
Participaci6n t.n vt.vo de los transportadores
de nucle6tidos azdcar de aparato de Golgi en la

biosintesis de hemicelulosas y pectinas de
Arabidopsis thaliana

uc# -FC
Doc-Btl

M 3,J~

cL^

Entrega a la

Universidad de Chile

en cumplimiento parcial de los requisitos

para optar al grado de

Doctor en Ciencias con menci6n en Biologia Molecular Celular y

Neurociencias

Facultad de Ciencias

Por

Lorena Marchant Guti6rrez

Noviembre, 2004

Director de Tesis:  Dr. Ariel Orellana

Co-Director de Tesis:  Dr. Herman Silva



FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

lNFORME DE APROBACION

TESIS DE DOCTORADO

Se  informa  a  la  Escuela  de  Postgrado  de  la  Facultad  de  Ciencias  que  la

Tesis de Doctorado presentada por el candidato

LORENA VARCHANT GUTIERREZ

Ha sido aprobada por la Comisi6n de Evaluaci6n de la tesis como requisito

para optar al grado de Doctor en Ciencias con menci6n en Biologia, en el examen

de Defensa de Tesis rendido el dia 18 de Noviembre del 2004.

Director de Tesis

Dr. Ariel Orellana L.

Co-Director de Tesis

Dr.  Herman Silva

Comisi6n de Evaluaci6n de la Tesis

Dr. Luz Maria Perez

Dr.  Loreto Holuigue

Dr. Victor Cifuentes

1=g         -,-',IE]_..     .

EHH
/I



Dedicado a quienes ocupan mi mente, dan
sentido a mis emociones y motivan mi vida:

mispadres,JudithyValentin,
mi amado Claudio,
mi hijita Kiara

y mi amiga Lorena.



Mis mas sinceros agradecimientos:

A Ariel por ser mi tutor y contribuir en mi formaci6n como cientifico, a Herman por
haber sido mi profesor, mi guia y mi amigo. Agradezco, ademas, al  Dr.  Paul Knox
y   a   la   Dra.   Elena   Alvarez-Buylla   por   recibirme   en   sus   laboratorios      de   la
Universidad  de  Leeds  en  lnglaterra  y  de  la  Universidad  Aut6noma  de  Mexico
respectivamente, donde realic6 parte de este trabajo. A Ios doctores Paul Dupree,
Lee Meissel,  Liliana  Cardemil y Michael  Hand ford  por su valiosa y enriquecedora
discusi6n que permanentemente fue contribuyendo a enriquecer el resultado final
de esta tesis doctoral.

A  Francisca  Reyes  por  su  apoyo  profesional,  carifio  y  por  continuar  con  este
trabajo, empresa en [a cual le deseo el mejor de los exitos.

Muy  especialmente  quiero  agradecer  a  Anita  Mercado  quien  es  un  ejemplo  de
generosidad,  buena  voluntad  y  amistad  a  toda  prueba.  iGracias  Anita,  eres  la
mejor!

Vaya un reconocimiento a todos los integrantes y ex-integrantes del grupo de Ariel
y del  laboratorio  de  Genetica  Molecular Vegetal,  en  especial  a  Susana,  Marcelo,
Ricardo,  Alex,  Roberto,  Barbara,  Lorena  y  Viviana  por  compartir  el  dia  a  dia
durante tanto tiempo.

Agradezco finalmente  a todas las  instituciones que  hicieron  posible  la  realizaci6n
de  este trabajo  a  trav6s  de  su  apoyo  econ6mico,  sin  el  cual,  hubiese  resultado
considerablemente  mas  dificil  la  obtenci6n  de  este  grado  acad6mico:  Fundaci6n
Andes, Conicyt, Fondecyt, lnstituto Milenio y Mecesup.

Hm



lNDICE DE MATERIAS

RESUMEN

SUMMARY

INTRODUCC16N

1. Funci6n y composici6n de la pared celular vegetal

2. Biosintesis de hemicelulosas y pectinas

3.  Mutantes  de  Arabt.dapsi.s fha/t.ar7a:  Una  estrategia  para  estudiar la  participaci6n

de    los    transportadores    de    UDpnglucosa/UDP-galactosa    en    la    sintesis    de

polisacaridos de pared celular.

HIP6TESIS

OBJETIVO GENERAL

OBJETIVOS ESPEciFICOS

MATERIALES Y METODOS

1.  Material  Biol6gico

2. Plasmidos

3. Partidores

4. Anticuerpos

5. Reactivos

6. T6cnicas generales de Biologia Molecular

6.1.  Preparaci6n de c6Iulas competentes de Ecften.ofr/.a Co/t.

6.2. Transfomaci6n de c6Iulas competentes de Ecnen.chr.a Co//.

6.3.  Preparaci6n de DNA plasmidial

6.4.  Electroforesis de DNA

6.5.  Reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR)

7.  Obtenci6n de  mutantes insercionales de Arab;.dapsi.s ffta//.ana en  los genes que

codifican para transportadores de nucle6tidos azdcar

7.1.   Bdsqueda   de   mutantes   en  bancos  de   mutantes  insercionales   de

Arabidopsis thaliana

7.2.  Preparaci6n fapida de DNA gen6mico para analisis por PCR

7.3.    Vefficaci6n    del    sitio    de    inserci6n    e    identificaci6n    de    plantas

homocigotas

8. Analisis de DNA gen6mico de la mutante insercional utr7

8.1.  Maxipreparaci6n  de  DNA  gen6mico  para  experimentos  de  Southem-

blot

1

3

5

5

6

25



8.2. Obtenci6n de sondas radioactivas

8.3.  Experimentos de Southern-blot

9. Analjsis de la expresi6n de los genes U7t7,  U712,  U7T3 y U7T7

9.1.  Preparaci6n de RNA para experimentos de Northern-blot

9.2. Obtenci6n de sondas radioactivas

9.3.  Disefio de sondas especificas para los genes U7T7 y Urre

9.4.  Experimentos de Northern-Blot

9.5.  Experimentos de hibridaci6n i.n sffu

9.6.  Experimentos de RT-PCR

10.T6cnicas de Microscopia

10.1.  Fijaci6n  e  inclusi6n  de  material  para  microscopia  6ptica y  electr6nica

de transmisi6n

10.2.Tinci6n con Azul de Toluidina y PAS

10.3,   Fijaci6n   e   inclusi6n   de   material   para   microscopTa   electr6nica   de

barrido

11.  Experi.mentos de lnmunofluorescencia

11.1.  Fijaci6n e inclusi6n de material para inmunofluorescencia en cortes

11.2.  Inmunofluorescencia en cortes

11.3.  Inmunofluorescencia en tejido completo

12. Tinci6n histoquimica de la enzima Bnglucuronidasa

13.  Preparaci6n de una fracci6n de polisacaridos insolubles en alcohol (AIR)

RESULTADOS

1. Caracterizaci6n molecular y fenotipica de una mutante insercional de Arabj.Oops/.s

aha/;.ana en el gen del transportador de UDP-glucosa / UDP-galactosa Urr7.

1.1.  Identificaci6n  de  una  planta  de Arabr.dapsr.s  aha/i.ana  que  posee  una  inserci6n

del transpos6n Ds  en el gen Urr7

1.2. Analisis de la expresi6n de   U7T7 y  U7t3 en plantas silvestres y en la  mutante

insercional

1.2.1.   Analisis   de   la   expresi6n   de   UTr7   y   Urfe  en   plantas   silvestres

mediante Northern-blot

1.2.2.  Expresi6n de  U7T7 y U7T3 en plantas silvestres mediante hibridaci6n

in situ

1.2.3.  Monitoreo  de  la  actividad  del  promotor de  U7t7  mediante el analisis

de la expresi6n de GUS en la mutante insercional

1.2.4. Analisis de la expresi6n de U7t7 en la mutante insercional

1.2.5.  Analisis  de  la  expresi6n  de  otros  transp.ortadores  de  nucle6tidos

25

25

26

26

27

28

30

31

31

32



azdcar  en la mutante insercional

1.3. Estudio morfol6gico de la mutante ufr7 utilizando t6cnicas de microscopia

1.3.1.  Estudio morfol6gico mediante microscopia 6ptica

1.3.2.  Estudio morfol6gico mediante microscopia electr6nica de transmisi6n

y de barrido

1.4. Analisis de la estructura y composici6n de la pared celular en la mutante ufr7

1.4.1.  Analisis  de  pectinas  mediante  inmunofluorescencia  con  anticuerpos

antipolisacaridos de pared celular

1.4.2.    Analisis   de   xiloglucano   de   cotiledones   e   hipocotilos   mediante

Espectroscopia de masa (MALDl-TOE)

1.5.  Caracterizaci6n gen6tica de la mutante t/fr7

2.   Identificaci6n  de  mutantes  insercionales  en  los  genes  que  codifican  para  los

transportadores de nucle6tidos azdcar  UTr2 y Utr7

DISCUS16N

CONCLUSIONES

TRABAJO FUTURO

BIBLIOGRAFiA

80

87

105

106

107



lNDICE DE TABLAS

Tabla 1.  Resdmen de segregaci6n en kanamicina de las lineas ufr7 y cruzas con
silvestre

Tabla 2. Resdmen de segregaci6n en kanamicina de las cruzas con las lineas Ac

Tabla 3. Segregaci6n esperada, en kanamicina o BASTA, de la autopolinizaci6n y
cruza con silvestre segdn el dosaje gen6tico y el numero de inserciones

Tabla  4.  Analisis  de  segregaci6n  de  las  plantas  con  inserciones  en  los  genes
UTrl ,  UTr2 y  UTr7

86

86



INDICE DE FIGURAS

Figura  1.   Modelo  propuesto  para  la  biosfntesis  de  hemicelulosas  y  pectinas  en  el
aparato de Golgi de c6lulas vegetales

Figura 2.  Identificaci6n de putativas mutantes insercionales en genes detransportadores
de nule6tidos azdcar

Figura   3.   Metodologfa   utilizada   para  verificar  la   inserci6n  e   identificar  las  plantas
homocigotas

Figura  4.  Determinaci6n  de  la  especificidad  de  las  sondas  de  los  extremos  3'UTFt  de
UTrl y UTr3

Figura 5. Caracterizaci6n molecular de la inserci6n en la mutante utr7

Figura 6.  Comparaci6n de la secuencia primaria de las proteinas UTrl  y UTr3

Figura  7.  Analisis  de  la  expresi6n  de  U7+7  y  U7T3 en  plantas  silvestres  por Northem-
blot

Figura 8. Analisis de  la expresi6n de  Urrd/U7t7 en plantas silvestres por hibridaci6n t.n
sffu

Figura 9. Expresi6n de GUS en la mutante utr7

Figura 10. Analisis de los transcritos de U7T7 en la mutante ufr7

Figura 11. Analisis de la expresi6n de UTfo,  Ur¢ y U7T7 en la mutante u{r7

Figura  12.  Analisis  morfol6gico  de  cotiledones  de  la  mutante  ufr7  par  microscopia
6ptica

Figura 13. Analisis morfol6gico de embriones de la mutante ufr7 por microscopia 6ptica

Figura  14.   Analisis  morfol6gico  de  la  mutante  ufr7  por  microscopia  electr6nica  de
transmisi6n

Fjgura  15.  Analisis  morfol6gico  de  la  mutante  I/fr7  por  microscopia  electr6nica  de
transmisi6n

Figura  16.  Analisis  morfol6gico  de  embriones  u{r7  por  microscopia  electr6nica  de
transmisi6n

Figura 17. Analisis estructural de la mutante ufr7 por microscopia de barrido.

Figura 18. Estructura de las pectinas homogalacturonano y ramnogalacturonano I.

Figura   19.   Imagenes   de   inmunofluorescencia   en   cortes   de   cotiledones   con   los
anticuerpos JIM7 y LM5.

Figura 20.  Imagenes  de inmunofluorescencia de cortes  de cotiled6n con  el anticuerpo

64

viii



LM5.

Figura   21.   Imagenes   de   inmunofluorescencia   en   cortes   de   cotiledones   con   los
anticuerpos LM6, JIM14 y MAC207.

Figura 22.  Imagenes de inmunofluorescencia de raices de plantulas con los anticuerpos
JIM5 y JIM7.

Figura 23.  Imagenes de inmunofluorescencia de  raices de  plantulas con el anticuerpo
LM5.

Figura 24.  Imagenes de microscopia electr6nica de barrido de semillas de A. {ha/i.ana.

Figura 25:  lmagenes de inmunofluorescencia de  semillas  embebidas  en  agua con los
anticuerpos JIM5 y JIM7.

Flgura  26.  Analisis  de  la  estructura del xiloglucano  mediante espectroscopia de masa
MALDI-TOF

Figura 27.  Identificaci6n de revertantes por PCR.

Figura 28.  Identificaci6n de revertantes homocigotas.

Figura 29.  Expresi6n de UTie y Urr7 por RT-PCR.

Figura 30. Expresi6n de UT# y U7T7 por Northern-blot.

Figura 31.  Hibridaci6n i.n s/.fo de U7t7.

Figura 32. Verificaci6n de la inserci6n e identificaci6n de plantas homocigotas.

Figura 33: Esquema simplificado del metabolismo de azt]cares en c6lulas vegetales.

65

71

73

77

79

81

82

83

84

92

|X



ABREVIATURAS

AGP:  Proteinas arabinogalactanos

CDNA: Secuencia de DNA codificante

DNA: Acido desoxirribonucleico

EST: Transcritos de secuencias expresadas

GUS:  Proteina P-glucuronidasa

kb:  Kilobases

KDa:  Kilodaltons

NPTll:  Proteina neomicina fosfotransferasa 11

0.D.:  Densidad 6ptica

pb: Pares de bases

PCR:  Reacci6n en cadena de la polimerasa

PM:  Peso Molecular

RGl:  Ramnogalacturonano I

RGll:  Fiamnogalacturonano  11

RNA: Acido ribonucleico

RNAr : Acido ribonucleico ribosomal

RT-PCR: PCR acoplado a una reacci6n de transcripci6n reversa

SALK:  Salk Institute Genomic Analysis Laboratory

TAIR: Arabidopsis information Resource

5'UTR: Secuencia no traducida del extremo 5' del RNA

3'UTR: Secuencia no traducida del extremo 3' del RNA

wi: Abreviaci6n de la palabra en ingl6s wild type, que significa silvestre

Reactivos:

DMSO:  Dimetil sulfoxido

EDTA: Etilen-diaminotetra-acetate

PIPES: Piperazina-N-N'bis(acido 2€tano-sulf6nico)

SDS: Dodecil sulfato de sodio

X



RESUMEN

La  pared  celular es esencial  para la vida de  la  planta.  Es  una estructura

compleja compuesta por polisacaridos   y protefnas.  El 70% de los polisacaridos

son hemicelulosas y pectinas y solo el 30°/a es celulosa.

La  biosintesis  de  polisacaridos  no  celul6sicos  ocurre  en  el  aparato  de

Golgi  y  requiere  de  las  glicosiltransferasas  que  incorporan  los  azdcares  en  su

forma  activada  al  polimero  en  elongaci6n.  Los  azdcares  son  activados  en  el

citoplasma al  ser convertidos en  nucle6tidos azdcar.  Por lo tanto,  en el aparato

de  Golgi  se  requieren transportadores  de  nucle6tidos  azdcar  para traspasar la

barrera topol6gica entre  la sintesis de  los  nucle6tidos azdcar en  el citosol y las

glicosiltransferasas en el lumen del aparato de Golgi.

Nuestro    interes    ha    sido    identificar    y    caracterizar    las    protefnas

responsables  de  esta  actividad.   En  nuestro  laboratorio  se  han  clonado  tres

genes de Arab;.dapsf.s fha/f.ana que codifican  para transportadores de nucle6tido
azocar:    UTr7,     u772    y    UTr7.    Mediante    estrategias    bioqufmicas    se    ha

determinado  que  UTrl   y  UTr7  son  transportadores  de  UDP-glucosa  y  UDP-

galactosa y UTr2 es un transportador de UDP-galactosa.
Con el prop6sito de conocer la participaci6n t.n vi.vo de estas protefnas en

la    sfntesis    de    hemicelulosas   y   pectinas,    hemos    propuesto    identificar   y

caracterizar mutantes de A.£ba//.ana en los genes que las codifican.

Hemos  identificado  una  linea  atrapadora  de  genes  (gene  trap  line)  que

posee   una   inserci6n   del   transpos6n   Ds   en   el   primer   ex6n   del   gen   del
transportador de UDP-galactosa y UDP-glucosa U7T7.

La expresi6n  del  gen  reporfero  GUS en  la mutante ufr7  revela que  U7+7

es  diferencialmente  expresado.  Analisis  por  Northern-blot  e  hibridaci6n  in-situ

corroboran lo anterior.

Analisis  microsc6pico  en  cotiledones  revelaron  un  fenotipo  a  nivel  de

tejido.  Las  celulas  de  los  cotiledones  de  plantulas  y  embriones  mutantes  wfr7

poseen  un  mayor ndmero de gfanulos de almid6n en los plastidios y una mayor



cantidad    de   cuerpos    lipidicos   en    el    citoplasma.    Usando    la   tecnica    de

inmunofluorescencia   se   encontr6,   en   las   paredes   de   las   celulas   de   los

cotiledones,  un aumento en la uni6n de un anticuerpo que reconoce cadenas de

(1+4)-P-D-galactosa  de  la  pectina  ramnogalacturonano  I.  Sin  embargo,  no  se

observaron diferencias en xiloglucano.

De esta forma, la inserci6n en el gen  U7T7 generaria una alteraci6n en el

metabolismo   de   los   carbohidratos   que   tambien   afecta   la   estructura   del

ramnogalacturoano  I.  Este  resultado  tambien  sugiere  que  la  presencia  de  un

gen   83%   id6ntico  en   su   secuencia  aminoacidica   (U773),   una  caracteristica

comdn en Arabidopsis,  no es suficiente para eliminar la funci6n del gen  U7t7 en

la mutante insercional.

Nosotros proponemos que la funci6n ;-n v/.vo de U7T7 es transportar UDP-

glucosa.  Al  estar  ausente,  UDP-glucosa  aumenta  en  el  citoplasma  y  con  ello

aumenta  el   pool  de  hexosas.   Estas  serian  destinadas  hacia  la  sintesis  de

almid6n.  Ademas,  Ia  UDP-glucosa  puede  ser  epimerizada  a  UDP-galactosa  y

transportada  al  lumen  del  Golgi  donde  es  incorporada  a  las  cadenas  laterales

de ramnogalacturonano I.

Ademas,  hemos  identificado  mutantes  insercionales  por  T-DNA  en  los

genes  U7T2  y  U7t7,  transportadores  de  UDP-galactosa  y  UDP-glucosa/UDP-

galactosa    respectivamente.    Estos   genes   tambien    poseen   una   expresi6n
diferencial  en  A.  thaliana,  Io  cual  explicaria  al  menos  en  parfe  la  existencia  de

una familia de transportadores de UDP-galactosa y UDP-glucosa.
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SUMIVIARY

The cell wall  is essential for plant life.   It is a complex structure composed

by polysaccharides and proteins. 70% of the po!ysaccharides are hemicelluloses

and pectins, and only  30% of them are cellulose.

The  biosynthesis  of  non-cellulosic  polysaccharides  takes   place  at  the

Golgi   apparatus  and   requires  glycosyltransferases  that  incorporate  activated

sugars  into  an  elongation   polymer.   Sugars  are  activated  by  conversion  into

nucleotide sugars  at the cytoplasm.  Golgi-localized  nucleotid  sugar transporters

are needed to by pass the topological barrier between nucleotid sugar synthesis

in the cytosol and Golgi lumenal glycosyltransferases.

