promotor que  no
fueron   clonados  en   pGW83-G4Pr-GUS.   Las   letras  blancas   resaltadas  en   cuadros  azules
muestran las bases que estan mutadas; T/A, 256; G/A, 265; AIG, 447;  T/A, 668; A/T, 705 y G/A,
994 (secci6n 4.1.2).

Se  utilizaron  las  bases  de  datos  de  PLACE  y  PlantcARE  encontradas  en   la  red

(secci6n 3.8.2) las que entregaron motivos de secuencias nucleotidicas en plantas, que

regulan  elementos  de  ADN  que  actuan  en  a/.s.  Ambas  bases  de  datos  mostraron

posibles  elementos  regulatorios  en  los  promotores  de  GONST3  y  GONST4.  PLACE

encontfo  486  posibles  motivos  regulatorios  en  el  promotor  de  GONST3  y  258  de



GONST4.  Por  su  parte  PlantcARE  encontfo  125  posibles  motivos  regulatorios  en  el

promotor   de   GONST3   y   105   de   GONST4.   Para   un   analisis   mss   detallado   se

seleccionaron  aquellos  motivos  que  se  repitieron  entre  las  dos  bases  de  datos,  y  se

descartaron  aquellos  motivos  que fueran menores a 4  bases  nucleotidicas debido a  la

redundancia  e  inespecificidad  de  estas  secuencias,  resultando  en  el  diagrama  que  se

muestra en las figuras  17 y 18.

Para   GONST3   (figura   17)  se  encontraron  6  tipos  de  cajas  regulatorias,   incluy.end6    `r^:

elementos  de  respuesta  a  luz    (GT-1;    Villain  y  col,1996),  elemento§  de`iesp¥fes{a  a

deshidrataci6n    regulados   por   acido   abs?g`.sico    (MYC   y   MYB;   Abe   y'  col,    1997),

elementos de respuesta a meristema (PLantcARE CAT-box;  Chaubet y col,1996) o luz

(PLACE   phyA;   Hudson   y   Quail,   2003)   dependiendo   del   programa   que   arroj6   el

elemento  regulatorio,  motivos  para  ciclo  circadiano  (Elementos  cis  para  el  gen  Lhc.

[tomate];  Piechulla y col,1998),  elementos que  actdan  en  cis  para  genes que  regulan

endosperma   (GCN4;   Washida  +y   col,   1999)   y   finalmente   motivos   de   respuesta   a

elicitores   (W-box;   Laloi   y   col,   2004),   que   corresponden   a   mol6culas   capaces   de

desencadenar   la    respuesta   de   hipersensibilidad   en    plantas,    como   por   ejemplo

moleculas de la  pared celular de bacterias;  polisacaridos,  proteinas,  Iipidos.

Por  otro  lado,  algunos  de  los  motivos  encontrados  en  GONST3  se  repitieron  en  el

analisis   de   la   secuencia   de   GONST4,   entre   los   que   se   observan   los   elemen{os

regulatorios  de  respuesta  a  luz,  elicitores y ciclo  circadiano,  pero ademas  apareci6 un

nuevo motivo de respuesta a frio (LTR; Dunn y col,1998 [figu'fa  18, verde]).

Finalmente,  posterior a  la secuenciaci6n  (secci6n 3.9),  se encontraron  mutaciones por

sustituci6n   en   los   promotores   de   GONST3   y  GONST4.   En   el   caso   de   GONST3



consistia   en   la   sustituci6n   de   una   timina   por   una   citocina   en   el   nucle6tido   1486,

mutaci6n que no produjo consecuencias en la identificaci6n de elementos regulatorios,

mientras  que  en  GONST4  ocurrieron  6  sustituciones;  T/A,  256;  G/A,  265;  A/G,  447;

T/A,  668;  A/T,  705  y  G/A,  994.  De  las  seis  sustitucion.es  encontradas  en  la  secuencia

clonada   para   GONST4,   s6lo   una   (G/A;   265)   condujo   a   la   aparici6n   de   un   nuevo

elemento   regulatorio   para   protefna   heat   shock   (HSE;   Haralampidis   y   col,   2002),

elemento no encontrado en la regi6n promotora de plantas silvestres de GONST3, pero

sf en  las de GONST4  (figura  18,  caja amarilla).



5.  Discusi6n

Aproximaciones bioinformaticas y resultados no publicados realizados en el Laboratorio

de   Biologia   Vegetal   Molecular  (2006-2010)   revelan   que   la   actividad   de   los  TNAs

consis{e  en  el  transporte,  hacia  el  lumen  del  aparato  de  Golgi,  de  GDP-i-fucosa  y

GDP-i-galactosa  para  GONST4  y  GDP-i-fucosa  para  GONST3.  Como  se  mencion6

en   la   introducci6n   (secci6n   1.1.1),   se   ha   observado   que   el   xiloglucano,   el   RGll   y

proteinas   como   las  AGPs   y   N-glicanos  se  encontrarian   glicosiladas   con   estos   i-

aztlcares.  Debido a esto, se hace necesario estudiar el papel /.r} v/.vo en aquellas lineas

mutantes  con  menores  niveles  de  expresi6n  de  GONST3  y  GONST4,  analizando  las

varjaciones   en   la   composTici6n   de   estos   aztlcares   en   los   distintos   polisacaridos  y

proteinas de la  pared.  Como un analisis previo que permita dirigir la  investigaci6n hacia

los 6rganos de inter6s,  se estudi6 en este seminario de titulo el  patr6n de expresi6n de

GONST3 y GONST4 mediante el uso del ensayo histoquimico GUS.

5.1  Generaci6n de lineas transformantes G3Pr::GUS y G4Pr::GUS

Se   generaron   las   construcciones   con   el   vector   binario   pGW83   (secci6n   3.4.1),

G3Pr::GUS y G4Pr::GUS,  las que  poseen  respectivamente  la  secuencia  promotora de

cada TNA fusionado al gen reportero de la P-glucuronidasa,  proteina que desencadena

una  reacci6n  colorimetrica  cambiando el  sustrato X-gluc de  incoloro  a  azul  intenso  en

aquellos  6rganos  de  la  planta  donde  se  esten  expresando  estos  TNAs.  Este  es  un

m6todo  que  ha  sido  ampliamente  u{ilizado  para  el  analisis  de  expresi6n  a  nivel  de

tejido o en todos los 6rganos de la planta (Rollwitz  y col,  2006;  Baldwin y col,  2001 ).

Generadas  las  cons{rucciones  se  procedi6  a  la  transformaci6n  estable  de  plantas  de

Arabidopsis,   por  inmersi6n   floral.   Aquellas   plantas   transformadas   se   seleccionaron



utilizando  antibi6tico  en  el  medio  de  sembrado  de  las  semjllas,  obteniendo  la  primera

generaci6n  transg6nica  (T1)  de  GONST3  con  5  lineas  y  10  para  GONST4,  Ias  que

fueron  confirmadas  por PCR  (figura  10).  La  tasa  de  transformaci6n  concuerda  con  lo

reportado   en   la   li{eratura   (Clough  y   Bent,   1998;   ~1%)   obteniendo   un   0,45%   para

GONST3  y   1%   para   GONST4   (Tabla   Ill,   secci6n  4.2.1).   En   el   caso  particular  de

GONST4 fueron seleccionadas en un principio 11  Iineas de las cuales 10 resultaron ser

positivas  por  PCR  (figura  10).  El  hecho  de  que  una  de  las  11   plantas  no  result6  ser

transformante puede deberse a una distribuci6n no homog6nea de la higromicina en el

medio   de  germinaci6n  de   las   semillas,   lo  que   condujo  al   desarrollo  de  esta  linea

silvestre   en   una   zona   de   escasa   concentraci6n.   Tambien   ha   sido   observada   la

posibilidad  de  una  sobrevivencia  natural  de  plantas  (Lawand  y  col,  2002)  o  si  no,  Ia

posibilidad   de   estar  frente   a   una   planta   quimera,   la   cual   presente   resistencia   a

higromicina  s6lo  en  su  parte  radicular  y  no  en  la  zona  aerea  (Schmulling  y  Schell,

1993).