Our goal  have  been  identify and to characterize the  proteins responsible

of this  activity.  In  our  laboratory  it have  been  cloned  three Arab;.dapsr.s  ff]a/;.ana

genes that codify to nucleotide sugar transporfers:  UTr7,  U7+2 y U7t7.   By using

biochemical  approaches we  have  shown  that  UTrl  and  UTr7 are  UDP-glucose

and UDP-galactose transporfers and UTr2 is an UDP-galactose transporter.

In  order  to  know  the  /.n  v/.vo  role  of  these  proteins  in  the  synthesis  of

hemicelluloses   and   pectins,   we   have   propose   identify   and   characterize   A,

fha//.ana mutants in these genes.

We have identify a gene trap line mutant with a Ds transposon insertion at

the first exon of the UDP-glucose and UDP-galactose UTr7 gene.

The   GUS   expression   in   ufr7   mutant   show  that   U7T7   is   differentialy

expressed.  Northern-blots  and  i.n  sr.fo  hybridizations  analysis  are  in  agreement

with this observation.

Microscopic  analysis  in  cotiledons  shown  a  tissue  phenotype.  The  plant

mutant  cells  have  more  starch  granules  in  the  plastids  and  lipid  body  at  the

cytoplasm.   Using  immunofluorescent  technics  we  founded  at  the  cell  wall  of

cotiledons  an    increase  in  the  binding  of  an  antibody  for  (1+4)-P-D-galactan

from ramnogalacturonan I. However there are not differences in xyloglucan.



Therefore,  the  insertion  in  the  U7+7  gene  produces  an  alteration  in  the

metabolism of carbohydrate that also affects the structure of ramnogalacturonan

I.  These  results also suggest that the presence of a gene that have an  83°/o of

identity  at the  aminoacid  level  (UTr3),  a  common  feature  in  Arabidopsis,  is  not

sufficient to back up all the U7t7 gene function in the insertional mutant.

We  propose  that  the  /.n  vt.vo  function  of  UTr7  is  to  be  an  UDP-glucose

transporter.  If  it  is  absent,  UDP-glucose  and  the  hexose  pool  increase  at the

cytoplasm.  The  hexoses would  be  destinated  to  starch  syntesis.  Moreover,  the

UDP-glucose  could  be  convert to  UDP-galactose  and  transporfed  to  the  Golgi

where it will be incorporated to the ramnogalacturonan I lateral chains.

In  addition, we have  identify T-DNA  insertional  mutants  in  U7T2 and  U7t7

genes.  These  genes  are  also  differentialy  expressed  in  Arabidopsis,  and  this

differential  expresion  would  explain  the  existance  of a  UDP-glucose  and  UDP-

galactose family.
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INTRODUCCION

1.   Funci6n y composici6n de la pared celular vegetal.

Todas  las  celulas  vegetales  poseen  una  matriz extracelular denominada

pared  celular,  esencial  para  muchos  procesos fisiol6gicos y de desarrollo de la

planta.  Esta  estructura  es  responsable  de  la  gran  resistencia  mecanica  de  los

tejidos vegeta]es,  restringe la expansi6n del citoplasma,  regula el crecimiento,  el

volumen  celular  y  determina  la  forma  de  las  celulas  (Buchanan  y  col.,  2000).

Ademas,  participa  activamente  en  el  proceso  de  divisi6n  celular estableciendo

los  planos  de  divisi6n  que  determinaran  la  forma  de  las  celulas  y  6rganos

vegetales   (Reiter,   2002).   Por   dltimo,   esfa   involucrada   en   fen6menos   de

comunicaci6n  entre  celulas  y  constituye  una  barrera  de  protecci6n  frente  al

ataque de pat6genos (Carpita y Gibeaut, 1993).

Esta   diversidad   de  funciones   se   refleja   en   la   heterogeneidad   de  su

composici6n.    La   pared   celular   es   una   estructura   compleja   formada   por

polimeros de azdcar ensamblados en  una red organizada que ademas contiene

proteinas  estructurales  y  enzimas.  Si  bien  su  composici6n  y  morfologia  varfa

segdn   los  distintos  tipos  celulares,   se  ha  clasificado  en  dos:   pared  celular

primaria y secundaria.

La  pared  celular  primaria  se  forma  durante  el  crecimiento  de  todas  las

celulas  vegetales  y  es  una  estructura  no  especializada  y  similar en  todos  los

tipos   celulares.   Esta   compuesta   en   un   90%   por   polisacaridos   y   10%   de

proteinas.  El  70%  de  los  polisacaridos  son  hemicelulosas y  pectinas y el  30%
restante,  fibras  de  ce[ulosa  (Carpita  y Gibeaut,1993).  La  pared  secundaria  se

forma  una  vez  que  el  crecimiento  celular  ha  cesado  y  solo  en  algunos  tipos

celulares.  Es  altamente  especializada  en  estructura  y  composici6n,  reflejando

un   estado   de  diferenciaci6n  celular.   Se  caracteriza   por     poseer  un   mayor
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contenido  de  celulosa,  menor cantidad  de  pectinas,  hemicelulosas y proteinas,

y un polimero diferente denominado lignina (Carpita y Gibeaut,  1993).

Las fibras  de  hemicelu[osa  unen  a  [as  microfibri[las  de  celulosa  entre  si,

formando  la matriz de hemicelulosa-celulosa responsable de la gran  resistencia

mecanica  de  la  pared  celular.   La  hemicelulosa  mss  abundante  en  la  pared

primaria  de  dicotiled6neas  es  xiloglucano  formada  por  una  cadena  lineal  de

glucosas (1i4-P-D-glucosa) a la cual se unen de manera peri6dica residuos de

xilosa o xilosa-galactosa-fucosa.

Las  pectinas  son  polrmeros  ricos  en  aztlcares  cargados  como  el  acido

galactur6nico y en azdcares neutros como ramnosa, arabinosa y galactosa. Son
los polisacaridos mas solubles presentes en la pared  y forman un gel altamente

hidratado, en el cual los grupos carboxilos de pectinas vecinas estan unidos por

iones  Ca2+.    Una  de  las  pectinas  mss  abundantes  en  la  pared  primaria  es  el

homogalacturonano  (HG),  un  homopolimero  de  (1+4)-Ci-D-acido  galactur6nico

que  puede  tener  varios  estados  de  metil-esterificaci6n  y  acetilaci6n.  Tambien

puede  tener  sustituciones  complejas  con  cadenas     laterales  de  galactosa  y
arabinosa formando el polisacarido Ramnogalacturonano I (RGl).

2.   Biosintesis de hemicelulosas y pectinas

A   diferencia   de   la   celulosa   que   es   sintetizada   en    la   membrana

plasmatica,   Ias   hemicelulosas  y   pectinas   son   sintetizadas  en   el   lumen   del

aparato  de  Golgi.   Desde  alli  son  exportadas  en  vesiculas,  siguiendo  la  ruta

exocftica,  hacia  la  membrana  plasmatica donde  son  ensambladas  en  la  pared

celular.

Aunque existe poca informaci6n sobre el mecanismo de sfntesis de estos

polisacaridos   y se desconocen la mayoria de las proteinas involucradas, se ha

determinado  que  las  enzimas  responsables son  glicosiltransferasas de aparato

de Golgi (Figura 1).
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Transportador
de nucle6tidos

azdcar

NDP-azdcar Glicosiltransferasas

EEgEEJ. Modelo propuosto pare la b!osintesis de hemicelulosas y pectinas en el aparato
de  Golgi  de  c6lulas vegetales.  Los  nucle6tidos azdcar (NDP-azdcar)  son  sintetizados en  el
citoplasma  y  transportados  hacia  el  ldmen  del aparato  de  Golgi  mediante  transportadores  de
nucte6tidos azdcar (1 ). AIIi son utilizados por las glicosiltransferasas que transfieren el azdcar a
la cadena de po[isacaridos en elongaci6n, liberando el nucle6sido difosfato (NDP) (2).

Las   glicosiltransferasas   son    proteinas   tipo    11    de   solo    un    dominio

transmembrana  que  poseen  su  sitio  catalitico  en  el  lumen  de  las  cisternas del

aparato  de  Golgi  (Mufioz  y  col.,1996;  Sterling  y  col.,1998;  Wulff y  col.,  2000;

Keegstra    y  Raikhel,  2001).  Utilizan  como  sustrato  los  azdcares  unidos  a  un

nucle6tido, compuestos denominados nucle6tidos azdcar.  La mayor parte de los

azdcares,  como  galactosa,  glucosa  y  xilosa,  esfan  unidos  al  nucle6tido  UDP,

mientras que fucosa y manosa estan unidos a GDP  (Seitz y col., 2000).  Debido

a  la  complejidad  de  las  hemicelulosas  y  pectinas,     resulta  evidente  que  las

celulas vegetales requieren  muchas glicosiltransferasas diferentes para generar

los   diversos   enlaces   glicosidicos   presentes   en   los   polisacaridos   de   pared

celular.  A  pesar de  ello,  hasta  la  fecha solo se  nan  clonado cuatro genes que

codifican  para  glicosiltransferasas  de  plantas:  la  xiloglucano  fucosiltransferasa

de  A.Iba/i.ana  (Perrjn  y  col,,  1999;  Perrin  y col.,  2003);    la  galactosiltransferasa

de  7+7'gone//a foenwm-graecLrm   (Edwards y col.,1999);  la a-xilosiltransferasa de

A.   fha/i.ana   (Faik  y  col.,   2002)   y   la   xiloglucano   galactosiltransferasa   de  A.

fha/t.ana (Madson y col., 2003).

7



Sin  embargo debido  a que  las  reacciones  de transferencia  de  azacares

ocurren en el lumen del aparato de Golgi y la sintesis de los nucle6tidos azdcar

acontece  en  el  citoplasma  (Bonin  y  col„   1997;  D6rman  y  Benning,1998)  se

genera  un  problema topol6gico.  Este problema se resuelve con  la participaci6n

de proteinas transportadoras de nucle6tidos aztlcar en la membrana del aparato

de Golgi (Figura 1).

Evidencia   experimental   proveniente   de   nuestro   laboratorio   apoya   lo

anterior,  ya  que  se  ha  determinado  en  la  membrana  del  aparato  de  Golgi  de

celulas    vegetales    actividad    transportadora    de    UDP-glucosa,     UDP-acido

glucur6nico,  UDP-acido  galactur6nico,  UDP-galactosa  y  GDP-fucosa  (Mufioz  y

col.,    1996;   Neckelmann   y   Orellana,   1998;   Wulff  y   col.,   2000).   Segdn   las

caracteristicas    que    poseen    los    transportadores    de    nucle6tidos    azdcar

identificados en otras especies, estas debieran ser proteinas de masa molecular

entre   35   y   40    KDa   y   altamente   hidrofobicas,    con   8   a    10   fragmentos

transmembrana.   Considerando que en la biosfntesis de polimeros de azdcar un

paso  limitante  es  la disponibilidad  del  sustrato,  estas proteinas transportadoras

serian importantes puntos de regulaci6n del proceso.

Con   el   objetivo   de   identificar  genes   de   plantas   que   codifiquen   para

transportadores de nucle6tidos azdcar se ha utilizado la estrategia de "cloning in

silico"  buscando en el  genoma de Arabf.dapsi.s ff}a/t.ana   secuencias hom6Iogas

a  transportadores  de  nucle6tidos  aztlcar  caracterizados  en  otros  organismos.

De esta forma, en nuestro laboratorio se han clonado dos genes de Arabidopsis

denominados  UTr7 y  U7+2 cuyas secuencias son  hom6logas a transportadores

de  UDP-galactosa  de  celulas  animales   (Miura y col.,1996;  lshida y col.,1996),

y un gen hom6logo al transportador de UDP-acido glucur6nico de Caenobard;.fr.s

e/egans,  Sqv7 (Herman y col..1999) denominado  U7t7. Mediante experimentos

de  expresi6n  en  Saccharomyces  cer/.vr.s;.ae  se  ha  demostrado  que  la  proteina

UTrl    posee   actividad       transportadora   de   UDP-galactosa   y   UDP-glucosa

(Norambuena  y  col.,  2002).  De  la  misma  forma  se  ha  determinado  que  las

proteinas   UTr2   y   UTr7   son   transportadores   de   UDP-galactosa   y   UDP-
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galactosa/UDP-glucosa respectivamente (Norambuena, 2004;   Segura, 2004). A

pesar    que    estas    proteinas    han    sido    caracterizadas    bioqufmicamente,
desconocemos en que tejidos esfan presentes y cual es su funci6n j.n v/.vo.

Ademas,   existen   en   el   genoma   de  Arabidopsis   otras   4   secuencias

hom6logas   al   gen   UTr7   (U773,   U7+4,   U7t5  y   U7T6)   que   codificarian   para

proteinas altamente hidrofobicas de tamafio molecular entre 30 y 50 KDa. Tanto

la similitud  de secuencia como  las evidencias estructurales sugieren  que estas

proteinas   tambien   pueden   corresponder   a   transportadores   de   nucle6tidos

azdcar.

3.         Ivlutantes    de    A.    fha/i-ana:     Una    estrategia    para    estudiar    la

participaci6n de los transportadores de UDP-glucosa/UDP-galactosa en  la
sintesis de polisacaridos de pared celular

Una estrategia  para analizar la funci6n de una proteina en un organismo

es  estudiar  el  efecto  generado  al  mutar  el  gen  que  la  codifica.  Asi,  plantas

mutantes    en    los    genes    que    codifican    para    transportadores    de    UDP-

glucosa/UDP-galactosa,     son     una    valiosa    herramienta    para    analizar    la

participaci6n de estas proteinas en la sfntesis de hemicelulosas y pectinas.
Evidencias aportadas  por otros organismos nos permiten suponer que la

ausencia  de  un  transportador  de  nucle6tidos  azdcar  en  la  planta  generaria

alteraciones  cuantitativas  y/o  cualitativas  en  la  composici6n  de  los  polimeros

que  son  sintetizados  en  el  aparato  de  Golgi.  En  celulas epiteliales  MDCK que

poseen  una  deficiencia  de  un  98%  en  el  transporfe  de  UDP-galactosa  en  el
aparato de  Golgi  (Brandli y col.,1988),  se encontr6 que el  proteoglican  keratan

sulfato,   que  posee  galactosa  en  el   polimero  de  glicosaminoglicano,   no  fue

sintetizado  IToma  y  col.,1996).  Por  otra  parte,  la  cepa  VRG4  de  la  levadura

Saccharomyces  cerev7.s/.ae  mutante  en  un  transportador  de  GDP-manosa  de

aparato  de  Golgi  ovrg4)  presenta  una  disminuci6n  en  el  transporte  de  este

nucle6tido  aztlcar  en  vesiculas  de  Golgi  y  una  disminuci6n  en  la  manosilaci6n
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de   glicoproteinas   y   esfingolfpidos   (Dean   y   col„   1997).   Por   altimo,   se   ha

determinado  que  la  disminuci6n  de  la fucosilaci6n  de  proteinas  glicosiladas   en

pacientes  con  la  enfermedad  gen6tica  "deficiencia  de  adhesi6n  de  linfocitos

(LAD)",   y   que   se   caracteriza   por   inmunodeficiencia   y   alteraciones   en   el

desarrollo del  sistema  nervioso,  se debe a  la  mutaci6n  en  un transportador de

GDP-fucosa del aparato de Golgi (Ltlhn y col., 2001).

La  planta A.  fha//.ana  es  el  modelo  id6neo  para este tipo  de  estudios ya

que es  una excelente herramienta gen6tica y ademas posee una  pared  celular

primaria tipica y similar a la mayoria de las plantas (Zablackis y col.,1995).  Otra

ventaja  es  la  existencia  de  bancos  de  mutantes  insercionales  generados  por

distintos    grupos    de   investigaci6n   y   disponibles    para   toda    la   comunidad

cientffica.  Las  mutantes  insercionales  son  plantas  de Arabidopsis  que  poseen

en  su  genoma  un  segmento de  DNA que interrumpe la transcripci6n  normal del

gen.  Los  elementos  insercionales  mas  utilizados son  transposones  (Springer y

col.,1995)  y el  T-DNA  de Agrobacfer7.urn fumefacf.ens   (MCKinney y col.,1995;

Krysan  y  col.,1999).  En  estas  plantas  se  ha  identificado  el  sitio  putativo  de  la

inserci6n  en  el  genoma  lo  cual  permite  la  rapida  identificaci6n  de  una  mutante

en un gen especifico.

Varios de los genes que hoy conocemos y cuyos productos participan en

la  sintesis  de  polisacaridos  o  son  necesarios  para  el  ensamblaje  de  la  pared,

se han  identificado al analizar plantas de A.  i"a/r.ana mutantes.  Muchas de ellas

tienen    alteraciones    en    el    crecimiento,    en    la    elongaci6n    del    hipocotilo

(particularmente en oscuridad),  defectos en  las  raices, fragilidad del hipocotilo o

c6lulas  del  xilema  colapsadas  (Reiter y  col„  1997;  Arioli  y  col.,1998;  Taylor y

col.,   1999;   Nicol   y  col.,   1998;   Burk  y  col.,   2001;   Bouton   y  col.,   2002).   Sin

embargo,  tambien  se  han  encontrado  otras  mutantes  en  pared  celular que  no

presentan  fenotipos  morfol6gicos  evidentes  y  por  lo  tanto  ha  sido  necesario
utilizar    tecnicas    complejas    para    determinar    diferencias    cuantitativas    y/o

cualitativas de polisacaridos de pared celular.
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En   nuestro   laboratorio   se   ha   determinado   transporte   de   nucle6tidos

azdcar en vesfculas  de aparato de  Golgi  de celulas vegetal.es. Ademas se  han

clonado tres genes de A.  aha/;'ana que codifican  para proteinas transportadoras

de  UDP-glucosa y/o  UDP-galactosa y se  nan  identificado otras tres secuencias

hom6logas.    Nuestro  modelo  plantea que estos transportadores  de  nucle6tidos

azdcar son los responsables de proveer de sustratos a las glicosiltransferasas y

por lo tanto serfan importantes puntos de control de la sfntesis de componentes

de  pared  primaria.  Sin  embargo  hasta  el  momento  no  hay  evidencia  de  que

estas   protefnas   esten   involucradas   en   la   biosintesis   de   polisacaridos   no.

celul6sicos.   En  este  sentido,  Ia  obtenci6n  de  plantas  con  alteraciones  en  la

expresi6n  de los genes de transportadores de nucle6tidos azt]car nos permitirfa

entender, al menos en parte, Ia funci6n de estas proteinas /.n v/.vo.
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Hip6tesis

Los   transportadores   de   nucle6tidos   azdcar   tendrfan   una   expresi6n

diferencial  en  los  distintos  tejidos  de  la  planta  y  participarfan  en  la  sintesis  de

hemicelulosas y pectinas en los tejidos donde se expresan.

Obietivo General

Analizar   si   al   alterar   la   expresi6n   de   los   genes   que   codifican   para

transportadores    de    nucle6tidos    azdcar   en    los    tejidos   donde    se    estan

expresando,  es  afectada  la  composici6n  de  hemicelulosas  y  pectinas  de  la

pared celular.

Obietivos esDecificos

Estudiar la expresi6n de genes de transportadores de nucle6tidos azdcar

en distintos tejidos de la planta y durante el desarrollo.