Con  el  fin  de  obtener  un  mayor  ndmero  de  plantas  transformantes  para  analizar,  se

procedi6 a la obtenci6n de la segunda generaci6n de transformantes (T2), sin embargo

no fue posible observar plantas resistentes al medio de selecci6n  por lo que se decidi6

sembrar  en  un  medio  carente  de  antibi6tico.  Existen  dos  posibles  razones  por  las

cuales no hubo germinaci6n  de semillas T2 en  m6dio de selecci6n.  Una posibilidad es

que   el   gen   de   resistencia   a   higromicina    (Hpf)   se    haya   silenciado   en    plantas

transformadas explicando la posterior expresi6n de GUS pero la  incapacidad de crecer

en  agente  de  selecci6n  (Dominguez y col,  2002).  Alternativamente,  que el  periodo  de

madurez   de   las   semillas   no   haya   sido   el   6ptimo   cuando   fueron   recolectadas

perjudicando su germinaci6n en medios de selecci6n.



5.2 Analisis del patr6n de expresi6n mediante ensayo GUS

Una  vez  generadas  las  construcciones  y obtenidas  las  plantas  transformantes  de  las

lineas  G3Pr::GUS y G4Pr::GUS se  continu6 con  el  objetivo  general  de  este  seminario

de titulo que  corresponde al  analisis del  patr6n  de expresi6n  de  GONST3 y GONST4.

Como  analisis  previo  de  las  lineas  transg6nicas,  se  realiz6  un  estudio  morfol6gico  de

las distintas lineas para determinar si el transgen incidia en  el desarrollo normal de las

plantas. Como se muestra en la figura 11, s6Io las plantas`'de las lfneas G3Pr-1  y G3Pr-

2   presentaron   un   retardo   en   el   crecimiento   durante   las   primeras   5   semanas   de

desarrollo,   alcanzando  el  tamafio  promedio  de  todas  las  lineas  durante  las  tlltimas

semanas  (secci6n 4.3.1).  Las  imagenes de  las figuras  13,14 y  15 son  representativas

de todas  las  lineas analizadas,  sin  mostrar diferencias en  el  patr6n  de expresi6n  entre

las distintas lineas de un  mismo TNA.

Ademas como es esperable por segregaci6n mendeliana, s6lo un cuarto de las plantas

debian   ser   silvestres,    mientras   que   un   50%    heterocigotas   y   el   250/a    restante

homocigotas por el transg6n. Ya que la generaci6n T2 no fue sembrada con antibi6tico,

la  selecci6n  de  las  plantas  transformantes  se  determin6  tras  realizar el  ensayo  GUS,

observando plantas silvestres (sin coloraci6n azulada) s6lo en  un  cuarto de las plantas

analizadas  (datos  no  mostrados),  indicando que el 75%  restante  podrian corresponder

a plantas heterocigotas u homocigotas analizadas de forma azarosa.

En  plantas  de  tabaco  existe  una  diferencia  en  la  expresi6n  de  la  proteina  de  la  8-

glucuronidasa   entre   lineas   heterocigotas   y   homocigotas,   donde   es{as   dl{imas   se

expresarian 0,5 veces mas en algunas de las lineas analizadas (Beaujean y col,1998).

Sin embargo, cabe destacar que en las lineas de Arabidopsis estudiadas no fue posible



distinguir diferencias en  la  expresi6n  de  GUS  entre distintas  lineas de  un  mismo TNA,

en  cambio  si  se  observaron  diferencias  en  la  expresi6n  de  GUS  entre  los  distintos

6rganos de una misma planta, cumpliendo con el objetivo general de este seminario de

titulo.

Tres   lineas    por   cada   TNA   fueron   sometidas   al   ensayo   GUS.    Los   resultados

presentados   (secci6n  4.3.2)   mostraron   principalmente   una   expresi6n   ubicua  en   la

planta a largo de todo su desarrollo para ambos transportadores (figuras  13,14 y 15).