2.         Obtener y caracterizar plantas mutantes en estos genes.

3.          Estudiar  los  cambios  en  la  estructura y composici6n  de  la  pared  celular

de las plantas mutantes obtenidas.
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MATERIALES Y METODOS

1.   Material Biol6gico

±l_antas y condiciones de crecimienJQ

Se  utilizaron  plantas  de  Arabt.dapst.s  ff]a/r.ana  silvestres  de  los  ecotipos

Columbia (Col-0) y Landsberg erecta (Ler-0).

Las  plantas  mutantes  por  inserci6n  de  T-DNA  fueron  facilitadas  por  el

Institute Torrey Mesa de la  Empresa Syngenta ITorrey Mesa  Research  Institute,

n{±p:/~.tmri.org/index.htm!.)       y       por   el    lnstituto   SIGNAL   (Salk   Institute

GenomicAnalysisLaboratory,|tt_p://signal.salk.edu).

La  mutante  insercional  por  transpos6n  utr7  del  banco  de  Sundaresan

(Sundaresan    y    cols.,    1995)    fue    obtenida    a   traves    del    Institute    NASC

(Nottingham    Arabidopsis    Stock    Centre,    httD://nasc.nott.ac.uk).    Las    lineas

parentales,  que  dieron  origen  a  las  mutantes  insercionales de Sundaresan,  Ac

(Act   y  Ac5)  y  DSE   (DSE3  y  DSE4)   fueron  facilitadas   por  el   lnstituto  ABRC

(Arabidopsis Biological Resource Center, http://aims.cse.ms!..edu/aimso.

Con  el  prop6sito  de  obtener plantas aduhas  para  mantenci6n  de  lineas,

recolecci6n  de  tejidos  adultos  y  cruzas,  Ias  plantas  fueron  sembradas  en  una

mezcla   2:1   de      tierra      de   hoja   y  vermiculita   y   crecidas   en   una   camara

climatizada a 23°C con un regimen de luz/oscuridad de 16/8 horas.

Con  el  objeto  de  obtener  plantas  para  preparaci6n  de  RNA de  estadfos

tempranos,  analisis de  segregaci6n  en  marcadores de selecci6n y preparaci6n

de   muestras   para   tdenicas   microsc6picas,   Ias   plantas   fueron   orecidas   en

condiciones esteriles en  placas de  medio  basal  Murashige and  Skoog  (pH  5.7)

con sacarosa  1%  piv   y agar 0.9%  piv.  Para esterilizar fas semillas,  se trataron

por  5  minutos  con  una  soluci6n  de  Etanol  70%  wl  con  agitaci6n  constante,
luego  por  15  minutos  con  una  soluci6n  de  hipoclorito  de  sodio  5%  v/v y   SDS

1%  v/v y posteriormente se   lavaron  5 veces con  1  ml  de agua esteril.  Con  el

objetivo  de  sincronizar  la  germinaci6n,  antes  de  transferir  las  placas  con  las
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semillas a la camara de cultivo de tejido,  se dejan 48  horas a 4°C.  Las plantas

fueron crecidas a 23°C  con un regimen de luz/oscuridad de 16/8 horas.

a_acterias y condiciones de cu_]±i±±g

Para los clonamientos se utilizaron bacterias Eschen.ch/.a co//. cepa DH5a,

Ias cuales fueron crecidas en medio Luria Bertoni (LB) Iiquido (bacto triptona 1%

p/v  ,extracto  de levadura  0.5°/o  p/v y  Nacl  1°/o  p/v)  o s6Iido  (Medio  LB con  agar

1.5% p/v) a 37° C por 16 horas.

2.   Plasmidos

Plasmidos donados

• APD06f05: Plasmido bluescript 11 SK con la secuencia del EST de U7T7

(Asamieu y col., 2000).

• 249D21T7:  Plasmido pZLl  con la secuencia del EST de {/7+3 (Donado

por Arabidopsis Biological Resource Center).

•  GPD426-UTr2myc:  Plasmido  GPD426myc  con  la  secuencia  completa

del  CDNA de  UTte en  los sitios BamHl y IVotl.  En  el  extremo 3'  posee el

epitope myc en marco de lectura (Norambuena, 2004).

•   H8B10T7:   Plasmido   bluescript  SK,   que   contiene   el   EST  del   RNiA

ribosomal 18S de A. fha//.ana. (Donado por Dr. Loreto Holuigue).

•  PCAMBIA:  Plasmido  binario comercial que  posee la secuencia del gen

meomicina fosfotransferasa 11 (IVP770.

•  PRL-2:  vector  binario  que  posee  la  fusi6n  del  promoter de  la  proteina

PR2 con el gen reportero GUS (Donado por Dr. Herman Silva)
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E±±smidos construidos durante esta tesis
•  3'UTR-UTrl:   Plasmido  bluescript  11  SK    con  la  secuencia  3'UTR  de

Urr7 del EST del plasmido APD06f05, en los sitios Sac y Kpr.

•  pBl-UTr7:   Plasmido  bluescript  11  KS  con  la  secuencia  CDNA  del  gen

U7T7 sin el primer ex6n, clonado en EcoRV.

•  GPD426-UTr7myc:  Plasmido  GPD426myc  con  la  secuencia  completa

del  CDNA de  U7T7 en  los sitios BamHI y IVofl.  En  el  extremo  3'  posee el

epitope myc en marco de lectura,

3.         Partidores

3.1.      Partidores    con  sitios  de  restricci6n  para  clonamientos  en  los  vectores

pbluescript y GPD426-myc.

I                       Partidor Sitio deRestricci6n Secuencia

Extremo 5' del 3'UTR deUTrl Sacl CAAAAGAGCTCAAGITTTTCCCTC

Extremo 3' del 3'UTR deUTrl ffl TTTGGGTACCCCAAAATTCAAATC

Extremo 5' de U7t7 aarm ATCACTCTTGGATCCCCATGGA

Extremo 5' de Urr7, sin elex6n1 BamHl GGCAITGGATCCATGGCAATGG

Extremo 3' de U7t7 Notl CCAAACGCGGCCGCAAITCTCCTITT
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3.2.      Partidores    utilizados    para    sfntetizar    sondas    radioactivas    y    para

experimentos de RT-PCR.

Partidor Secuencia

Extremo 5' de U7T7 TCTAGGATCCTAATGGAGGTCCATGGCTCC

Extremo 3'de Urr7 ATGGCGGCCGCCTTCCACTCTITTGCTTC

Extremo 5' de UT¢ TTCTAATGTGTAGAGTCAGTGACACACTT

Extremo 3' de U712 AACTGGAGGATCTTAGATAGAATCAGGTT

Extremo 5' de U7t7 CATTGCITCAATGGCAATGG

Extremo 3' de Urr7 CCGGACCGAAAITCTCAITT

Extremo 5' de Actina CACACITTCTACAATGAGCT

Extremo 3' de Actina GCAGTGATCTCTTTGCTCAT3

Extremo 5' de GUS CTGTGGAATTGATCAGCG

Extremo 3' de GUS CTCTTCGCTGTACAGITC

Extremo a de NPTll CAAGATCGAITGCACGCA

Extremo 3: de NPTII CTATGTCCTGATAGCGGT

3.3.      Partidores   exactos      para   la   verificaci6n   de   las   inserciones   en   las

mutantes SALK,   SYNGENTA y Mutante Ds.

Partidor Secuencia

Extremo 5' del Ds ACGGTCGGGAAACTAGCTCTAC

Reverso del ex6n 2 de UTrl ATGCAAGATGCTCGAACC

Extremo izquierdo del T-DNA de TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC

las lineas SYNGENTA (L83)

Extremo .E:quierdo del T-DNA de GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT

las lineas SALK (LBbl SALK)

lntemos (directo e inverso) para la ACGAGTCAACTITCCGGllTAA

mutante utr2-7 ACGACGATTATAATCGCTTcllT

lntemos (directo e inverso) para la GCCACGCTGGTMTGCAAATT

mutante ufr2-2 CITTGAGGAGAGAITCAAAGGA



4.        Antic uerpos

Todos los anticuerpos utilizados en esta tesis fueron facilitados por el  Dr.

Paul Knox, Centre for Plant Sciences, University of Leeds, England.

4rlticuerposanti-DectinLas

•    JIM5   y    JIM7:   Anticuerpos    monoclonales    anti-Homogalacturonano

sin/baja y alta metil-esterificaci6n respectivamente (Williats y col., 2001 ).

•  LM5: Anticuerpo  monoclonal  que  reconoce 4  residuos de galactosa en

cadenas    de  (1+4)-P-D-galactosa  de  Ramnogalacturonano  I  (Jones  y

col.,1997; Willats y col.,1999; Mccartney y col., 2000).

• LM6: Anticuerpo monoclonal que reconoce 5 arabinosas en cadenas de

(1+5)-Ch-L-arabinanosa  de  Ramnogalacturonano  I.  (Willats  y  col.,1999;

Mccartney y col., 2000).

Anticuerpos anti-Drotel'nas Arabinoaalactanos

•  MAC207,  JIM4,  JIM13,  JIM16:  Anticuerpos  monoclonales  anti  cadenas

de galactosa   ((1+3)-P-D-galactosa y (1+6)-P-D-galactosa) de proteinas

Arabinogalactanos (AGP) de membrana plasmatica (Knox y col.,1991).

•  JIM14:  Anticuerpo  monoclonal  anti  cadenas  de  galactosa  ((1+3)-P-D-

galactosa y (1 +6)-P-D-galactosa)  de proteinas Arabinogalactanos  (AGP)

de pared celular (Knox y col.,1991).

•  LM2:  Anticuerpo  anti  acido  glucur6nico  unido  en  8  a  las  cadenas  de

galactosa     ((1+3)-P-D-galactosa     y    (1+6)-P-D-galactosa)     de    AGP

(Smallwood y col„  1996).

Antiioueroo secundario

•  Anticuerpo  anti-rata  acoplado  a  isotiocianato  de  fluoresceina  (FITC)

(SIGVA).
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5.   Reactivos

•  De Amersham-Pharmacia  Biotech  (Uppsala,  Suecia)  se obtuvieron  las

columnas Sephadex G-50 y la membrana hybond-N+.

•  De  BioLabs  (New England,  USA)  se obtuvieron  enzimas de  restricci6n,

DNA ligasa y marcadores de peso molecular  para RNA.

•    De    Electron    Microscopy   Sciences    (Fort   Washington,    USA)    se

obtuvieron todos  los  reactivos  para fijaci6n  e inclusi6n de muestras para

tecnicas microsc6picas.

•  De  Fermentas  ovilnius,  Lithuania)  se obtuvieron enzimas de restricci6n,

DNA polimerasa,  el  Hexalabel  DNA kit y el marcador de PM de DNA de  1

kb.

•  De  Gibco  (lnvitrogen,  Grand  Island,  NY,  USA)  se  obtuvo el sistema  de

purificaci6n  de  productos  de  PCR  "CONCERT",  agarosa,  el  sistema  de

transcripci6n reversa y medios de cultivo de bacterias.

•  De Merck (Darmstadt, Alemania)  se obtuvieron  los solventes de grado

analitico y las sales.

• De Perkin Elmer Life Science (Boston, USA) se obtuvo el [or-32P]-dcTP.

•   De   PhytoTechnology   (Kansas,    USA)   se   obtuvo   el   medio   basal

Murashige and Skoog (MS) y el agar para plantas.

•  De  Promega  (Madison,  Wl,  USA),  se obtuvo el sistema de purificaci6n

de DNA plasmidial "Wizard" y el marcador de PM de DNA de 50 pb.

•  De Sigma Chemical  Co.  (St.  Louis,  USA)  se obtuvieron  los antibi6ticos,

el   sustrato   X-GlcA   (5-bromo-4-cloro-3-indolil   glucur6nido)   y   reactivos

quimicos generales.
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6.         T6cnicas generales de Biologia Molecular

6.1.     Preparaci6n de c6lulas competentes de EcheH.ch/.a co//. (E. Co/J)

Se  utiliz6  el  m6todo  descrito  por lnoue  (lnoue,1990).  Se  inocularon  250

ml  de  medio  SOB  (bacto triptona  2%  p/v,  extracto  de  levadura  0.5%  p/v,  Nacl

10  mM,    Kcl  2.5  mM,  Mgc12   10  mM,  Mgs0410  mM)  con  un  precultivo   de  E.

Co/f. DH5a crecido durante  16  horas   a 37°C, y se creci6  a 23°C con agitaci6n

vigorosa hasta una O.D. a 600 nm de 0.6 unidades de absorbancia. El cultivo se

enfri6 en  hielo por 10 minutos y se centrifug6 a 2.500g  por 10 minutos a 4°C.  EI

pellet se  resuspendi6 en  80  ml  de tamp6n TB frfo (Pipes  10 mM,  Mnc12 55 mM,

Cac1215 mM,  Kcl 250  mM), se incub6 en hielo por 10 minutes y se centrifug6 a

2.500g  por  10  minutes  a 4°C.  Finalmente el   pellet se  resuspendi6 en  20  ml de

tamp6n  TB  frfo,  se  agreg6  DMSO  a  una  concentraci6n  final  de  7°/o  v/v  y  se

incub6 en  hielo  por 10  minutos.  Las  c6lulas se congelaron  en  Nitr6geno  liquido

en alicuotas de 200 ul.

6.2.     Transformaci6n de c6lulas competentes de Echeri.chi.a co/i. (E, Co/;)

Se  utiliz6  el  metodo  por shock termico  (lnoue,1990).  A 50  ul  de c6lulas

competentes  se  le  agregaron  de  1   a  5  LIl  de  DNA.  La  mezcla  se  incub6  30

minutes  en  hielo,  luego  5  minutos  a  37°C  y  finalmente  5  minutos  en  hielo.  A

continuaci6n se   agreg6  1  ml de medio LB sin  antibi6tico y se incub6 por 1  hora

a 37°C.  Las bacterias se sembraron sobre una placa de LB/agar con antibi6tico

(segtin el plasmido) y se incubaron a 37°C toda la noche.
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6.3.      Preparaci6n de DNA plasmidial

Mi_nipreparaci6n de DNA plasmidi_a_I_

Se  utiliz6  el  protocolo  descrito  por Xiang  y  col.,  (Xiang  y col.,1994).1,5

ml  de  cultivo  saturado  se  centrifug6  por  1   minuto  a     12.000g.   EI  pellet  se

resuspendi6  en  100  prl  de  soluci6n  I  (Glucosa  50  mM,  Tris-Hcl  25  mM  pH8,

EDTA 10  mM pH8),  se agregaron 200 prl de soluci6n  11  (NaoH  0.2 N,  SDS  1%) y

se mezcl6 por inversi6n.  Se agregaron  150 Hl de soluci6n Ill (Acetate de Potasio

5  M,  pH  4.7  ajustado  con Acido Acetico  Glacial),  se  mezcl6  por inversi6n y se

centrifug6 a 12.000g por 5 minutos a 4°C. AI sobrenadante se le agreg61  ml de

Etanol  100% y se mezcl6 por inversi6n. Se centrifug6 a  12.000g por 5 minutes a

4°C y el  pellet se  lav6 con  Etanol 70%.  Luego se resuspendi6 en 40Hl de agua

con RNasa A (20 Lig/ml) y se incub6 a 37°C por 10 minutos.

Maxipreparaci6n de DNA plasmidia[

Se   utiliz6   el   sistema   de   preparaci6n   de   DNA   Wizard   de   Promega

(Schoenfeld,  1995).

6.4.      Electroforesis de DNA

Para separar fragmentos de DNA de tamafios entre 1  a  14 kb o de 150 a

900  pb,  se  realizaron  electroforesis  horizontales  de  agarosa  al  1%  p/v y al  2°/a

p/v en tamp6n TAE, respectivamente (Tris 40 mM, CH3COONa 20 mM,  EDTA 2

mM,  pH8).  Como  marcadores  de  peso  molecular se  utilizaron  el  "Ladder"  de  1

kb de Fermentas® y el de 50 pb de Promega®.

Para  resolver diferencias  de tamafio  entre 4 a  10  pb  se  utilizaron  geles

de Agarosa/Nusieve (2°/o / 1% p/v) segdn Sjoberg  (Sjoberg y col., 2001).
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6.5.     Reacci6n en cadena de la polimerasa (PCR)

Para   todas   las   reacciones   de   PCR   se   utiliz6   DNA   polimerasa  Taq

Fermentas    ovilnius,     Lithuania),    su    tamp6n    correspondiente,    mezcla    de

nucle6tidos  0.2  mM,  Cloruro  de  Magnesio  1.5  mM,  y  12 .pmoles  de  partidores.

La   cantidad   de   templado   utilizada   fue   de   aproximadamente   10   ng,   con

excepci6n de las amplificaciones desde DNA gen6mico en  las que se utilizaron

cantidades variables segt]n  la preparaci6n.   La temperatura de  apareamiento y

el  tiempo  de  extension  para  amplificaciones  desde  DNA  plasmidial  fue  de  50  -

55°C   por  1.5   minutes   respectivamente.     En   las  amplificaciones  desde  DNA

gen6mico las temperaturas de apareamiento fueron diferentes para cada par de

partidores y el tiempo de extensi6n fue de 3 minutes.

7.         Obtenci6n  de  mutantes  insercionales  de  A.  aha//.ana  en  los  genes

que codifican para transportadores de nucle6tidos azdcar

7.1.     Bt]squeda de  mutantes  en  bancos de mutantes  insercionales de A.

thaliana

La  identificaci6n  de  plantas  de  A.   fba//.ana  mutantes  en  los  genes  de

transportadores   de   nucle6tidos   azdcar   se   realiz6   mediante   bioinformatica

utilizando  los  bancos de mutantes insercionales.  Estos bancos son  colecoiones

de    plantas   de   Arabidopsis   que   poseen   en   distintos   /ocus   del   genoma

inserciones  del  T-DNA  de  Agrobacter/'um  fumefacf.ens  o  de  transposones.  EI

sitio  de  inserci6n  se  ha  estimado  al  comparar  la  secuencia  de  DNA gen6mico

adyacente  al  T-DNA  o  transpos6n  con  la  base  de  dates  de  los  genes  de  A.

i"a//.ana (Arabidopsis information Resource (TAIR) ,vw.arabido
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Con   las   secuencias   gen6micas   de   los   genes   que   codifican   para

transportadores  de  nucle6tidos  azdcar  obtenidas   de  TAIR,     incluyendo  una

regi6n  de  1  kb  rio arriba del ATG  (zona donde estaria ubicado el  promotor), se

realiz6  un  alineamiento  contra  dos  bancos  de  mutantes  insercionales  por  T-

DNA:    la  colecci6n  GARLIC   de  la  compafiia  SYNGENTA y del  lnstituto Torrey

Mesa y la colecci6n SALK del  instituto SIGNAL (Salk Institute Genomic Analysis

Laboratory).    Luego   de   analizar   los   valores   de   alineaci6n   se   identificaron

putativas  mutantes  insercionales  por  T-DNA  en  los  genes  UTJ2,   U7T3,   U7t4,

U7t5,  UTr6 y  UTr7.  En  la figura 2 se indican  los sitios putativos de inserci6n en

el   genoma  de   las  plantas  SYNGENTA  (flecha  roja)  y  de  las  plantas  SALK

(flecha    azul).    Ademas,    en    la    colecci6n    de    mutantes    insercionales    por

transposones  derivados  del  transpos6n  de  marz  (elemento  Ds)  de  Sundaresan

(Parinov  y  col.,   1999)   se  encontr6  una  planta  que  posee  una  inserci6n  del

elemento Ds en el primer ex6n del gen UTr7 (Figura 2, flecha verde).

Debido  a  que  un  40%  de  las  mutantes  insercionales  clasificadas  en  las

colecciones SYNGENTA y SALK no  poseen  la  inserci6n  donde es predicha,  es

necesario  verificar el  sitio  de  inserci6n  en  las  plantas  seleccionadas.  Para  ello,

las  semiHas  obtenidas  fueron  sembradas  y crecidas  en  tierra y  posteriormente

se prepar6  DNA gen6mico de varias plantas por lfnea para determinar por PCR

la presencia de la inserci6n.

7.2.      Preparaci6n rapida de DNA gen6mico para analisis por PCR

En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se congelaron aproximadamente 100 mg

de  tejido  con  Nitrogeno  lfquido  y  se  moli6  hasta  obtener  un  polvo  blanco.  Se

agreg6  0.55  ml  de  tamp6n  de  extracci6n   ITris-HCI  0.01   M  pH9,   Licl  0.4  M,

EDTA  25  mM,  SDS  1%  v/v)  y  0.55  ml  de  Fenol/Cloroformo/Alcohol  lsoamilico

(25/24/1).  Se agit6 en vortex durante 20 segundos,   se dej6 en  hielo por un par

de minutos y   se centrifug6 a 12.000g por 5 minutos. Para realizar una segunda

extracci6n  se  recuper6  la fase acuosa y se transfiri6 a  un tubo con  0.55  ml  de
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lsopropanol,     mezclando    cuidadosamente    por    inversi6n.    Se    precipito    a

temperatura ambiente por 10 minutes y se centrifug6  por 10 minutes a  12.000g.

El   precipitado   fue   lavado   con   Etanol   80°/a   y   secado   por   30   minutos   a

temperatura ambiente.  EI  pellet se resuspendi6 en  100Lil de tampon TE  ITris  10

mM  pH8,  EDTA  lmM)  con  RNasa  A  (20  pug/ml)  y  se  incub6  a  37°C  por  30

minutes.  Se  obtuvo  DNA  gen6mico  levemente  degradado  pero  de  suficiente

calidad para realizar amplificaciones de PCR de hasta 1.5 kb.

7.3.     Verificaci6n   del   sitio   de   inserci6n   e   identificaci6n   de   plantas

homocigotas

La confirmaci6n  de  la  presencia de  la  inserci6n  se realiz6 mediante PCR

utilizando  partidores  del  gen  cercanos  al  sitio  de  inserci6n  y  un  partidor  del

borde  izquierdo  del  T-DNA  (Figura  3A).  Con  este  partidor  (partidor c)  y  uno  de

los  partidores  del  gen  (partidor a  o  b,  segan  la  orientaci6n  de  la  inserci6n)  es

posible  amplificar  una  banda  utilizando  DNA  gen6mico  de  la  planta,  solo  si  la

inserci6n  esta  en  el  sitio  predicho  (Figura  38).  Uti[izando  esta  metodologfa,  se

confirm6  la  inserci6n  en  solo  seis  plantas:  ufr7,    ufr2-7,  ufr2-2,  utr3-7,  uir6-7  y

utr7-1.

Adiciona[mente  esta  fecnica   permite   identificar  molecularmente  si   las

plantas son homocigotas o heterocigotas para la inserci6n.  Utilizando uno de los

partidores del  gen  (a o  b) y el  partidor del T-DNA (c)  se amplifica  una  banda al

utilizar DNA gen6mico de la planta mutante sea esta heterocigota u homocigota.

Sin  embargo,  al  utilizar ambos  partidores  del  gen  (a y b)  solo se  amplifica  una

banda  desde  DNA  gen6mico de  plantas  heterocigotas,  ya que  poseen  uno  de

los  alelos  en  estado  silvestre.  De  esta  forma  las  plantas  homocigotas  seran

aquellas en las que se obtiene un amplificado solo con los partidores (a o b) y c

(Figura 38).
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utrl uTr1

`L:4B±|Mutr2-2     ` utr23               uTr2

utr3-1

V utr4

utr5-1

` utr6-2    _I_ utr6-1

utr74

Fiaura 2. Identificaci6n de pufativas mutantes insercionales en genes de transportadores
de nucle6tldos azi]car.
La figura muestra  los sitios putativos de inserci6n del T-DNA o del   elemento Ds en los genes
de  transportadores  de  nucle6tidos  azdcar  de  A.   fha/I`ana,   en   las  plantas  de  los  bancos
SYNGENTA   (Rojo),   SALK  (azul)  y  colecoi6n   Sundaresan   (verde).   En   negro   se   indica   la
secuencia codificante y en gris la putativa region promotora. AI Iado derecho de cada flecha se
indica el nombre asignado a cada mutante.

Amplificado
a/c

a/b
I.,,,1,I,,,11

Silvestre
Mutante Mutante

Heterocigota Homocigota

- + +

+ + .

Fiaura  3.   Metodologia   utlllzada  para  veriflcar  la  lnserci6n  e  [dentlficar  las  plantas
homoclgotas.
A:  La figura  representa  un  T-DNA  o  transpos6n    (en  rojo)  que  esta  inserto  en  un  gen  (linea
negra).  Las flechas negras son partidores especificos  para el gen cercanos al sitio de inserci6n
(a y b) y la flecha roja es un partidor del borde izquierdo del elemento insercional (c).
8:  Utilizando  el  partidor c  y el  partidor a o  b se  amplifica  una  banda (amplificado rojo)  solo al
utilkar  DNA  gen6mico  de  aquellas  plantas  que  efectivamente  poseen  la  inserci6n  (ya  sea
homocigota  o  heterocigota).  Utilizando  los  partidores  negros  a  y  b  es  posible  amplificar una
banda   (amplificado   negro)   solo   al   utilizar  como   templado   DNA   de   plantas   silvestres      y
heterocigota.
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8.        Analisis de DNAgen6micode la mutante insercional utr1

8.1.     Maxipreparaci6n de DNA gen6mico para experimentos de southern-

blot

EI  DNA gen6mico fue  preparado a  partir de  hojas de  rosetas de plantas

adultas  utilizando  el  protocolo  descrito  por  Das  (Das  y  col.,   1990).   Utilizando

este   protocolo   se   obtiene   una   abundante   cantidad   de   DNA  gen6mico   sin

degradaci6n, 6ptimo para experimentos de Southern-blot.

8.2.     Obtenci6n de sondas radioactivas

Las   sondas   radioactivas   para   los   genes    U7t7,    GUS   y   IVP77/   se

sintetizaron  por  la  tecnica  de  "random  primer'  utilizando  el  sis{ema  "Hexalabe[

DNA  Labeling"  de  Fermentas®.   Con  los  partidores descritos en el  punto 3.2 se

amplificaron   las  secuencias  de  cada  gen   utilizando  los  vectores  APD06f05,

PCAMBIA y  PRL-2,  respectivamente.  Los  productos de  PCR fueron  purificados

con  el  sistema  "CONCERT"  Matrix  Gel  Extraction  System  de  Gibco.  La  mezcla

de  reacci6n  para  sintetizar  la  sonda  consiste  en  100ng  de  producto  de  PCR

purificado,  tamp6n  de  reacci6n  que  incluye  los  hexanucle6tidos  ITris-HCI  0.25

M,  Mgc12  25  mM,  DTT  5  mM  y  "random-primer"  7.5  o.u./ml),  mezcla  de  dNTP

(dGTP,   dATP,   dTTP   0.33   mM),   50  prci  de  [or-32P]-dcTP   (Perkin   Elmer)  y  5

unidades de enzima Klenow (exo-).   Se incub6 a 37° por 30  minutos y despues

se  eliminaron  los  dNTP  no  incorporados  mediante  cromatograffa  lfquida  sobre

una columna Sephadex G-50 (Amersham).  La radioactividad fue cuantificada en

un contador beta BECKMAN LS 5000TD.

8.3.     Experimentos de southern-blot

4 Hg de DNA gen6mico fueron  digeridos con enzimas de restricci6n de corte

infrecuente  por toda  la  noche.  Los fragmentos obtenidos  fueron  separados  en

geles de agarosa al  0.8% en tamp6n  TAE.  Una vez finalizada la electrofofesis,

el  gel  se  incub6  por  8  minutos  en  HCI  0.25N  para  depurinar el  DNA.  Luego el
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gel  se  incub6  por  30  minutos  en  soluci6n  denaturante  (NaoH  0.4  M,  Nacl  0.8

M), y por 45  minutos en soluci6n  neutralizante  (Tris base 0.5 M,  NacI  1.5 M).  EI

DNA fue transferido a una membrana de nylon cargada positivamente (Hybond-

N+,   Amersham)   mediante   capilaridad   en   una   soluci6n   SSC   10X   (SSC   IX:

Cloruro  de  Sodio  0.15  M,  Citrato  de  Sodio  0.015  M,  pH7)  por  12  horas.  Luego

de   la   transferencia   el   DNA   se   fij6   a   la   membrana   usando   luz  ultravioleta

(Crosslinker model CL-1000,  UVP).  La prehibridaci6n fue realizada a 65°C por 3

horas  en  tamp6n  de  prehibridaci6n  (SSC  5X,  Fosfato  de  Sodio  0.05  M  pH6.8,

Denhardt's  5X (Denhardt's  lx:  Polivinilpirrolidona 0.02% v/v, Albdmina de suero

bovino  0.02°/o  v/v,  Ficoll  0.02%  v/v  ),  EDTA  1   mM  pH8,  DNA  de  espermio  de

salmon  10 ug/ml,  SDS  1% v/v)`  Luego las membranas fueron hibridadas a 65°C

por 16 horas en tamp6n  de hibridaci6n  (igual al de prehibridaci6n pero con SDS

0.1°/o)  con  la  sonda  purificada  y  a  una  concentraci6n  entre  1  a  3  millones  de

cpm/ml.

En  todos  los  casos  las  membranas  fueron  lavadas  a  65°C  en  forma

consecutiva con SSC 5X,  SDS 0.1% por 15  minutos, en SSC 2X,  SDS 0.1% por

30  minutes y en  SSC  0.1X,  SDS  0.1%  por 30  minutes.  Las  membranas fueron

expuestas   a   un   film   (KODAK)      a  -80°C   por  12   horas  o  en   una   pantalla
"Phosphor   Screen"   (Bio-Rad,    California,    USA)   y   analizado   en   un   equipo

Molecular lmager FX (Bio-Rad, California,  USA).

9.        Analisis de la expresi6n de los genes urr7, UTr2, U7T3 y u7T7

9.1.     Preparaci6n de RNA para experimentos de Northern-b[Of

MaxioreDaraci6n de RNA

A pahir de  1-2 gramos de tejido se obtuvo una preparaci6n de RNA total

utilizando el protocolo descrito por Das (Das y col.,1990).
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E[§p_araci6n fapida de RNA

En  aquellos casos donde no se disponia de suficiente cantidad de tejido

se  utiliz6  una  preparaci6n  fapida  de  RNA  total  a  partir  de  100  mg  de  tejido,

utilizando  el  reactivo  TRlzol  (Gibco-BRL)  de  acuerdo  a  las  instrucciones  del

fabricante.

9.2.     Obtenci6n de sondas radioactivas

Para  sintetizar  las  sondas  radioactivas  de  los  genes  Utr2  y  U7T7  se

utiliz6  la  tecnica  de  "random  primer"  descrita  previamente  en  el  punto  8.2.  Los

CDNA  se  obtuvieron  con  los  partidores  de  los  extremos  5'  y  3'  de  los  genes

U7t2  y  Urr7  indicados  en  el  punto  3.2    y  los  vectores  GPD426UTr2-myc  y

pBIUTr7  respectivamente.  Para la sonda del RNAr 18S de Arabidopsis se utiliz6

el   vector   H8B10F7   y   los   partidores   SK  y   KS   del   plasmido   bluescript.   Los

productos  de  PCR  se  purificaron  mediante  el  sistema    CONCERT  Matrix  Gel
Extraction System (Gibco BRL).

Para  la  sintesis  de  sondas  radioactivas  de  la  regi6n  3'UTR  de  U7t7  y

U77€,  se utiliz6 Ia tecnica de  marcaje por PCR descrita por Mertz y Rashtchian.

En  un volumen  de  reacci6n  de 20  HI se utilizaron  100  pg  del vector pBluescript-

3'UTR-UTrl   y  del   vector  249D21T7  como  templado  y  los   partidores  de  la

secuencia  3'UTR  de  U7T7    a  una  concentraci6n  final  de  250  nM.  Ademas  la

reacci6n  contiene 3,3  Hl de  una mezcla de dNTP  (sin  dcTP)  10 prM,  5 prl de [er-
32P]-dcTP 3,3 uM,  Mgc12   2,5  mM,1ul de enzima Taq  polimerasa y tampon de

reacci6n   de   la   enzima.   Se   emplearon   30   ciclos   de   amplificaci6n   con   una

temperatura de apareamiento de 50°C y un tiempo de extensi6n de 1.5 minutes.

Posteriormente  la  sonda  fue  purificada  mediante  cromatografia  lfquida  en  una

columna  Sephadex  G-50  (Amersham)  y  la  radioactividad  cuantificada  en  un

contador beta BECKMAN LS 5000TD.
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9.3.     Disefio de sondas especificas para los genes u7+7y urr3

Para  analizar la  expresi6n  especffica de  Urr7  y  U773 y  considerando  la

homologfa de sus secuencias codificantes,  se disefiaron sondas en  base a las

regiones  no traducidas del  extremo 3'  de ambos genes.  Utilizando el programa
"BLAST  2  Sequences"  se  determin6  que  la  secuencia  de  150  pb  del  extremo

3'UTR  de   Urr7  y  la  secuencia  de   100   pb  del  extremo  3'UTR  de  UTr3  no

presentan  una  identidad  significativa.  Las  sondas  radioactivas  se  sintetizaron

mediante   PCR   como   se   describi6   en   el   punto   9.2.   Para   determinar   su

especificidad   se   realiz6   un   Southern-blot   con   los   EST   de   ambos   genes

digeridos con  distintas enzimas de restricci6n.  Los fragmentos obtenidos fueron

separados   por  electrofotesis  convencional   en   geles   de  Agarosa  al   1°/o   en

tamp6n TAE  (Figura 4). AI  digerir el  EST de  U7+7  con  las enzimas BamHl/Xhol

se  libera  un  fragmento  de  1.2  kb  que  corresponde  al  CDNA  de  U7t7  con  sus

extremos 5'UTR y 3'UTR,  mientras que con Kpnl se libera un fragmento de 400

pb que contiene parfe del CDNA de  Urr7 y su extremo 3'UTR (Figuras 4A y 48,

carriles 1  y 2). Asf mismo, al digerir el EST de  U773 con las enzimas   EcoRl/rvofl

se  libera  un   fragmento  de  aproximadamente  1.3  kb que  contiene  el  CDNA de

U7t3 con  sus  extremos  5'UTR y  3'UTR y con  la  enzima  Hi.ndlll  se  obtiene  un

fragmento de 750  pb con  parfe del CDNA de  U77€ y su extremo 3'UTR (Figuras

4A y 48,  carriles 3 y 4).  EI  protocolo  utilizado  para el experimento de Southern-

blot corresponde al descrito en el punto 8.3.  La membrana fue hibridada a 65°C

por  16  horas con  10  ml de tamp6n  de  hibridaci6n con  la sonda de  urr7 a  una
concentraci6n  de  3  millones  de  cpm/ml.  Luego  se  lav6  a  42°C  por  15  minutos

en  SSC  5X,  SDS  0.1%  y  luego  por    30  minutes  en  SSC  2X,  SDS  0.1%.    La

membrana    fue   expuesta    en    una    pantalla   "Phosphor   Screen"    (Bio-Rad,

California,   USA)   y  analizada   en   un   equipo  Molecular   lmager   FX   (Bio-Rad,

California,   USA).   Posteriormente  se  elimin6  la  marca  radioactiva  hirviendo  la

membrana  por  10  minutos  en  soluci6n  SSC  0.1X,  SDS  0.1%  y  se  repiti6  el
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procedimiento  anterior  pero  con  la  sonda  de  U77€.    Como  se  observa  en  la
figura  4   Ia  sonda  de   Urr7   reconoce  especificamente   los  fragmentos   que

contienen  el  3'UTR de  UTr7 y no  los que contienen  el  3'UTR de  U7T3 (Figura

4C,   carriles   1,   2,   3   y   4).   Por   el   contrario,   Ia   sonda   de   U773   reconoce

especfficamente  aquellos  fragmentos  que  contienen  la  secuencia  3'UTR  de

U7t3 y no los que contienen el 3'UTR de UTr7 (Figura 4D, carriles 1, 2, 3 y 4).

BamHl

EST U7t'        .....

Xhol

EcoRl

ESTurr3      n"[.

3'UTR
Kpn\                        Kpn,

Nctl

Hindl'l

3'UTR

Hindlll

12   3   4         12     3     4          12     3      4

-1.3 kb
- 0.75 kb

Fiaura 4. Determinaci6n de la especificidad de las sondas de los extremes 3'UTR de u77'7
y uTr3.
A:  El esquema   muestra los sitios de corfe de las enzimas de restricci6n utilizadas para digerir
los EST de UTrl y UTr3.
8:  Electroforesis de DNA del EST de  Urrf digerido con BamHl/Xftol (carrill) y Kpnl (carril 2) y
del EST de u7T3 digerido con EcoRl/IVofl (carril 3) y Hi.ndlll  (carril 4).
C: Southern-blot con sonda radioactiva del 3'UTR de UTr7.
D: Southern-blot con sonda radioactiva del 3'UTR de U7t3.
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9.4.     Experimentos de Northern-Blot

Para todos  los experimentos de Northern-blot se utilizaron 40 pug  de RNA

los  cuales  fueron  fraccionados  en  un  gel  de  agarosa  al  1.5%  en  condiciones

denaturantes  (Formaldehido  1.11%  v/v,  tampon  MOPS  IX  (MOPS  10X:  0.2  M,

Acetate de  Sodio 0.05 M,  Na2EDTA 0.01  M)). Antes de cargar las muestras en

el    gel,    se    denaturaron    con    3    voltlmenes    de    buffer    de    denaturaci6n

(Formaldehfdo 8 % v/v,  Formamida 65 % v/v en tamp6n MOPS), se incubaron a

70°C   por   10   minutos  y  se   les   agreg6     5   prl  de   una  soluci6n   1:1   (Azul   de

Bromofenol  al  1%  p/v,  EDTA  1   mM,  Glicerol  50%  v/v  :  Bromuro  de  Etidio  0.1

mg/ml).

La    metodologia     utilizada     para    la    transferencia,     prehibridaci6n    e

hibridaci6n   fue   la   misma   descrita   para   los   experimentos   de   Southern-blot

(Materiales y Metodos, secci6n 8.3).

Para  los  Northern-blot de  U7t2 y  U7T7 las  membranas fueron  lavadas  a

65°C  en  forma  consecutiva    por  15  minutos  en  SSC  5X,  SDS  0.1%,  por    30

minutes  en  SSC  2X,  SDS  0.1%,  y  por  30  minutes  en  SSC  0.1X,  SDS  0.1%.

Para los  Northern-blot de  U7T7 y  U773,  los  lavados fueron  realizados a 42°C en

SSC  5X,  SDS  0.1%  por  1,5  minutes  y  luego  en  SSC  2X,  SDS  0.1%  por    30

minutos.

Las  membranas  fueron  expuestas en  un film  (KODAK)    a -80°C  por  12

horas   o   en   una   pantalla   "Phosphor   Screen"   (Bio-Rad,   California,   USA)   y

analizadas en un equipo Molecular lmager FX (Bio-Rad, California, USA).