I

Los  6rganos  que  exhibieron  una  mayor coloraci6n  a  lo  largo  del  desarrollo  fueron  las

raices, tallos y hojas caulinares (figura 13).  En raices la mayor tinci6n se`registr6 en las

puntas,  mientras  que  en  tallos  la  coloraci6n  fue  homog6nea  entre  las  distintas zonas:

apical,  media  y  basal  a  pesar de tener una  composicir6n  celular variable  a  lo  largo  de

este.

Los  menores  niveles  de  coloraci6n  registrados  se  observaron  en  hojas  senescentes,

mientras que en  petalos y semillas  no se distingui6 tinc.i6n  (figuras  14 y  15).  En  el  caso

de  las  semillas  es  necesaria  una  preparaci6n  previa  del  6rgano  para  un  analisis  mas

exhaustivo al interior de estas.

Las   principales   diferencias   entre   los   patrones   de   expresi6n   de   ambos   TNAs   se

presentaron en flores y cotiledones, ambos con expresi6n s6lo en lineas de GONST3.

Una explicaci6n a  la carencia de tinci6n azulada en estigma y cotiledones de las lineas

de  GONST4  puede deberse  a  una  posible escasez de  la  i-galactosilaci6n  de  RGll  en

estos  6rganos  o  la  ausencia  completa de  este  polisacarido,  el  que  puede  encontrarse

reemplazado por otro tipo de pectinas que suplan su acci6n en  la pared  como el RGl o

el  homogalacturonano. Ademas,  la carencia de tinci6n en  p6talos  indica  que  GONST3



y GONST4  pudiesen  no estar expresandose   en este 6rgano.  Esto podria  implicar que

no  existen  polisacaridos  ni  glicoproteinas  ramificados  con  i-fucosa  o  i-galactosa  en

esta parte de la flor.  Sin embargo,  se ha detectado i-fucosilaci6n de xiloglucano en los

petalos     de     Arabidopsis,     descartand6     esta     posibilidad     (Bonin     y     col,     2003).

Alternativamente,  otro transportador serfa el  encargado  de  incorporar GDP-i-fucosa y

GDP-i-galac{osa  al  interior del  Golgi  para  la  sintesis  de  glicoconjugados  de  la  pared

celular  de  p6talos,  funci6n  que  podria  ser desempefiada  por algtln  otro  transportador

de  la  misma  (GON§T)  o  de  otra  familia.  Se  ha  observado  en  microanalisis  de  pared

celular  de  distintos  6rganos  de  Arabidopsis  (hojas  rosetas,  hojas  caulinares,  pecfolo,

raiz,   silicua   y  tallo),   que   en   petalos   el   xiloglucano   posee   los   menores   niveles   de

fucosilaciones  de todos  los  6rganos  investigados,  apoyando  la  hip6tesis que  otro TNA

sea responsable de la importaci6n de GDP-i-fucosa en este 6rgano (Obel y col, 2009).

Las  puntas  de  las  rafces  se encuentran divididas en tres secciones  de  desarrollo,  una

regi6n de division celular meristematica ubicada en la zona apical de la raiz, otra regi6n

de  elongaci6n  donde  las  c6lulas  se encuentran  en  constante  crecimiento y finalmente

una   regi6n   de   maduraci6n   donde   las   celulas   se`diferencian   a   los   distintos   tipos

celulares de la raiz (Ben fey y Schiefelbein, 2004).  En la zona meristematica la actividad

mit6tica de estas c6lulas es alta, dirigiendo un aumento en la sin{esis de pared  celular.

Por  lo  tanto,  en  un  area  pequefia  como  es  la  punta  de  la  raiz,  Ia  acumulaci6n  de

muchas   celulas   meristematicas   de   pequeho  tamafio   conllevan   un   aumen{o   en   la

coloraci6n   (figura   14),   debido  a   la   alta  actividad   de   estos   transportadores   para   la

sintesis de los polisacaridos de la pared, coloraci6n que se ve disminuida en el resto de

la  raiz  donde  las  c6lulas  se  encuentran  elongadas,  alcanzando  tamahos  superiores

que conducen a un efecto de diluci6n de la tinci6n.  Investigaciones realizadas por Obel



y  col  (2009)  apoyan  esta  hip6tesis  tras  observar  por analisis  /.n  s/'fu  mediante  OLIMP