Para  retirar la  marca  radioactiva de las membranas   fueron  hervidas por

10  minutes  en  soluci6n  SSC  0.1X,  SDS  0.1°/o.   De  esta  forma  pudieron  ser

utilizadas con otra sonda radioactiva.
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9.5.     Experimentos de hibridaci6n /.n sffu

Las       sondas       antisentido       marcadas       con       digoxigenina-11-UTP

(digoxigenina-11 -uridina-5'-trifosfato)  fueron  sintetizadas  mediante el sistema de

transcripci6n  in  vitro  de  Roche  (Roche  Molecular  Biochemics,  USA).    Para  la

sonda   antisentido   de   U7+7  se   utiliz6   el   vector   PBI-UTr7   linearizado  con   la

enzima BamHl y transcrito con la RNA polimerasa T3. Para la sonda antisentido

de   U7+3  se   utiliz6  el  vector  249D21T7   linearizado  con   la  enzima  BsmAl  y

transcrito con la RNA polimerasa T7.

Los tejidos  utilizados (plantulas de 5 dias, flores y vainas) fueron fijados y

embebidos  en  Paraplast  (V\/VR,  Merck)  segdn  Drews  (Drews  y col.,1991).  Se

realizaron   cortes   de   10   Hm,      y   se   dejaron   secar   toda   la   noche   sobre

po rtaobj.etos          cargad os          positivamente          (Su perfrost,          Fisherbrand).

Posteriormente,     se     realizaron     las     etapas     de     la     hibridaci6n     /.n     s/.fu..

desparafinizaci6n   e  hidrataci6n,   permeabilizaci6n,   deshidrataci6n,   hibridaci6n,

lavados y tinci6n, segtln Ferfandiz  (Ferrandiz y col., 2000).

9.6.     Experimentos de RT-PCR

Las  genotecas  de  CDNA  de  cotiledones,   hojas,   raices,  flores  y  callos

fueron  sintetizadas a partir de  1-5  Hg de  RNA utilizando el sistema  RT-PCR de

Gibco    (lnvitrogen,    Grand    Island,    NY.    USA),    siguiendo    instrucciones    del

fabricante.  Luego  se  realizaron  reacciones  de  PCR  no  cuantitativos  para  los

genes   U7t2,   U777  y  actina  como  control  utilizando  como  templado  1   Hl  del

CDNA  y los partidores exactos descritos en el punto 3.
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10.       Tecnicas de Microscopia

10.1.   Fijaci6n    e    inclusi6n    de    material    para    microscopia    6ptica    y

e[ectr6nica de transmisi6n

EI tejido vegetal se fij6 en glutaraldehido 3% v/v en tamp6n Cacodilato de

Sodio  0.1   M  pH  7,2  por  16  horas  y  se  lav6  3  veces  por  1   hora  en  tamp6n

Cacodilato  de  Sodio  0.1   M.   Luego  se  incub6  por  2   horas  en   una  soluci6n

acuosa  de  Tetroxido  de  Osmio  1°/o  v/v  y  se  lav6  con  agua  por  30  minutos.

Posteriormente se  incub6  por 2  horas con  una soluci6n  de   Acetate de  Uranilo

al  1 °/o v/v y se someti6 a deshidrataciones sucesivas por 20 minutos de Acetona

50,  70,  90,  95°/o v/v y tres de  100°/o.  Las muestras se incubaron en  una mezcla

resina:acetona  (1:1)  por  18  horas y luego  en  resina  pura  (Embed-812,  Electron

Microscopy Sciences,  USA)  por 6-8  horas.  Se incluyeron en  moldes con  resina

y  se  polimerizaron  a  60°C.     Los  cortes  semifinos  (1Hm)  y  finos  (100-60  nm)

fueron  obtenidos  en  ultramicr6tomo  Sorvall  MT-llB.  Los cortes semifinos fueron

tefiidos  con  Azul  de  toluidina  y  PAS  (secci6n  Materiales  y    Metodos  6.2).  Los

cortes  finos  fueron  tefiidos  con  Acetato  de  Uranilo  4%  en  Metanol  durante  2

minutos  y  Citrate  de  Plomo  durante  5  min  y  observados  en  un  microscopio

electr6nico Philips Tecnai 12 Bio-Twin (Netherland) a 80 kv.

10/.2.   Tinci6n con Azu] de Toluidina y PAS

Tinci6n con Azul de To[uidina

Los cortes fueron tefiidos con  una gota de soluci.6n  de Azul de Toluidina

al  0.5% v/v en  Carbonato  de Sodio  0.1%   viv  pH  11  por lno  minutos a  60°  C y

luego  lavados  con  agua  destilada  y  montados  con  un  reactivo  de  inclusi6n

fapida (Ente[lan, Merok) (O'Brien y Mccully,1981).
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Tinci6n PAS ( Periodic Acid-SchifFs reaction)

Esta  tinci6n   ha  sido  descrita  por  Hotchkiss   (Hotchkiss,   1948)  y  Hale

(Hale,   1957)  y  permite   localizar  todo  tipo  de  polisacaridos  en   una  muestra

fresca  o fijada.  La  reacci6n  consiste en  una  oxidaci6n  con  Acido  Pery6dico  de

los   hidroxilos   libres   presentes   en   los   azdcares   a   aldehidos,   los   cuales

reaccionan con la fucsina del reactivo de Schiff.

Los   cortes   semifinos   de   tejido    incluido   en    resina   ep6xica   fueron

colocados en  portaobjetos e incubados durante 3-5  min.  en  Hidr6xido de Sodio

0,1  N,  enj.uagados en  agua destilada e incubados en Acido Pery6dico  1,5% v/v

durante 15 min.  Luego fueron enjuagados con agua destilada y se incubaron en

reactivo  de  Schiff  durante  45  min.  a  30°  C.  Se  diferenci6  en  agua  destilada

durante 15 min.  Los cortes fueron observados en un microscopio de transmisi6n

Olympus  IX70  acoplado a  una camara digital  Sony CXC-390  3CCD,  con  la cual

se adquirieron las imagenes.

10.3.   Fijaci6n  e  inclusi6n  de  material   para  microscopia  electr6nica  de

barrido

Las  muestras  se  fijaron  en  Glutaraldehido   2.5%  v/v  en  tamp6n  fosfato

0.1  M pH 7.4 por 2  horas y lavadas en el mismo tamp6n 3 veces por una hora.

Luego fueron tratadas con Tetroxido de Osmio  1% v/v en tamp6n fosfato 0.1  M

pH    7.4    por   2    horas    y    lavadas    por    15    minutos    con    tamp6n   fosfato.

Posteriormente fueron deshidratadas con lavados sucesivos de Acetona 10, 20,

50,  70,  80,  90  y  100%  y secadas  por  punto  critico  con  C02  liquido.  Luego  se

montaron  en  soporfes  de  aluminio  con  pintura  de  plata  y fueron  cubiertas  por

una  lamina  de  oro  de  aproximadamente  25  nm  de  espesor.  Las  muestras  se

observaron y fotografiaron en un microscopio de barrido Camscan.
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11.       Experimentos de lnmunofluorescencia

11.1.   Fijaci6n e inclusion de material para inmunofluorescencia en cortes

El  tejido  vegetal  fue  fijado  en  Paraformaldehido  al  4%  v/v  en  tamp6n

fostafo 0,1  M pH 7,0 durante 4 horas a 4° C. Se lav6 durante 2 horas en tamp6n

fosfato 0,1  M  pH  7,0 y se someti6 a deshidrataciones sucesivas con  Etanol 50,

70  y  95%  durante  30  min  cada  uno  (4°C).  Se  preincluy6  en  LR-White:Etanol

95°/o   (1:1)   durante  4   horas  y  LR-White   pura   (resina  acrilica   de  alto  grado;

Electron   Microscopy   Sciences,    USA)   durante   6   horas.   Se   polimeriz6   en

capsulas  de  gelatina  a  50°  C  durante  18  horas.  Se  realizaron  cortes  de  0.5-1

micr6n  en  un  ultramicr6tomo  Sorvall  MT-5000  los  cuales  fueron  colocados  en

portaobjetos    con    pocillos    (ICN    Biomedicals,    Ohio,    USA)    cubiertos    con

Vectabond (Vector Laboratories, Peterborough, UK).

11.2.   Inmunofluorescencia en cortes

Se  utiliz6  el  protocolo  descrito  en  Mccartney  (Mccartney  y  col.,  2000).

Los  cortes  fueron  bloqueados  por  una  hora  en  tampon  salino  fosfato  (PBS,

NacI  0.14  M,  KCI  2.7  mM,  Na2HP04.12H20  7.8  mM y  KH2P041.5  mM  pH  7.2)

3%   p/v   leche   (Svelty,   Nestle).    Luego   fueron   incubados   por   una   hora   a

temperatura ambiente con el primer anticuerpo diluido 10 veces en PBS/leche al

3%  p/v.  Se lavaron 3 veces por 5  minutos en PBS y se incubaron por 1  hora en

oscuridad  con  el  segundo  anticuerpo  anti-lgG  de  rata  acoplado  a  lsotiocianato

de fluoresceina  (FITC,  Sigma,  UK.)  diluido  100  veces en  PBS/Ieche.   Luego  se

lavaron  3  veces  por 5  minutos  en  PBS  y se  incubaron  por  5  minutos  en  una

soluci6n    del   fluorocromo    Calcofluor   white    M2R    0.25    pug/ml    (Fluorescent

brightner 28, Sigma F-6259, UK). Luego de tres lavados por 5 minutes con PBS,

los  portaobjetos  se  montaron  con  una  soluci6n  de  Glicerol  para  observar  la
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fluorescencia   (Citifluor   AF1,   Agar   Scientific,    UK)   y   se   observaron   en    un

microscopio de epifluorescencia Olympus BH-2.

11.3.   Inmunofluorescencia en tejido comp]eto

Se  utiliz6  el  protocolo  descrito  en  Willats  (Willats  y  col.,  2001).  El  tejido

fue fijado  en  Paraformaldehido 4°/o  p/v  en  PIPES  50  mM,  EGTA 5  mM,  pH  6.9

por toda  la  noche  a 4°C y  posteriormente  se  lav6 3  veces con  PBS.  Luego  se

procedi6  con   la  inmunofluorescencia  de  acuerdo  al  protocolo  descrito  en  la

secci6n  11.2.

12.       Tinci6n histoquimica de la enzima p-glucuronidasa

Para  localizar la actividad  de la enzima  P-glucuronidasa codificada  por el

gen  GUS se  utiliz6 el sustrato X-GlcA (5-bromo-4-cloro-3-indolil glucur6nido),   el

cual al ser hidrolizado genera un  producto de color azul   (Jefferson y col„  1987).

Las plantas   se incubaron a 37° C en oscuridad con una soluci6n X-Glu  (X-GlcA

1  mM,  Dimetilformamida  0.5%,  NaH2P04 50  mM pH  7.0,  Triton X-100  0.1%)  por

12   horas  o   hasta  que  aparezca  el  color  azul.   Luego  fueron  fijadas  por  30

minutes en soluci6n FAA (Formaldehido 5%, Acido Acetico 5%,  Etanol 37.5°/o) e

incubadas por 2 minutos en Etanol 50% y Etanol 95% hasta extraer la clorofila.

13.        Preparaci6n de una fracci6n de polisacaridos  insolubles en alcohol

(AIR)

Aproximadamente    4  gr  de  tejido  fueron  congelados    con  N2  Iiquido  y

molidos en  mortero.  El polvo fue resuspendido en Etanol 80% y se homogeniz6

por 1  minuto con  un  Polytron  blender.  El  homogenizado se centrifug6 a 6.000 g

por 10 minutes y el residuo insoluble se lav6 con  Etanol  80% y luego con Etanol

100%.    Luego    se    extrajo    con    agitaci6n    por    1     hora    con    una    mezcla

Metanol/Cloroformo  (1:1)  y se  volvi6  a  centrifugar a  6.000g  por  10  minutes.  El



residuo insoluble se lav6 dos veces con acetona y se dejo secar a temperatura

ambiente en vacfo, obteniendose aproximadamente 100 mg de AIR.
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RESULTADOS

1.         Caracterizaci6n  mo[ecu[ar y  fenotipica  de  una  mutante  insercional

de  Arabi.dopsi.s  fAa//.ana  en  el  gen  de[  transportador  de  uDpi7Iucosa  y
UDP-ga]actosa UTrl

1.1.     Identificaci6n de una planta de A. ffla/i.ana que posee una   inserci6n

de[ transpos6n Ds  en e] gen U777

El  gen  de A.  fha//.ana  UTr7  codifica  para  una  proteina de 36.9  KDa  con

varios dominios transmembrana y que posee actividad transportadora de UDP-

glucosa  y   UDP-galactosa   (Norambuena  y  col.,   2002).   Con   el   prop6sito  de

evaluar  la  participaci6n  de  esta  proteina  en  la  biosintesis  de  polisacaridos  de

pared  celular  /.n  vivo,  se  buscaron  plantas  de  A.  f#a/+.ana  mutantes  en  el  gen

UTrl .

En  la  colecci6n  de  mutantes  insercionales  por transposones  (elemento

Ds)  de  Sundaresan  (Parinov y  col.,1999),  se  identific6  una  planta  que  posee

una  inserci6n  del  transpos6n  Ds  en  el  gen  Urr7,  Ia  cual  denominamos  ufr7.

Este  transpos6n  tiene  un  tamafio  aproximado  de  6.4  Kb  y  posee  entre  sus

extremos   derecho   e   izquierdo,   que   contienen   las   secuencias   invertidas

repetidas necesarias para el mecanismo de transposici6n, el gen de la proteina

neomicina  fosfotransferasa  11  (IVP770    y  el  gen  de  la  enzima  P-glucuronidasa

(GUS)  (Figura 5A).   EI gen IVP77/ confiere resistencia al antibi6tico kanamicina,

esfa bajo el control del promotor 1' del T-DNA y posee la secuencia terminadora

de  la  transcripci6n  de  la  Octopina  sintasa  (OCS).  Por otra  parfe  el  gen  GUS

posee  la  secuencia  terminadora  de  la  transcripci6n  de  la  Nopalina  Sintasa

(NOS)  pero no posee promotor,   de fal manera que si el transpos6n se inserta
rio   abajo   de   una   secuencia   promotora   y  en   la   orientaci6n   adecuada,   la

expresi6n de GUS queda bajo el control de dicho promotor. Por esta raz6n, las

plantas  que  poseen   inserciones  de  este  transpos6n  se  denominan  "Iineas
atrapadoras de genes" (gene trap line).

37



La  linea  insercional  identificada tiene  el  transpos6n  inserto  en  el  primer

ex6n  del  gen  Urr7  (Figura  5C).  La  presencia y orientaci6n  de  la  inserci6n  fue

determinada por PCR y Southern-Blot. Para las reacciones de PCR se utilizaron

partidores exactos del borde derecho del transpos6n (partidor c) y del segundo
ex6n  de  Urr7  en  sentido  reverso  (partidor  b)  (Figura  5C).  Al  utilizar  como

templado DNA gen6mico de la mutante insercional ufr7 se amplifica una banda

de 435  pb  (Figuras 5C y 5D,  carril 4).  Esto no ocurre al utilizar DNA gen6mico

de plantas silvestres o de la planta parental  DSE3,  la cual posee el transpos6n

inserto  en  otro  locus  del  genoma  (Figura  5D,  carriles 2 y 6).  Por otra  parfe al

utilizar el par de partidores a  y  b del gen  U777 (Figura 58) y DNA gen6mico de

plantas  silvestres  y  de  la  parental  DSE3,  se  amplifica  una  banda  de  359  pb

(Figura 5D,  carriles 1  y 5).  Esta banda no se amplifica al utilizar como templado
DNA  gen6mico  de  la  mutante  ufr7,  debido  a  que  la  presencia  del transpos6n

aumenta  considerablemente  el  tamafio  del  fragmento de  DNA gen6mico   y la

polimerasa   utilizada   no  fue  suficientemente   procesiva   (Figura  5D,   carril   3).

Adicionalmente,  este  resultado  demuestra  que  la  inserci6n  es  homocigota  ya

que  ambas  copias  del   gen   presentan   la   inserci6n   (Materiales  y  Metodos,
secci6n  7.3).     AI  utilizar  los  partidores  d  y  e  del  gen  GUS  (Figura  5C)  se

amplifica una banda de 1  kb solo desde DNA gen6mico de planfas ufr7 y no de

plantas silvestres.
Para  los  experimentos  de  Southern-blot  se  digiri6  DNA  gen6mico  de

plantas  silvestres  y  ufr7  con  la  enzima  de  restricci6n  EcoRI,  cuyos  sitios  de
corfe se esquematizan en la figura 58. Posteriormente el DNA fue hibridado con

sondas del CDNA de  U7T7 y GUS.  En la Figura 5E se observa que al utilizar la

sonda  del CDNA de  U7T7 y  DNA gen6mico  silvestre se  obtiene  una  banda  de

665  pb,  generada  por los sitios de corte EcoRI  1  y 2 (Figura 58 y 5E carri[  1).

Sin embargo al utilizar DNA gen6mico de la mutants esta banda esfa ausente y

aparece una banda de aproximadamente 2.8 kb (Figura 5E carril 2). EI aumento

del tamafio de  la  banda se deberia a la  presencia del transpos6n ya que  una

banda  de  tamafio  similar  se  observa  al  hibridar  la  misma  membrana  con  la
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sonda de] gen  GUS (Figura  5E, carriles 3 y 4).   Sin embargo,  este incremento

en  el  famafio  no  corresponde  con  el tamafio  del  transpos6n.  Una  explicaci6n

posible para este resultado inesperado es la existencia de un sitio EcoRI dentro
de  la  secuencia  del  transpos6n  (Sundaresan,  comunicaci6n  personal).  Otra

explicaci6n  puede  ser  que  el  gen  NPTIl  se  haya  escindido  del  transpos6n  e

insertado en otro sitio en el genoma (ver Discusi6n).

En  el  carril  1  y 2 del  Southern-blot (Figura  5E)  se observan  dos bandas

adicionales: una de 1900 pb y otra de mas de 8 Kb. La primera corresponde a la

secuencia generada por los sitios EcoRI 2 y 3, y que es reconocida por la sonda

de Urr7 (Figura 58).   La segunda corresponderia a una secuencia de DNA que

contiene  el  gen  U773,  ya  que  debido  a  la  homologfa  entre  los  genes  U7t7  y

U773 es esperable que la sonda  utilizada  reconozca ambos genes. Ademas al

analizar una  secuencia gen6mica  de 7  Kb que incluye 2 Kb rio arriba del inicio

de  Urr3,  el gen  U773 y 2 kb rio abajo del termino de  U77€,  no se encontraron

sitios de corfe para EcoRl.

Por otra  parfe,  al  digerir DNA gen6mico  de  plantas silvestres y ufr7  con

las  enzimas  de  restricci6n  de  corfe  infrecuente  Hi.ndlll  y  8g/11  (cuyos  sitios  de

corfe esfan fuera de la secuencia gen6mica de Urr7) e hibridar con la sonda del

gen  Gas,  se observa  la  presencia de  una sola  banda en  los carriles de  DNA

gen6mico  de  la  planta  ttfr7  (Figura  5E,  carriles  5,  6,  7  y  8).  Este  resultado

sugiere  que  en  el  genoma  de  la  planta  ufr7  exists  solo  una  inserci6n  del

transpos6n.

Con   el   prop6sito   de   determinar  el   sitio   exacto   de   la   inserci6n,   se

secuenci6 el fragmento de PCR obtenido con los partidores c y b (Figura 5C y

5D  carril  4).  AI  analizar  la  secuencia  se  determin6  que  el  transpos6n  esfa

inserto   en   el   nucle6tido   69   que   corresponderia   al   aminoacido   23   de   su

secuencia  proteica.  SegL]n  e[  programa  TMHMM  de  predicci6n  de  dominios

transmembrana  (www.cbs.dtu.dk),  Ia  inserci6n  se  encontraria en  la  regi6n  que

codifica para el primer dominio transmembrana de la proteina, el cual va desde

el aminoacido 10 al 29.
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Figura 5. Caracterizaci6n molecular de la inserci6n en la mutante utr1.
A:   Esquema  del  transpos6n  o  elemento  Ds.  Las  flechas  grises  representan  los  extremos
derecho e izquierdo del transpos6n (D e I), SD y SA son las secuencias de consenso dadoras y
aceptoras de splicing  respectivamente,  separadas por el primer intron de  la subunidad Ch de la
proteina  G  de  A.  the//.ana  (I).  Las flechas  sobre  los  genes  GUS y  IVP7-// indica  el  sentido  del
marco de lectura.
8: Secuencia gen6mica del gen UTr7 (1647 pb). Las cajas blancas representan los exones y las
lineas  negras  los  intrones.  Las  lineas  punteadas  rojas  indican  los sitios  de corte de la enzima
EcORl.
C: Esquema del gen Urr7 con el transpos6n (doble flecha gris) inserto en el primer ex6n.
D:  Electrofofesis de agarosa  de los productos de  PCR obtenidos al utilizar los partidores a y b
(a/b),  c  y  b  (c/b)  y  d  y  e  (d/e)  y  como  templado  DNA  gen6mico  de  plantas  silvestres  (wl),
mutante ufr7 (ufr7) y parental Ds (DSE3) segdn corresponda.
C:  Southern-blot  de  DNA  gen6mico  de  planta  silvestre  (wi)  y  mutante  (ufr7)  digerido  con  las
enzimas de restricci6n EcoRI,  Ht.ndlll y 8g/11 y utiljzando como sondas los CDNA del gen U7t7(1
y 2) y del gen GUS (3€).
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1.2.     Analisis de la expresi6n de  Urr7 y u7lrd en plantas silvestres y en la

mutante insercional.

Al   crecer  las   plantas   ufr7   en  tierra  o  en   MS/Agar   1%   sacarosa  y

compararlas    con    las    plantas    silvestres    no    se    observaron    diferencias

morfol6gicas.    Tampoco  se  observan  diferencias  al  crecerlas  en  condiciones

donde  se  induce el crecimiento y elongaci6n  celular,  que es cuando existe  un

mayor  requerimiento  de  polisacaridos  de  pared   celular  primaria,   como   por

ejemplo  en  oscuridad  (mayor  crecimiento  del  hipocotilo)  y  en  3%  sacarosa

(mayor   crecimiento   de   la   raiz).   Sin   embargo,   esfa   descrito   que   cambios
estructurales    o    de    composici6n    de    la    pared    celular   no   siempre    van

acompafiados de alteraciones morfol6gicas evidentes (Reiter y col.,1997).   Por

otra   parfe  y  debido  a  que  una  posible  causa  de  la  ausencia  de  fenotipo

morfol6gico   en   plantas   mutantes   es   la   redundancia   genica,   se   buscaron

secuencias hom6logas a  Urr7 (At2902810) en la base de datos de A.  fha/i.ana.

Encontramos un gen 83% identico en su secuencia de CDNA y 87% identico en

su    secuencia    prot6ica    (segtln    el    programa    "BLAST    2    Sequences",

www.ncbi.nlm.nih.gov),  el  cual  denominamos  U773  (Atlgl4360)  (Figura  6).    A

partir  de  esta  informaci6n  nos  pareci6  muy  relevante  analizar  el  patr6n  de
expresi6n  de  ambos  genes  en  plantas  silvestres  y  si  el  patr6n  de  U773  se

modifica en la planta mutante.
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_Figura 6. Comparaci6n de la secuencia primaria de fas proteinas UTrl y UTr3.
Comparaci6n de las secuencias proteicas de UTrl  (At2902810) y UTr3 (Atlgl4360)  utilizando
el programa Clustalw.  Las cajas negras muestran los aminoacidos id6nticos y las cajas grises
los aminoacidos de funci6n conservada.
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1.2.1,  Analisis  de  la  expresi6n  de  urr7  y  Utr3  en  plantas  silvestres

mediante Northern-blot.

Inicialmente   la   expresi6n   del   gen   UTr7   fue   determinada   mediante

Northern-blot  utilizando  como  sonda  ]a  secuencia  codificante  comp]eta.  Como

se muestra en la figura 7A, el uso de esta sonda revel6 Ia presencia de una sola

banda  en  preparaciones  de  RNA  de  plantas  completas  de  14  dras,  hojas  de

rosetas de  2  semanas,  flores,  callos y raices  de 4  semanas. Al comparar los

niveles  de  expresi6n  entre  los  diferentes  tejidos  analizados,  se  observa  una

mayor   expresi6n   en   flores.   Sin   embargo,   debido   a   que   el   gen   UTr7   es

practicamente id6ntico al gen  UTro y sus transcritos son de tamafios similares,
la banda observada podria corresponder tanto al RNA de Urr7 como al RNA de

UTr3.

Para  analizar la  expresi6n  de ambos  genes  en  forma  independiente  se

disefiaron   sondas   de   los   extremos   3'   no   traducido   de   cada   gen.   Su

especificidad se demostr6 mediante Southern-blot utilizando los EST de UTr7 y

U77€ (Materiales y Metodos, secci6n 9.3). Como control de carga en el Northen-

blot  se  utiliz6  una  sonda  radioactiva  del  RNA  ribosomal  18S  de  A.  fha/f.ana

(Materiales y Metodos,  secci6n  9.2).  Como se muestra en  la figura 78,  ambos

genes se expresan en  plantulas de 10 dfas, plantas completas de 8 semanas,
hojas de roseta, vainas, tallos, hojas caulinares y flores con un patr6n similar.  El

tamafio  de  ambos  transcritos  es  de  1.3  kb  (promedio  de  tres  experimentos

independientes).  Al  comparar  los  niveles  de  expresi6n  entre  los  tejidos,  se

observa  una expresi6n  levemente  mayor de  U7T7 y  U77€ en  las flores (Figura

78).
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Fiaura 7. Ana[isis de la expresi6n de u777 y U773 en p]antas si]vestres par Northern-blot.
A:  Northern-blot  de  U7T7/UTro  usando  como  sonda  la  secuencia  codificante  del  gen  U7t7
marcada con 32P y RNA de plantas completas de  14 d{as, crecidas en MS  1% sacarosa (Pc),
hojas de roseta de 2 semanas (H2s), floras (F), cellos (C) y raices de 4 semanas (R4s). En cada
carril se cargaron 40 Lig de RNA total y se utiliz6 como marcador de carga la fluorescencia de
los RNA ribosomales.
a:  Northern-blot de  urn y  uTrs usando como sondas  especfficas las secuencias 3'UTR de
cada gen y RNA de plantulas de 10 dias crecidas en MS 1% sacarosa (PI), planta completa de
8  semanas  crecidas  en  tierra  (P),  hojas  de  roseta  de 6  semanas  (Hr),  vainas  oV),  tallos  (T),
hojas caulinares (Hc) y  flores (F). Se utiliz6 como marcador de carga una sonda radioactiva del
RNA ribosomal 18S de A. f#a/r.ana.
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1.2.2.  Expresi6n    de    Urr7   y    U7lrs    en    plantas    silvestres    mediante

hibridaci6n i-n si.fu.

Mediante  la fecnica  de  hibridaci6n  i.n  sf.fu y utilizando  las  sondas  de  los

extremos  3'  UTR,  se intent6 analizar si exist fa  una expresi6n diferencial en  los

distintos tipos  de tejidos  presentes  en  las flores.  Sin  embargo,    no se  registr6

serial  positiva.  Se  utiliz6  entonces  una  sonda  antisentido  de  un  fragmento  del

EST   de   U773   que   contiene   los   tiltimos   183   nucle6tidos   de   la   secuencia

codificante    mss    el    3'UTR.    Con    esta    sonda    se    analizaron    cortes    de

inflorescencias, vainas y plantulas de 8 dias.  En los cortes de inflorescencias en

estadfos  1,  2  y  3,  estadfos  iniciales  del  desarrollo  floral,  se  observa  una  debil

expresi6n   en el meristema inflorescente (datos no mostrados). En estadfo 5, se

observa expresi6n de Urr7 y/o U773 en los primordios de los estambres (Figura

8A),   los   cuales   estan   encerrados   por   los   sepalos  y   los   petalos   atln   en

desarrollo.  Posteriormente  en  el  estadfo  6  se  desarrollan  en  el  centro  de  la

inflorescencia los dos carpelos, que posteriormente en el estadfo 7 se fusionan

y dan origen al ovario (Figura 88 y 8C).  En estos estadfos la expresi6n de U7t7

y/o  U7t3    se  observa  en  los  primordios  de  los  estambres  y  de  los  carpelos

(Figura 88 y 8C).  En flores maduras se observa expresi6n en los 6vulos dentro
del  ovario  (Figura  8D).  En  ningdn  estadio  se  observ6  expresi6n  en  petalos  o

sepalos.  Al  analizar  cortes  de  vainas  se  observa  una  fuerte  expresi6n  en

embriones en estadfo de coraz6n y cotiledones doblados (Figuras 8E y 8F).  La

figura  8G corresponde al control  negativo al utilizar la sonda sentido.  En cortes

de  plantulas  de  8  dfas  observamos  expresi6n  en  el  meristema  foliar y en  las

hojas  en  formaci6n  (datos  no  mostrados).  Considerando  la  homologia  entre

Urr7 y U773 la sonda utilizada en estos experimentos probablemente reconoce

a  ambos  genes.  Aan  asi,  estos  resultados  sugieren  que  U777  y/o  U773  no

tienen  una  expresi6n  constitutiva  y  se  expresan  solo  en  determinados  tipos

celulares y en etapas tempranas durante el desarrollo.
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Fiaura 8. Analisis de la expresi6n de umwm en plantas silvestres por hibridaci6n i.A
situ.
A:  Corte  longitudinal  de  una  inflorescencia  en  estadio  4  y  5.  Se  observa  expresi6n  en  los
primordios de los estambres (flecha negra).  La flecha blanca muestra los s6palos y petalos que
estan encerrando a los primordios de estambres y al meristema inflorescente.
8:  Corte longitudinal de inflorescencia en estadfo 6.  Se observa expresi6n en los primordios de
los  carpelos  (cabeza  de flecha)  y  continda  la  expresi6n  en  los  primordios  de  los  estambres
(flecha negra).
C:  Corte longitudinal de inflorescencia en estadio 7.  Los carpelos se nan extendido y se estan
fusionando.  Se  mantiene  la expresi6n  en  los carpelos  (cabeza  de flecha)  y en  los  estambres
(flecha negra).
D: Corte longitudinal   del ovario.
E:  Embri6n en estadio de coraz6n.
F: Embri6n en estadfo de cotiledones doblados.
G: Control negativo.  Embri6n en estadfo torpedo hibridado con la sonda sentido.
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1.2.3.  Monitoreo de la actividad del promotor de I/Tr7 mediante el analisis

de la expresi6n de GUS en la mutante insercional.

La  mutante  insercional  es  una  herramienta  adicional  para  analizar  la

expresi6n  especifica  del  gen  U7t7  debido a  que en  ella el gen  reportero  GUS

esfa bajo la direcci6n del promotor de Urr7. En plantulas mutantes de 4 y 8 dfas

GUS  se  expresa  en  los  cotiledones,  particularmente  en  las  estipulas,  en  el

sistema vascular y en  la  punta de la  raiz  (Figura 9A,  98,  9C).  EI mismo patr6n

se   observa   en   plantas   de   4   y   8   dfas   crecidas   en   oscuridad   (datos   no

mostrados).  En plantas de 2 semanas,  Ia expresi6n se mantiene en el sistema

vascular y  se  observa  ademas  en  la  zona  de  abscisi6n  de  las  hojas,  en  los

tricomas y en  las glandulas de nectar ubicadas en la base de las flores (Figura

9D, 9E, 9F).  Estos resultados muestran que   el gen  uTr7 se expresa en tejidos

y tipos celulares especificos,  complementando los resultados obtenidos por los
experimentos de hibridaci6n I.n sffu.

A  diferencia  de  lo obtenido en  los experimentos  anteriores,  la expresi6n

de   GuS   en   las   flores   es   muy   baja.   Una   posible   explicaci6n   para   esta

desemejanza es la participaci6n de los intrones en la regulaci6n de la expresi6n

del gen  Urr7, fen6meno que se ha descrito para algunos genes de plantas. Por

ejemplo,  en fusiones del  promotor   de or-tubulina de arroz con el gen  reportero

GUS se  ha observado que la presencia del  primer intr6n del gen es necesaria

para obtener un alto nivel y un patr6n correcto de expresi6n (Fiume y col., 2004;
Rose, 2002).
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Fjaura 9. Expresi6n de COS en la mutante utr7.
A:  Plantula  de 4  dias.  Se observa  expresi6n  de  GUS en  los  cotiledones  y d6bilmente  en  la
punta de la raiz.
a  y  C:  Plantula  de  8  dias.  Se  observa  expresi6n de  GUS en  el sistema vascular (8),  en  la
punta de la raiz (inserto) y en las estipulas en la base de las hojas (flecha negra)(C).
D, E y F: Planta de dos semanas. La expresj6n esta restringida al sistema vascular, Ia zona de
abscisi6n  en  la base de las hojas (D),  los tricomas (E) y las glandulas de nectar en  las flores
(F).
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1.2.4.  Analisis de la expresi6n de U7t7 en la mutante insercional

Utilizando  la sonda  especifica para  U7T7 se analiz6 Ia expresi6n de este

gen  en  una  preparaci6n  de  RNA total  de  plantas  silvestres  y de  la  linea  ufr7.

Los   RNA  fueron   obtenidos   de   plantulas   de   10   dias   crecidas   en   MS   1%

sacarosa, hojas caulinares y flores. En los RNA provenientes de plantas ufr7 no

se  observa  la  banda  de  1.3  kb  presente  en  e[  RNA  de  plantas  silvestres,  en

cambio  aparece  un  transcrito  de  aproximadamente  2.8  kb  (promedio  de  tres

experimentos  independientes)  (Figura  10A).  La  presencia de  este  RNA  puede

ser explicada por una fusi6n entre el RNA de U7r7 y el RNA de GUS ya que el

transpos6n  posee sitios  aceptores  de splicing  delante de  la secuencia del gen

GUS  que  facilitan  la  generaci6n  de  proternas  de  fusi6n  (Sundaresan  y  col„

1995)  (Figura 5A).  Para evaluar esta posibilidad, se realiz6 un Northern-blot con

sondas CDNA de los genes GuS y IVP77/. Al hibridar RNA de flores con la sonda

de GUS se observa la presencia de una banda de aproximadamente 2.8 kb solo

en el  RNA de plantas ufr7  (Figura  108,  carriles 3 y 4).  Esta banda es similar al

transcrito  observado  al  hibridar  la  misma  membrana  con  la  sonda  de  UTr7

(Figura  108,  carriles 2 y 4). Al utilizar una sonda del gen rvp77/ se observa una

banda  de     aproximadamente  2.2  kb  en  el  RNA  de  plantas  mutantes  Urr7

(Figura  108,  carriles  5  y  6).  Estos  experimentos  sugieren  que  el  transcrito  de
2,8 kb contiene secuencias de los genes U7t7 y GUS.

Para  caracterizar mejor este transcrito,  se  rea]iz6 un  RT-PCR utilizando

combinaciones  de  partidores  del  transpos6n  y  del  gen  (Figura  10C).  Con  el

partidor del borde derecho del transpos6n (c) y el partidor reverso del segundo
ex6n del gen U777 (b), se amplifica una banda de 261  pb. Con el partidor c y un

partidor del extremo 3' del gen (d) se amplifica una banda de aproximadamente
1    kb   (Figura   10D).   Entonces,   el   transcrito   de   2.8   kb   observado   en   los

expen.mentos de Northern-blot con la sonda del extremo 3'UTR de U777 estaria

constituido por parfe del primer ex6n de UTr7, el gen GUS, al menos una parte

del  extremo  derecho  del  transpos6n  y el  resto  de  la  secuencia  del  gen  Urr7
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incluyendo   el   extremo   3'UTR.      Ademas   este   resultado   proporciona   otra

evidencia  para  suponer que el gen rvp77/ se  ha escindido del transpos6n  (ver

Discusi6n).

1.2.5.  Analisis  de  la  expresi6n  de  otros  transportadores  de  nucle6tidos

aztlcar  en [a mutante insercional.

Para descartar que la ausencia de fenotipo sea  por la sobrexpresi6n de

otros genes de funci6n similar,   se analiz6 la expresi6n de otros transportadores

de  nucle6tidos  azdcar.  Al  hibridar  la  misma  membrana  del  Northern-blot de  la

figura anterior (Figura  10A)  con la sonda para  U773 se observa la presencia de

una  sola  banda  de  igual  intensidad  y  tamafio  tanto  en  los  RNA  de  plantas

silvestres  como de  plantas  mutantes  (Figura  llA,  panel  inferior). Al analizar la

expresi6n de los genes U772 y U7T7 en la mutante ufr7 se observa un patr6n de

expresi6n  similar en  todos  los tejidos analizados  (plantas silvestres y mutantes

t7£r7)  (Figura  118 y llC).  Por lo tanto  la ausencia del transcrito normal de  UTr7

no produce un aumento en la expresi6n de otros transportadores de nucle6tidos

azdcar.
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Fiaura 10. Analisis de los transcritos de UTtl en la mutante utr7.
A:  Northern-blot de  Urrf.  En  cada  carril se cargaron 40  pug  de  RNA total   de  plantulas  de  10
dias crecidas en MS 1% sacarosa (Pl), Hojas caulinares (Hc) y Flores (F) obtenidos de plantas
silvestres (wi) y de la mutante ufr7.
a:  Northern-blot  de  UTr7,  GUS y  IVP77/.  En  cada  carril  se  cargaron  40  Hg  de  RNA total   de
Flores (F) obtenidos de plantas silvestres (wi) y de la mutante u{r7.
C:  Esquema de la secuencia CDNA del gen U7t7 obtenida por transcripci6n reversa. Las cajas
blancas representan los exones y la doble flecha gris  el transpos6n. Con una flecha y una letra
mintlscula se sefialan los partidores utilizados en los expen.men{os de RT-PCR.
D:  Electrofofesis de agarosa al 1 % para analizar los productos de RT-PCR a partir de RNA de
la planta mutante u{r7. El carril 1  corresponde al marcador de 1  kb.
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Fiqura 11. Analis[s de la expresi6n de u7T3, U7T2 y uTr7 en la mutante ufr7.
A:  Northern-blot de  Urr7 y  U7t€.  En cada carril se cargaron 40 pug de RNA total de plantulas
de 10 dias crecidas en MS  10/a sacarosa (pll0d),  hojas caulinares (Hc) y flores (F) obtenidos
de  plantas  silvestres  (wi)  y  mutante  U7t7  (ufr7).  La  membrana fue  hibridada  con  la  sonda
especifica de  u7t7,  Iuego con la sonda especifica de u773 y finalmente con una sonda para
el RNAr 18S.
a:  Northern-blot de  U7l¢.  En  cada  carril  se  carg,aron  40  Hg  de  RNA total  de plantas  de 2
semanas  crecidas  en  MS  1%  sacarosa  (P2s) y  plantas  de  4  semanas  (P4s)  obtenidos  de
plantas silvestres y mutante ufr7.  Se utiliz6 como marcador de carga una sonda radioactiva
del RNA ribosomal 18S de A. aha/;.ana
C: Northern-blot de UTr7. En cada carril se cargaron 40 pug de RNA total de plantas completas
de 2  semanas crecidas  (P),  hojas de 3 semanas (H3s), flores (F) y callos (C) obtenidos de
plantas silvestres y mutante ufr7.  Se utiliz6 como marcador de carga la fluorescencia de los
RNA ribosomales.
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1.3.      Estudio   morfol6gico  de   la   mutante   utr7  uti]izando  tecnicas  de

microscopia.