(Oligosaccharide  mass  profiling)  una  mayor  abundancia  de  xiloglucano  fucosilado  en

raices  que  en  el  resto  de  los  6rganos  de  Arabidopsis,   lo  cual  se  relaciona  con  lo

obtenido  por  Freshour y  col  (2003)  donde  por medio  del  uso  de  un  anticuerpo vieron

que  existe  un  aumento de xiloglucano fucosilado en  c6lulas epidermales  con  respecto

a c6lulas internas de la rafz (cortex).

Por  dltimo,   la  falta  de  tinci6n  en  cotiledones  de  las  lineas  de  GONST4  podria  ser

explicada   por  una  menor  cantidad  de  polisacaridos  y  proteinas  i-fucosiladas  o  L-

galactosiladas,  como tambi6n  por la  posibilidad  que  la actividad  de  este transportador

se vea suplida  por otro TNA.

En  resumen,  y  como  se  puede  apreciar,  la  interpretaci6n  de  los  resultados  obtenidos

se ve dificultado por la escasa informaci6n disponible sobre la composici6n de la pared

celular en los distintos 6rganos de Arabidopsis, excepto en el  caso de la i-fucosilaci6n

del  xiloglucano.  Esto  se  debe  principalmente  a  la  dificultad  en  el  estudio  y  analisis  de

las  otras  mol6culas  involucradas,  como  son  el  RGll  y  las  glicoproteinas  (N-glicanos  y

AGP),  mol6culas  complejas  estructuralmente  y  dificiles  de  purificar,  especialmente  la

pectina  que  ademas  de  ser i-fucosilada es el  dnico  polisacarido  i-galactosilado en  la

pared  de  Arabidopsis.  Sin  embargo,  los  resultados  obtenidos  de  la  expresi6n  genica

concuerdan con  los ensayos bioquimicos^ de la pared  celular (es decir que la expresi6n

de ambos transportadores  de GDP-i-fucosa  es  esencialmente  ubicua y que i-fucosa

esta  presen{e  en  la  mayoria  de  la  planta,  Obel  y  col,  2009),  y  ayudaran  a  enfocar el

analisis  fenotipico  de   mutantes  con   menores  niveles  de  expresi6n   de  GONST3  o

GONST4 (ver Proyecciones).



5.3 ALnal.is-is in silico

5.3.1  Affymetrix

Mediante el uso de la base de datos de Affymetrix de Arabidopsis se realizaron analisis

absolutos  y  comparativos  para  GONST3  y  GONST4  (secci6n  4.4.1).  Los  principales

resultados indicaron que la expresi6n de ambos TNAs es ubicua a lo largo de la planta

al  igual  que  los  resultados  obtenidos  mediante  ensayo  GUS.   En  general,  todos  los

6rganos  y  tej.idos  de  Arabidopsis  presentaron  una  expresi6n  similar de  ambos  TNAs,

incluyendo  cotiledones  y  p6talos.  Resultados  dis{intos  a  los  obtenidos  mediante  GUS,

t6cnica  que  arroj6  falta  de  tinci6n  en  p6talos  de  ambas  lineas  y  en  cotiledones  de

GONST4.

A  pesar  de  que  la  expresi6n  de  ambos  TNAs  es  muy  similar  es  posible  encontrar

algunas   diferencias   entre   estos   transportadores.   Analisis   en   detalle   por  Affymetrix

indican  una  mayor expresi6n  en  hipocotilo y semilla para  GONST3,  mientras que para

GONST4  se  registraron  en  la zona  distal de  hoja  de  la  rose{a y en  el  primer nodo  del

tallo.  Los menores  niveles de GONST3 fueron observados en s6palos y para GONST4

en    semillas.    Mediante    ensayo    GUS,    analisis    comparativos    entre    ambos   TNAs

mostraron  ser  poco  precisos  al  momento  de  relacionar cuantitativamente  la  expresi6n

entre GONST3 y GONST4, sistema que puede ser implementado utHizando un sustrato

fluorescente  para  la  enzima  P-glucuronidasa  como es  el  MUG  (4-methylumbelliferyl-B-

D-glucuronide  Trihydrate),  sustrato  que  tiene  la  facultad  de  ser  cuantificado  con  gran

precisi6n mediante absorbancia.