1,3.1.  Estudio morfol6gico mediante microscopia 6ptica.

Con  el  fin  de  analizar  la  existencia  de  un  fenotipo  a  nivel  de tejido,  se

prepararon cortes de cotiledones que sabemos expresan  Urr7 y los analizamos

por microscopfa 6ptica. Para ello se crecieron plantulas de A,  i"a/i.ana en medio
MS  1% sacarosa por 5 dias,  luego se fijaron y se incluyeron en  resina ep6xica

(secoi6n Materiales y M6todos 10.1).  El tejido se orient6 de tal forma de obtener

cortes  ]ongitudinales  semifinos  de  cotiledones.    Estos  fueron  tefiidos  con  azul

de toluidina y observados al  microscopio.  Como se muestra en  la figura 12,  las

celulas  del   parenquima   en   empalizada  y  esponj.oso  de  los  cotiledones  de

plantulas mutantes ufr7 tienen un citoplasma mucho mas tefiido que los cortes
de  plantulas silvestres (Figuras  12A y 128). AI  utilizar PAS,  una tinci6n general

para  polisacaridos,  (secci6n Materiales y Metodos  10.2) tambien se observa un

patr6n    de    tinci6n    diferente    en    las   c6lulas    de    las    plantulas    mutantes
observandose   ademas    un    gran    nt]mero   de   puntos    color   ptlrpura    que

corresponderfan a gfanulos de almid6n (Figuras 12C y 12D).

Siguiendo la misma metodologia se analizaron embriones en estadio de

cotiledones doblados (Figura 13A).  En los cortes tefiidos con PAS se observ6 el

mismo  patr6n,  esto  es  un  citoplasma  mss  denso  y  una  mayor  cantidad  de

puntos  ptirpura,  tanto  en   los  cotiledones  (Figuras   138  y  13C)  como  en  la
radicula  (6rgano  embrionario  que  da  origen  al  hipocotilo  y  a  la  raiz)  (Figuras

13D y 13E).

En  otros  tejidos  analizados  como  hipocotilo  de  plantulas  de  5  dias  y

hojas de plantas de 2 semanas no se observaron diferencias en relaci6n con las

plantas silvestres (datos no mostrados).
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Fiaura 13. Analisis morfol6glco de embrlones de la mutante utr7 por microscopia 6ptica.
A: Corte de embri6n wt en estadio de cotiledones doblados sin tefiir.  El recuadro negro indica la zona
de los cotiledones (figuras a y C) y el recuadro azul destaca la regi6n pr6xima de la radicula (figuras D
yE).
a y C: Corte de cotiledones wi y mutante ufr7 respectivamente.
D y E: Cortes en la radicula de embriones wt y mutante ufr7 respectivamente.

55



1.3.2.  Estudio     morfol6gico     mediante     microscopia     electr6nica     de

transmisi6n y de barrido

Para  analizar  la  ultraestructura  de  las  celulas  de  los  cotiledones,  se

obtuvieron  cortes  finos  de  las  preparaciones  anteriores,  y se  prepararon  para

ser  visualizados  por  microscopfa  electr6nica  (Materiales  y  Metodos,  secci6n

10.1).   Como   se   observa   en   la   figura   14,   Ias   celulas   del   pafenquima   en

empalizada   de   los   cotiledones   de   las   plantas   ufr7   de   5   dias   tienen   un

citoplasma  mss  denso,  con  vacuolas  mas  pequefias  y  un  mayor  ndmero  de

cuerpos  lipidicos  (Figuras  148  y  14C).  Estas  diferencias  tambien  se  observan

en  las celulas del  esponjoso  (Figuras   14D y  14E). Ademas,  en  las celulas del

esponj.oso  se  observa  un  aumento  del  m]mero  y  tamafio  de  los  gfanulos  de

almid6n   en   el   interior  de   los   cloroplastos,   en   relaci6n   con   las   celulas   de

plantulas  silvestres,  corroborando  ]o  observado  por  microscopfa  6ptica  en  los
cortes tefiidos con  PAS.  Las figuras  15A y 158 muestran  una magnificaci6n de

un  cloroplasto  representativo  de  celulas  de  cotiledones de  plantas silvestres y

ufr7,  respectivamente.  Se  aprecia  el  gran  tamafio  de  los  granulos  de  almid6n

reconocidos  por su  morfologfa  caracteristica  (Ledbetter y  Porfer,1970)  (Figura

158  y  15C).  La figura  15D  muestra  una  magnificaci6n  de  los cuerpos  lipidicos

presentes en  las celulas de las plantulas ufr7 donde tambi6n se reconocen  los

glioxisomas.

Al comparar las  imagenes de microscopfa electr6nica de transmisi6n de

cortes  de  embriones  silvestres  y  ufr7  se  observa  que  estos  dltimos  fambien

poseen un aumento en el namero y tamafio de los gfanulos de almid6n de los
cloroplastos (Figura  16A y 168).  Esta notoria diferencia es relevante ya que los

materiales  de  reserva  mayoritarios  en  los  embriones  maduros  son  lipidos  y

proteinas (Lin y col.,1999;  Meinke y col.,1994). Ademas los cuerpos proteicos

presentes  en  los  embriones  ufr7  tienen  una  morfologia  diferente  a  los  de  los
embriones silvestres (Figura 16C y 16D).
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Al  analizar las  plantulas  utilizando microscopia electr6nica de  barrido  no

se  observan  diferencias  en  la  superficie  de  las  celulas  de  la  epidermis  de

cotiledones,  hojas o del  hipocotilo,  ni en  la superficie de  los tricomas,  como se

ha  reportado  para  otras  mutantes  en  pared  celular  (Figura  17)  ovanzin  y col.,

2002; Madson y col., 2003).
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Flaura  14.  Analisls  morfol6gico  de  la  mutante  utr7  por  microscopia  electr6nfca  de
transmlsi6n.
A:  Corte longitudinal de cotiled6n visualizado por microscopia 6ptica donde se muestra en un
recuadro negro las c6lulas del parenquima en empalizada y en el recuadro azul las c6lulas del
esponjoso.
8 y C: C6lulas del parenquima en empalkada de plantas wt y wfr7 respectivamente.
D y E: C6lulas del esponjoso de plantas wl y u!r7 respectivamente.
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Fiaura  16.  Analisis  morfol6gico  de  embriones  utrl  por  microscopia  electr6nica  de
transmisi6n.
A y C: Celulas de cotiledones de embriones silvestres en estadio de cotiledones doblados.
8 y D:  Celulas de cotiledones de embriones silvestres en estadio de cotiledones doblados; A:
Gfanulo de Almid6n, CL: Cuerpo Liprdico, CP:  Cuerpo proteico, C:  Cloroplasto.
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Fiaura 17.  Ana[isis estructural de [a mutante qm por microscopia de barrido.
A y 8: Epidermis  de cotiled6n de plantulas wi y I/fr7 respectivamente.
C y D: Epidemis  de hojas de plantu[as wt y 4fr7 respectivamente.
E y G: Superficie de los tricomas de plantulas wi y ufr7 respectivamente.
F: Tricoma de planta wi.
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1.4.     Analisis  de  la  estructura  y  composici6n  de  la  pared  celular  en  la

mutante utr7.

El  estudio  de  modificaciones  estructurales  de  la  pared  celular  de  A.

fha/t.ana  es  diffcil  por  la  complejidad  de  los  polisacaridos  y  por  la  falta  de

informaci6n sobre la composici6n de hemicelulosas y pectinas en los diferentes

tejidos.  Ademas,   existe  una  limitaci6n  tecnica  dado   por     las  metodologias

disponibles   para   ello.      Por   esta   raz6n   se   ha   propuesto   utilizar  fecnicas

inmunol6gicas     para     el     analisis     estructural     de     pectinas     y     tecnicas

espectrosc6picas    para    determinar    cambios    en    la    composici6n    de    la

hemice]ulosa xiloglucano.

1.4.1.  Analisis de pectinas mediante inmunofluorescencia con anticuerpos

antipolisacaridos de pared celular.

Utilizando anticuerpos monoclonales que reconocen epitopes especificos

de la cadena principal o de cadenas laterales (Materiales y Metodos, secci6n 4),

se analizaron plantulas de 5 dras u!r7 y silvestres mediante dos aproximaciones

experimentales   diferentes:   inmunofluorescencia   en   cortes   de   cotiledones   e

inmunofluorescencia   en   tejido   completo   de   raices.   Ademas   se   analiz6   el

mucilago rico en pectinas secretado por las semillas embebidas en agua.

Al   realizar   una   inmunofluorescencia      en   cortes   de   cotiledones   de

plantulas silvestres y ulr7 con el anticuerpo monoclonal anti-homogalacturonano
JIM7 (Figura 18)   se observa una marca fluorescente en los contornos de todas

las celulas, similar a la marca fluorescente obtenida con calcofluor (Figuras 19A,

198,19C y  19D).  Este  dltimo es  un  reactivo que se  une a la celulosa y por lo

tanto destaca toda la pared celular. Al utilizar el anticuerpo monoclonal LM5 que

reconoce   4   galactosas   de   la   cadena   (1+4)-P-D-galactosa   de   la   pectina

ramnogalacturonano  I  (Figura  18),  se  observa  en  los  cortes  de  cotiledones
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silvestres   una   marca  fluorescente  solo  en   las  paredes  de  las  celulas  que

conforman  los  haces vasculares.  Sin  embargo en  los  cortes de  los cotiledones

de plantulas ufr7  la fluorescencia se observa en  la mayor fa de los contornos de

las  celulas tanto del  parenquima como del esponjoso (Figuras  19F y  19H).  Con

una mayor magnificaci6n se aprecia que la marca fluorescente dada por LM5 no

es continua en  la  pared  celular (Figura 20C y 20D) y esta ausente en  la pared

de las celulas de la epidermis superior (Figura 20A y 208).

Estos  resultados  sugieren  que en  la  mutante  ufr7  existen  diferencias  en

las       cadenas       laterales       de       (1+4)-P-D-galactosa       de       la       pectina

ramnogalacturonano   I   ya   que   el   anticuerpo   presenta   una   mayor  uni6n   en

relaci6n con las plantulas silvestres.

Homogalacturonano                        j|M7=====ee
Ramnogalacturonano I

• Acido Galacturonico
® Ramnosa
• Galactosa
® Arabinosa

Figura  18.  Estructura  de  fas  pectinas  homogalacturonano  y  ramnogalacturonano  I.  La
figura  muestra  los  epitopes  de  los  anticuerpos  JIM7  (cadenas  de  acido  galacturonico),  LM5
(cadenas de (1 +4)-P-Di}alactosa) y LM6 (cadenas de (1 +5)"-L-arabinosa).
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Calcofluor

Ler VVT

ufr'

Ler VVT

ufr7

Calcofluor

Flaura   1__9,   lmagenes   de   inmunofluorescencia   en   cortes   de   cotiledones   con   los
anticuerpos JIM7 y LIV15.
a y  D:  lnmunofluorescencia con  el anticuerpo JIM7  en cortes de cotiledones silvestres  Ler-0 y
utrl .
F y  H:.  Inmunofluorescencia con el anticuerpo  LM5 en cortes de cotiledones silvestres Ler-0 y
ufr7.  La flecha blanca indica un haz vasoular presente en el corte.
A,  C,  E y G:  lmagenes de fluorescencia al ultravioleta de la tinci6n con calcofluor como control
de cada corte.

64



Calcofluor LM5

ufr7

Flaura  20.  Imagenes de  inmunofluorescencia  de corfes de cotiled6n  con  el anticuerpo
LM5.
Las  flechas  indican  las  zonas  donde  hay  ausencia  de  uni6n  del  anticuerpo:  en  la  epidermis
superior (A y  a)  y  en  las  c6lulas  del  pafenquima  (C  y  D).  Para cada  inmunofluorescencia  se
muestra  la imagen de fluorescencia al ultravioleta de la tinci6n  con calcofluor como  control del
corte.
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Las  diferencias  obtenidas  con  el  anticuerpo  LM5  no  se  observaron  al

utilizar  el  anticuerpo  monoclonal  LM6  que  reconoce  las  cadenas  laterales  de

arabinosas de ramnogalacturonano I (Figura 218 y 21 D).

Utilizando   la   misma   estrategia   se   analiz6   el   anticuerpo   LM8   que

reconoce  xilogalacturonano,  y  los  anticuerpos  monoclonales  JIM4,  MAC207,

JIM16 y JIM14 que tienen como epfropes las cadenas de galactosa   (1+3)-P-D-

galactosa  y  (1+6)-P-D-galactosa  de  proteinas  arabinogalactanos  (AGP)  de
membrana plasmatica  y de pared celular.   En todos esos casos la uni6n de los

anticuerpos fue  bastante d6bil,  tanto en  plantas silvestres como  ufr7.  La figura

21  muestra los resultados obtenidos con JIM14 y MAC207.   De estos resultados

se  concluye  que  no  hay  diferencias  en  las  cadenas  de  galactosa  (1+3)-P-D-

galactosa y (1+6)-P-D-galactosa de AGP  de  las c6Iulas de cotiledones de las

plantulas ufr7.

Se    realizaron    experimentos   de    inmunofluorescencia   en    raices   de

plantulas  completas  de  5   dias  utilizando  los  anticuerpos  JIM5  y  JIM7  para

homogalacturonano y  LM5  para  cadenas  laterales  de  (1+4)-P-D-galactosa  de

la pectina ramnogalacturonano  I (Williats y col., 2001).  Los resultados muestran

que    los   anticuerpos    monoclonales       JIM5   y   JIM7   generan    una    marca
fluorescente  intensa  en  las  raices  principales y en  las  laterales,  excluyendose

en  estas  ultimas     del  Spice  (Figuras  22A,  228,  22C,  22G,  22H,  221).   Los

patrones  observados  para  plantulas  silvestres  y  mutantes  son  iguales.     Al
analizar   el   anticuerpo   LM5   se   observa   marca   solo   en   las   celulas   en

descamaci6n  de  la  zona  de  elongaci6n  de  la  raiz  principal,  tanto  de  plantas

silvestres  como  ufr7  (Figura 23).  Por lo tanto  no se observaron  diferencias  en

las   cadenas  de   (1+4)-P-D-galactosa  de   RG   I  de   las  raices   de   plantulas

mutantes ufr7 como se observ6 en cotiledones.
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Le r VVT/C alcofl uo r         Ler wT/Anticuerpo             ufr7/C al cofl uor             utr7 /Anti cue rpo

JIM14

MAC207

Fiaura 21. Imagenes de inmunofluorescencia en cortes de cotiledones con los anticuerpos LM6,
JIM14 y MAC207.
A-D:  lnmunofluorescencia en cortes de cotiledones silvestres (a) y ufr7 (D) con el anticuerpo LM6. A y
C corresponden a la imagen de fluorescencia al ultravioleta de la tinci6n con calcofluor de cada corte.
E.H:  lnmunofluorescencia  de  cotiledones  silvestres    (F)  y  ufr/  (H)  con  el  anticuerpo  JIM14.  E  y  G
corresponden a la imagen de fluorescencta al ultravioleta de la tinci6n con calcofluor de cada corte.
I-L:   lnmunofluorescencia  de  cotiledones  silvestres    (J)  y  ufr7  (L)  con  el  antiouerpo  MAC207.   I  y  K
corresponden a la imagen de fluorescencia al ultravioleta de la tinci6n con calcofluor de cada corte.
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Raiz principal

Ler VVT
JIM5

Ler VVT
JIM7

Raices secundarias

Fjgura 22. Imagenes de inmunofluorescencia de raices de plantulas con los anticuerpos
JIM5 y JIM7.
A  -  F:   lnmunofluorescencia  de  raices  de  plantulas  silvestres  (A  y  8)  y  ufr7  (D  y  E)  con  el
anticuerpo JIM5.
G-L:   lnmunofluorescencia  de  raices  de  plantulas  silvestres  (G  y  H)  y  ufr7  (J  y  K)  con  el
anticuerpo JIM7.
C, F, I y L:  lmagenes de microscopia 6ptica de a, E,  H y K respectivamente.
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Ler wT/LM5                  ufr7/LM5

Fiqura  23.  Imagenes  de  inmunofluorescencia  de  raices  de  plantulas  con  el  antlcuerpo
LM5.
A y C: lnmunofluorescencia de raices de plantulas silvestres con el anticuerpo LM5.
a y D:  lnmunofluorescencia de raices de plantulas ufr7 con el anticuerpo LM5.  En cada caso se
muestra en el recuadro inferior izquierdo las imagenes de microscopia 6ptica.
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Las   celulas   de   la   columnela   en   la   superficie   de   las   semillas   de

Arabidopsis  secretan  una  gran  cantidad  de  mucilago  al  estar  embebidas  en

agua.   (Western  y  col.,   2000,  Windsor  y  col.,  2000).   La  figura  24  muestra

imagenes  de  microscopia  electr6nica  de  barrido  de  semillas  de  A.  ff]a/i.ana

secas  (Figura 24A) y luego de  16  horas de  incubaci6n en agua (Figura 248 y

24C),  donde  se  aprecia  la  gran  cantidad  de  polisacaridos  secretados  por  las

celulas de la columnela.  Este mucilago esfa compuesto principalmente por   los

polisacaridos  celulosa  y  pectina.  AI  utilizar  el  reactivo  fluorescente  calcofluor

para P-(1 ul)- glucanos se observa una fuerte marca  fluorescente que confirma
la   presencia   de   celulosa   en   el   mucilago   (Figura   25A).   La   pectina   mss

abundante  es  homogalacturonano  con  diferentes  grados  de  metilesterificaci6n

(Willats y col„  2001),  la cual es reconocida por los anticuerpos JIM5 y JIM7.  La

marca de JIM7 se observa  en forma de rayos a traves del mucflago y  parecen

reflejar los puntos de secreci6n desde la superficie de la semilla. Sin embargo la

marca  parece  estar  ausente  en  la  superficie  de  la  testa  (Figura  25E).   En

contraste,  la marca de JIM5 es mas abundante en  la zona  interna en el centro

de las celulas de la columnela (Figura 258). Al observar los patrones de marca

de estos anticuerpos en semillas de la mutante tffr7 no se observan diferencias.

(Figuras 258,  25C, 25E y 25F).  Los anticuerpos  monoclonales  LM5   y LM6  no

se unen al mucilago secretado por las semillas silvestres o ufr7, lo cual indica la

ausencia de cadenas de galactosa y arabinosa en los polisacaridos secretados

(datos no mostrados).
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Fiaura 24. Imagenes de microscop!a electromca de barriao ae semillas ae A, t»a//ana.
A: Semilla de Arabidopsis seca.
a y C:  Semillas de Arabidopsis luego de ser incubadas en agua por 16 horas.  En C se puede
apreciar la gruesa capa de mucilago secretado.