Finalmente   una   diferencia   notoria  se  present6  entre   los   dos  sistemas  de  analisis

utmzados.  Mediante Affymetrix los niveles de expresi6n de GONST4 en estigma fueron



mayores   a   los   de   GONST3,   resultado   que   difiere   cori   lo   observado   por   GUS,

metodologia que no mostr6 tinci6n en este tejido en lineas de GONST4.

Las  diferencias  mencionadas  entre  ambos  sistemas  no  indican  que  una  u  otra  de  las

metodologias  utilizadas  sea  la  mas  correcta  al  evaluar  los  niveles  de  expresi6n  de

ambos transportadores.  En  el  caso del sistema GUS se  mide  la actividad  del  promotor

en t6rminos de la expresi6n de un gen a nivel post-traduccional, a diferencia de la base

de datos de Affymetrix en  la  cual los analisis son a  nivel transcripcional.  Por tlltimo, es

importante  recalcar  que  las  condiciones  de  cultivo  implementadas  por  cada  sistema

difieren   notablemente,   por  ejemplo   el   medio   de   cultivo   utilizado   en   el   laboratorjo

(hidrop6njco) es diferente al empleado en los ensayos que sustentan Affymetrix (cultivo

en  tierra).   Sin   embargo,   los   resultados  obtenidos  en   este  seminario  de  titulo  son

confjables  debido  a  la  cantidad  de  plantas  analizadas  por  linea  de  estudio  para  cada

transportador,   las   que   presentaron   el   mismo   patr6n   de   expresi6n,   validando   los

resultados presentados.

5.3.2 Secuencia de Promotores

Complementando  los  resultados  obtenidos  por GUS  y  la  base  de  datos  de  Aftymetrix

es  posible  obtener informaci6n  sobre secuencias  nucleotfdicas  que  regulan  elementos

de DNA en  ct.s (secci6n 4.4.2).  Es{os elementos regulatorjos fueron recopilados a partir

de las bases de datos encontrada§ en internet; PLACE y PlantcARE (secci6n 3.8.2).

Ambos  programas  arrojaron  una  cantidad  de datos  variables  para  cada transportador.

En  el  caso  de  GONST3,  PLACE  mostr6 486  posibles  motivos  regulatorios  contra  125

identificados  por  PlantcARE,  mientras  que  para  GONST4  PLACE  arroj6  258  motivos

frente  a   los   105   presentados   por  PlantcARE.  A  pesar  de  que   ambos   programas



poseen un  ntlmero similar de datos (PLACE; 469 y PlantcARE; 435), se sugiere que la

diferencia en  la  cantidad  de  resultados  entregados se  encuentra en  sus algoritmos y/o

en   sus   actualizaciones   (PLACE   [2007]   y   PlantcARE   [2002]).   Posibles   elementos

regulatorios  en  comtln  fueron  entregados  por `ambos  programas,  encontrando  entre

ellos  motivos  de  respuesta  a  luz,  elicitores  y  ciclo  circadiano.  Tambien  fue  posible

distinguir  motivos  solo  presentes  en  GONST3;  ABA,  meristema  y  endosperma  o  en

GONST4;  respuesta a frio.  Todos,  directa o  indirectamente pueden  estar relacionados

con  la  expresi6n  de  los  TNAs y por consecuencia  con  la  sintesis  de  la  pared  celular.

Por ejemplo,  un motivo de respuesta a luz ha sido estudiado en genes de fotosintesis y

genes  rjbosomales de hojas y raices de Arabidopsis,  donde se ha observado que este

elemento regulatorio actuaria como activador en hoja.s y como inhibidor en  raices  (GT

1,  Villain  y  col,1996).  Se  sabe  que  a  par[ir  de  la  fotosintesis  se  fija  el  carbono  que

servifa   de   sustrato   para   todas   las   mol6culas   necesarias   en   las   distintas   rutas

metab6licas incluyendo  la sintesis de la pared celular.  De manera  hom6loga, se puede

explicar la  presencia  de  elementos  regulatorios  a  elicitores.  El  ataque  por pat6geno a

las  plantas  desencadena  una  reacci6n  de  hipersensibilidad  que  conduce  a  la  sintesis

de mol6culas para la restituci6n de la pared celular vegetal dafiada por el pat6geno.  En

Arabidopsis   se   han   identificado   factores   de   transcripci6n   especificos   de   plantas

(WRKY)  implicados  en  la  respuesta  a  elicitores,  que  ademas  tendrfan  acci6n frente, a

dafios oxidativos  (Laloi y col,  2004).

La  presencia  de  un  motivo  particular en alguno de  los TNAs  no jmplica  una diferencia

en el patr6n de expresi6n anat6mica entre ellos, sino que sugiere la posibilidad de que

cada  transportador  se  vea.  regulado  por  diferentes  condiciones  bi6ticas  y  abj6ticas.

Estr6s  por  sequfa  o  altas  concentraciones  de  sales  promueve  la  sintesis  de  ABA,



hormona   que   a   su  vez   induciria   la   transcripci6n   de   los  factores   de  transcripci6n

rd22Bpl  y ATMY82,  factores que  son  capaces de  unirse  a  elementos  regulatorios de

rd22  (gen  en  respuesta  a  deshidrataci6n),  llamados  MYC  y  MYB  (Abe  y  col,1997)

presentes en muchos promotores, incluyendo al de GOIVST3.  La pared celular primaria

de dicotiled6neas  contiene  un 65%  de agua retenida  principalmente  por las  pectinas y

hemicelulosas  (Carpita y Mccann,  2000).  Como consecuencia de  un estfes por sequfa

es  necesaria  la  alteraci6n  de  la  composici6n  de  la  pared  hacia  aquellos  polisacaridos

capaces   de   albergar  o   impedir   la   p6rdida   de   agua,   regulando   en   algtln   punto   la

expresi6n de  lostTNAs.

Finalmente,  la mutaci6n encontrada en la secuencia promotora de GONST4 (G/A;. 265)

condujo  a  la  aparici6n  de  un  segundo  motivo  regulatorio  de  respuesta  a  heat, sho?k,

motivo  que  se  encuentra  asociado  a  elementos  de  respuesta  a  estfes.  Esta  clase  de

motivo  no  fue  encontrado  en  el  promotor  de  GONST3,  pero  si  en  el  promotor  de

GONST4.   Debido  a  que  la   respuesta  heat  shock  es   universal,   se  sugiere  que  la

presencia de HSE  (heat shock promoter element) podria ser reconocido por algtin  HSF

(heat shock factor) en momentos en que las plantas se encuentren sometidas a estfes,

variando   la   expresi6n   de    GOIVST4   en   algunos   de   los   6rganos   de   Arabidgpsis

(Haralampidis y col,  2002).



6. Conclusiones

•     Se    obtuvo     la     construcci6n     G4Pr::GUS     mediante    tecnologia     Gateway,

compuesto  por el  promotor de  GONST4 fusionado  al  gen  de  la  proteina  GUS.

La construcci6n G3Pr::GUS fue verificada mediante PCR.

•     Se    obtuvieron    5    lineas   transgenicas    de   Arabidopsis   transformadas    con

G3Pr::GUS   y   10   lineas   G4Pr::GUS   capaces   de   expresar   la   pro{eina   P-

glucuronidasa.  Tambien  fue  posible  obtener  lineas  de  la  segunda  generaci6n

transformante las que fueron utilizadas en el ensayo GUS.

•     Analisis  del  patr6n  de  expresi6n  de  GONST3  y  GONST4,  median{e  ensayo

GUS, mostraron expresi6n esencialmente ubicua a lo largo de todo el desarrollo

de la  planta.

•     Los  mayores  niveles  de  expresi6n  se  registraron  en  hojas  caulinares,  raices  y

tallos,  mientras  que  los  menores  niveles  se observaron  en  hojas  senescentes,

semillas y p6talos de ambas lineas.

•     Las   principales   diferencias   en   la   expresi6n   entre   GONST3   y   GONST4   se

registraron  en  cotiledones  y  estigma,  donde  lineas  de  GONST4  no  mostraron

tinci6n en estos tejidos a diferencia de las de GONST3.

•     Analisis   t.n   st./t.co   usando   la   base   de   datos   de  Affymetrix   para   Arabidopsis,

mostraron resul{ados semejantes a los observados en el patron de expresi6n de

GUS,  sobre todo en aquellos tejidos que presentan  mayor expresi6n en  ambos

transportadores   como   son   las   hojas   y   raices.   Principales   diferencias   se

registraron  en  semillas  donde  la  expresi6n  de  GONST3  es  alta  y  en  p6talos

donde  ambos  TNAs  se  expresan  en   menor  relaci6n   al  total   de  los  tejidos

analizados,  resultados diferentes a los observados mediante GUS.



•       La  identificaci6n  de  secuencias  nucleotidicas  que  regulan  elementos  de  ADN

que   actdan   en   c/.s   en   los   promotores   de   GONST3   y   GONST4,   revel6   la

existencia    de    una   variedad    de    posibles    motivos    relacionados    directa    o

indirectamente  con  la  sintesis  de  la  pared  celular,  entre  los  que se  encuentran

elementos    regulatorios    de    respuesta    a    luz,    ciclo    circadiano,    elicitores,

endosperma, meristema, entre otros.



7. Proyecciones

•     Para un analisis mas detallado del patr6n de expresi6n de GONST3 y GONST4,

se  proponen  realizar  analisis  cuantitativos  de  la  expresi6n  de  ambos  TNAs

mediante  el  uso  de  MUG,  sustrato  fluorescente  que  puede  ser  cuantificado

mediante absorbancia.

•      Se pretende cuantificar la expresi6n de las lineas G3Pr::GUs y`G4Pr::GUs bajo

condiciones  de   estr6s,   como  sequfa,   variaciones   de   exposici6n   a   la   luz  o

suplementado   con   hormonas   como   ABA,   las   que   permitifan   dilucidar   las

variaciones   de   expresi6n   en   los   distintos   6rganos   de   la   planta   frente   a

condiciones de estr6s.

•     Seria   interesante   analizar  diferencias  en   la  expresi6n   de   GONST3  y  4  en

distintas lineas  mutantes reportadas en  la  literatura como son mur7  y mur2.  Se

ha  observado  que  mur7  (Reiter y col,1997)  con  un fenotipo  enano,  carece  de

residuos   de  i-fucosa  en   xiloglucano,   RGll   (O'Neill  y  col,   2004),   N-glicanos

(Rayon  y  col,  1999)  y  en  un  tercio  de  estas  mol6culas  es  posible  encontrar

sustituciones  de   i-fucosa  por  i-galactosa.   La   mutante  mur2  (Vanzin  y  col,

2002)   por  su   parte  s6lo  posee  una   reducci6n  de  residuos  de  i-fucosa  en

xiloglucano en un 980/o.



Todos   los   estudios   planteados   permitiran   dirigir  el   analisis  de   [a   pared   celular  en

plantas   silvestres   y  en   lineas   con   menores   niveles   de   expresi6n   de   GOIVST3  y

GOIVS714,   hacia   aquellos   6rganos   que   reportaron   las   mayores   diferencias   en   la

expresi6n  de  estos  TNAs,  esperando  encontrar desigualdades  en  la  composici6n  de

los   polisacaridos   i-galactosilados   y/o   i-fucosilados.   Por   ejemplo,   en   `lineas   con

menores  niveles  de  expresi6n  de  Gorvsr3,  es  muy  probable  que  los  cotiledones  de

estas  plantas  mostraran  carencias  en  la  i-fucosilaci6n  de  los  glicoconjugados  ya  que

en plantas silvestres, solamente GONST3 (y no GONST4) se expresa en este 6rgano.
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