Ler VVT

Fiaura  25:  Imagenes  de  inmunofluorescencia  de semfllas  embebidas  en  agua  con  los
anticuerpos JIM5 y JIM7.
A y D:  lmagen de fluoriescencia al ultravioleta de la tinci6n con calcofluor de semillas silvestres y
utrl .
a y C:  lmagenes  de  inmunofluorescencia  de  semillas  silvestres  Ler-0 y  u{r7  con  el  anticuerpo
JIM5.
E y  F:  lmagenes  de  inmunofluorescencia  de  semillas  silvestres  Lero y  utr7  con  el  anticuerpo
JIM7.
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1.4.2.   Analisis   de   xiloglucano   de   cotiledones   e   hipocotilos   mediante

Espectroscopia de nasa (MALDl-TOE)

EI  xiloglucano  es  una  cadena  lineal  de  glucosas  a  la  cual  se  unen  de

manera  peri6dica  residuos  de xilosa o xilosa-galactosa-fucosa  (Figura 26A). AI

digerir]o  con  una  enzima  endo-Plg[ucanasa  que  coTta  solo  aquellos  enlaces

glicosidicos donde la glucosa no esfa sustituida, se forman oligosacaridos de 2,
3 y 4 glucosas (Figura 26A).  Estos fragmentos pueden ser analizados mediante

cromatograffa liquida de intercambio ani6nico o espectroscopia de nasa.

Plantulas silvestres y mutantes fueron crecidas en placas y cosechadas

a los cinco dfas,  separando los cotiledones de los hipocotilos.  5 cotiledones y 5

hipocotilos silvestres y mutantes fueron molidos en nitr6geno liquido, lavados en

alcohol y el material insoluble obtenido fue digerido con la enzima Xiloglucanasa

(Figura      26A).      Los     oligosacaridos      liberados     fueron     analizados      por

Espectroscopia de masa MALDl-TOF determinandose la abundancia relativa de

cada   ion.   Como   se  puede  apreciar  en   la  figura  268,   no   hay  diferencias

significativas  entre  los  oligosacaridos  de  cotiledones  e  hipocoti[os  de  plantas

mutantes  y  plantas  silvestres.   Estos  resultados  muestran  que  no  existirian

cambios  en   la   estructura  de   la   hemicelulosa  xiloglucano  de  cotiledones  e

hipocotilo de la planta mutante ulr7.
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Fiqura 26. Analisis de  la estructura del xiloglucano mediante espectroscopia de  nasa
MALDl-TOE
A:  Estructura del xiloglucano.  Las lineas  punteadas rojas representan los sitios de corte de la
xiloglucanasa.  Los  fragmentos  obtenidos  se  nombran  de  acuerdo  al  ultimo  azt]car libre  en  el
oligosacaridos (Ietra en azul).  G:  Glucosa, X: Xilosa,  L: Galactosa,  F:  Fucosa.
a:   Gfafico  de  la  intensidad  relativa  de  los  oligosacaridos  de  xiloglucano  de  cotiledones  e
hipocotilos   silvestres   y   mutante   utr7.   Se   graficaron   los   resultados   de   dos   experimentos
independientes.

73



1.5.     Caracterizaci6n gen6tica de [a mutante utr7.

Con  el  objetivo  de  verificar gen6ticamente  los  resultados  obtenidos  por

tecnicas   moleculares   (Resultados   secci6n    1.1)   se   realizaron   analisis   de

segregaci6n  de  la  mutante  y  de  la  cruza  con  plantas  silvestres.  Al  germinar

semillas  de  la  mutante  en  el  antibi6tico  kanamicina  se  observ6  un  100%  de

resistencia,  lo cual  indica  que  la  mutante  es  homocigota  ITabla  1). Ademas al

germinar en kanamicina semillas de la Fl  de la cruza de la mufante con plantas
silvestres  (lfnea  110a, Tabla  1) tambi6n  se observa  un  100% de resistencia,  Io

cual  correlaciona  con  que  todas  las  plantas  de  la  Fl   son  heterocigotas.  La

progenie   F2   de   estas   plantas   heterocigotas   tienen   una   segregaci6n   en
kanamicina aproximada a 3:1, lo cual es consistente con una inserci6n dnica del

transpos6n  Ds  en  el genoma (lineas  110a3 y  110a4,  Tabla  1).  Posteriormente,

al  analizar  la  segregaci6n  de  la  F3,  se  obtienen  plantas  homocigotas  (100%

resistentes    en    kanamicina)    ITabla    1,     Ifnea    110a2-6)    y    heterocigotas

(segregaci6n cercana al 3:1) (Tabla 1, Iineas 110a2-8 y 110a2-10).

Para  determinar si  la  mutaci6n  es  dominante  o  recesiva  se analiz6  por

microscopia 6ptica la presencia del fenotipo descrito en la figura 12 en plantulas

de  5  dfas  de  la  Fl  de  la  cruza  de  plantas  ufr7  con  plantas  silvestres.    Se

obtuvieron  cortes  seriados  tefiidos  con  PAS  de  3  plantas  provenientes  de  2

cruzas independientes.  Ninguna de las plantulas analizadas present6 el fenotipo

de la mutante, lQ cual sugiere que el cafacter observado es recesivo, ya que no

esfa presente en plantulas heterocigotas.

Hasta  el  momento  nuestros  resultados  sugieren  que  la  inserci6n  del

elemento  Ds  en  el  gen  UTr7  es  responsable  del  fenotipo  observado  en  las

celulas  de  los  cotiledones.  No  obstante,  para  tener  un  100%  de  certeza  es

necesario analizar mutantes alelicas y verificar en ellas la presencia del mismo

fenotipo o bien, revertir la mutante consiguiendo el fenotipo silvestre.

Con  el  fin  de  obtener  nuevamente  una  planta  silvestre  a  partir  de  la

mutante,   utilizamos una estrategia altemativa al intentar eliminar el transpos6n

74



del gen  Urr7.  Para ello cruzamos la planta 4rfr7  con  la  linea Ac,  que posee en

su  genoma el  gen  que codifica  para la transposasa en forma homocigota y el

gen IVP77/ como marcador de selecci6n. Se espera que en la Fl  el elemento Ds
salte  desde  el  gen  U7t7  y  se  pierda  o  se  inserte  en  otro  locus  del  genoma

(Springer y col.,  1995).

Se realizaron cruzas con dos lineas Ac (Act  y Ac5) en ambos sentidos.

La Fl  fue 100% resistente a kanamicina ITabla 2).  Las posibles revertantes se

identificaron  mediante  PCR,  utilizando  DNA  gen6mico  de  plantas  individuales

de  la  Fl  y los  parddores del extremo  Ds  (c) y del segundo ex6n del gen  UTr7

(b)  (Figura  27A).    De  36  plantas  analizadas,  se encontraron   4  lineas  (112al,

113a3,     113bl,     114b8)  donde  no  se  amplifica  la  banda  de  435  pb  con  los

partidores c y b (Figura 278). Ademas, en estas 4 plantas es posible amplificar
el  gen  GUS  lo  cual  sugiere  que  el  transpos6n  se  insert6  en  otra  regi6n  del

genoma.
De  estas  4  plantas  se  recolect6  Ia  F2  y  se  analiz6  su  segregaci6n. AI

crecerlas  en  kanamicina  segregan  de  acuerdo  a  la  presencia  de  dos  genes

NPTII en condici6n heterocigota Crabla 2).
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Tab]a 1. Resumen de segregaci6n en kanamicina de las lineas utr7 y cruzas con silvestre.
Nt:  ndmero  total  de  semillas  sembradas,  Nr:  ndmero  de  plantas  resistentes,  Ns:  ndmero  de
plantas susceptibles, R/S: Raz6n resistentes/susceptibles

Linea Nt Nr Ns FVS

ufr7 Homo 114 80 0 100%

utrl XVVT

F1  (110a) 13 13 0 100%

F2 (110a3) 30 17 7 3:1*

F2 (110a4) 37 26 10 3:1*

F3 (1 1 0a2L6) 117 117 0 100%

F3 (1 1 0a2-8) 129 104 25 3:1*

F3 (1 10a2-10) 126 96 30 3:1*

I  Ajusta a 3:1 por analisis estadistico de x2. con un P de 0.9.

Tabla 2. Resumen de segregacE6n en kanamicina de las crLlzas con las ]fneas Ac.
Nt:  ndmero  total  de  semillas  plantadas,  Nr:  ndmero  de  plantas  resistentes,  Ns:  ndmero  de
plantas susceptibles, R/S: Raz6n resistentes/susceptibles

Linea Nt Nr Ns Raz6n FUS

F1(112a) 16 16 0 100%

F1(112b) 19 19 0 100%

F1(113a) 6 6 0 100%

F1 (113b) 8 8 0 100%

F1 (114b) 22 22 0 100%

F2 (114al ) 76 66 8 15:1  ®

F2 (114b8) 43 30 3 15:1  ®

F2(113a3) 69 57 6 15:1  ®

® Ajusta a 15:1 par analisis estadistico de x2, con un P de 0.9.
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+!3.5.p.b+
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C
a/b    c/b    d/e           a/b  cro   d/e    a/b  c/b  d/e   afo  c/b   d/e   a/b  cfo   d/e

DNAg ufr7                    112al                    113a3                  113bl                 114b8

Figura 27. [dentificaci6n de revertantes por PCR.
A:  Esquema  de  la  secuencia  gen6mica  del  gen  Urn  con  la  inseroi6n  del transpos6n  en  el
primer  ex6n.   Utilizando  los  partidores  c  y  b  se  amplifica  una  banda  de  435pb  solo  si  el
transpos6n esta presente en el genoma.
a: Electrofofesis de agarosa al 2% de los productos de PCR obtenidos al utilizar DNA gen6mico
de 4 lineas revertantes y los partidores afo,  cfo y d/e. Como control se muestran los productos
de PCR obtenido con DNA gen6mico de la mutante ufr7.
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Para identificar dentro de la F2, las plantas que efectivamente tuvieron la

inserci6n se buscaron aquellas que poseian  una secuencia duplicada de 6 a 8

pb  en  el  nucle6tido  69  (sitio  de  inserci6n).  Esta  huella  se  genera  durante  la
inserci6n   del  transpos6n  y  permanece   en  .el   sitio   de   inserci6n   cuando  el

transpos6n  salta.  Se analizaron  13  planfas de la linea  114b8,   ampliricando por

PCR con los partidores a y b y luego digiriendo el fragmento con la enzima Clal

(Figura 28A).  De esta forma  se  obtienen  dos fragmentos  de  144  pb y 214  pb.
De existir la  huella  (indicado por la flecha roja)  el fragmento de  144  pb debiera

aumentar su tamafio en 6, 7 u  8 pb,  a diferencia del fragmento de 214 pb que

se  mantiene  invariable.   Para  resolver  la  diferencia  de  tamafio  se  realizaron

geles de Agarosa/Nusieve (2%-1°/o).  Como se observa en la figura 288, en las

plantas reverfantes la banda de 144 pb migra a un tamafio molecular mayor. En
aquellas  plantas  heterocigotas  (He)  para  la  huella  se  observa  un  duplete  de

menor  intensidad     mientras  que  en  la  planta  homocigota  para  la  huella  se

observa   claramente   el   aumento   de   tamafio   de   la   banda   de   144   pb.   AI

secuenciar este fragmento encontramos una duplicaci6n de 8 pb cercano al sitio

de  inserci6n  (indicado en  letras  rojas,  Figura  28C).  Esta secuencia  genera  un

corrimiento en  el  marco de lectura y un  cod6n  de termino en el segundo ex6n

(Figura 28C).

Entonces, si bien no se gener6 una planta silvestre, se obtuvo una nueva

mutante  en  el  gen   Urr7.   Esta  mutante  alelica  constituye  una  herramienta

interesante  para verificar que  la  ausencia de  la  proteina  UTrl  es  responsable

del fenotipo observado en la mutante insercional.
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+..'...I.3.5!p!...+

-#:¥--2:4.pP 214pb-

144pb-

wtHe     He     Ho     He   wt

Le r wi:          G GGATCTG GTCCGCCTACATCTACCAAG GCGT

114b8-7:       GGGATCTGGTCCGCCTACATGGCTACACCTACCAAGGCGT

ATG GAG GTC CAT GGC TCC GGA TTC CGT CGA ATT CTG TTG TTG GCG TTG
M        E        V        H       G         S        G        F        R        R        I         L        L        L        A         L

TGT ATC TCC GGG ATC TGG TCC Gce TAC ATC GCT ACA COT ACC AAG GCG
C         I       S         G         I       W      S         A      Y       M       A       S       A       T       K        A

TTC TTC AAG AGA CTC TOT CCA CGA AGA CAT TTG GTC GAG ATG AGA AGA
F      F       K       R         L       C        P       R       R       D      L       V       Q        M        R      R

GOT TCG AGO ATC TTG CAT TCT TGA
G      S        S       I         L       H       S       .

Fiaura 28. Identificaci6n de revertantes homoc!gotas.

A:  Esquema de la estrategja utilizada. La flecha roja representa la huella que deja el transpos6n
en el sitio de inserci6n.  La linea naranja representa el sitio de corte de la enzima de restricci6n
Clal.
a:  Electrofofesis de  Nusieve:Agarosa de  los productos  de  PCR  obtenidos con  DNA gen6mico
de plantas silvestres (wl) y heterocigotas (He) u Homocigotas (Ho) para la huella y digeridos con
la enzima Clal.
C:   Secuencia   del   fragmento   pequefio   de   una   planta   silvestre   y   de   la   planta   114b8-7
(homocigota  para  la  huella).  Las  letras  fucsias  corresponden  a  la  secuencia  duplicada  que
genera la huella de 8pb extra presente en la revertantes,  indicada por las letras rojas.  En letras
maydscu[as se indica la secuencia proteica en la revertante:  las letras negras corresponden a
la  secuencia  proteica  normal  y  en  letras  verdes  la  secuencia  proteica  anormal  al  correrse  el
marco de lectura.  Este corrimiento del marco de lectura origina un cod6n de t6rmino TGA en el
segundo ex6n (letras azules).
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2.        Identificaci6n de mutantes insercionales en los genes que codifican

para ]os transporfadores de nucle6tidos aEdcar  UTr2 y UTr7.

EI gen  U772 codifica para  una proteina altamente hidrofobica,  con varios

dominios   transmembrana   y   que   posee   actividad   transportadora   de   UDP-

galactosa.  Ademas  la  forma  quimerica  UTr2-GFP  muestra  una   localizaci6n
subcelular similar a marcadores  de  aparato  de  Golgi  (Norambuena 2004).  For

otra   parte   el   gen   UTr7   codifica   para   una   proteina   de   varios   segmentos

transmembrana con actividad transportadora de  UDP-glucosa y UDP-galactosa

(Segura 2003).

La  expresi6n  de  U772 y  Urr7 fue  analiza  por  RT-PCR  y  Northern-blot.

Los experimentos de RT-PCR muestran que ambos genes son expresados en

distintos tejidos, tales como cotiledones,  hojas de rosetas,  raices, flores y callos

(Figura 29). Sin embargo al analizar la expresi6n por Northern-blot, observamos

que existen  diferencias en  los niveles de expresi6n  de ambos genes.  U7+2 se
expresa  con  mayor intensidad  en  raices de 4 semanas y en  callos generados

desde raices y   U7T7 se expresa  debilmente en todos  los tejidos y con  mayor

intensidad en cal[os (Figura 30A y 308).

Si  bien  los resultados de  Northern-blot de  UTr7 muestran que este gen

se  expresa  en  todos  los  6rganos  de  la  planta,  experimentos  de  hibridaci6n  ;.n

sffu revelaron que esta expresi6n es diferencial. En la figura 31 observamos que

en  cortes  de flores,  U7T7 se expresa solo  en  el  recepfaculo  de  la flor  (Figura

31A) y en el estigma de flores maduras (Figura 31 F). A diferencia de UTr7/U77€

no se encontr6 marca en [os otros 6rganos de la f]or ni en estadfos florales mss

tempranos  (datos  no  mostrados).  En  cortes  de  tallos  se  observa  expresi6n

principalmente  en  las  zonas  de  intersecci6n  de  los  tallos  primarios  con  los

secundarios  (zona de absici6n)  (Figuras 318 y 31 E).  EI patron  mas interesante

corresponde a   la expresi6n en  el sistema vascular tanto de la  raiz como del

hipocotilo de plantulas de 6 dias (Figuras 31 C y 31 D), probablemente en celulas

de la endodermjs y/o corteza que rodean al xilema.   El mismo patron se observa
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en  embriones     en  estadio  de  cotiledones  doblados  (Figura  31G)  donde  se

marcan  las  celulas  que  daran  origen  al  sistema  vascular  de  la  rafz y  de  los

cotiledones.

StlKbcot    H2s    H3s    R4s      F         C

UTr2

UTr7

Actina

+ 1 .0 kb

+ 1 .0 kb

FEaura 29. Expresi6n de u7T2 y u7T7 par RT-PCR.
Electrofofesis de agarosa al 1 0/a de los productos de PCR obtenidos con partidores exactos para
U7¢,  U7t7 y Actina como control y utilizando como temp]ado CDNA de cotjledones (Cot), hojas
de rosetas de 2 semanas (H2s) y de 3 semanas (H3s), raices de 4 semanas (R4s), flores (F) y
callos (C).
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EZ  U7t2

E]  u7t7

Fiqura 30. Expresi6n de urr2 y u777 por Northern-blot.
A: Autoradiografia de una membrana hibridada 3 veces consecutivas con sondas radioactivas
para Urte,  Urr7 y el RNA ribosomal 18S. Cada carril contiene 40LLg de RNA total de plantulas
completas  de  10  dfas  crecidas  en  MS  1%  sacarosa  (Pl),  plantulas  completas  de  10  dfas
crecidas  en  tierra  (Plt),  tejidos  a6reos  de  planta  de  4  semanas  (P),  hojas  caulinares  (Hc),
raices de 4 semanas (R), flores (F) y callos (C).
8:  Cantidad  relativa  de  RNAm  al  normalizar  con  la  serial  obtenida  del    RNAr  18S,  previa
cuantificaci6n por Phosphoimager.
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Figure 31. Hlbridaci6n /.n sffu de UTt7.
A:  Corte longitudinal de flor madura.
8 y E: Secciones longitudinales del tallo cerca de la flor.
C:  Corte longitudinal de hipocotilo.
D:  Corte longitudinal de la zona de transici6n raiz-hipocotilo
F: Estigma (flor).
G: Embri6n en estadio de cotiledones doblados.
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Con el objetivo de estudiar la funci6n i.n vivo de estos transportadores de

nucle6tidos azdcar,  hemos identificado desde los bancos de datos SYNGENTA

y SALK dos plantas de A.  ff}a/f.ana que poseen inserciones del T-DNA en el gen

U772  (utrf-7  y  ufr2-2)  y  una  en  el  gen  U7T7  (ufr7-7)  (Materiales  y  metodos,

secci6n   7.1).      Mediante   PCR   se   identificaron   para   cada   mutante   plantas

homocigotas para la inserci6n (Materiales y Metodos secci6n 7.3) (Figura 32).

Mutante dfr2-7

alb   ale  alb   ale  alb  ale   alb  ale   alb   ale

:l!i`G:`-\':is?i;:i).;i?i,i`5 i:.   Sl i;.S.I

#                       ,tt      ,,.;,Jti}

+-,I       I                I   uth     >,,+I                       ,,.£`u.:ifJ'._

He         Ho         He         He       He

Mutante ufr7

alb  alcblc      alb  alcblc      alb  alcblc      alb  aloblc

wtHO

Mutante wlrf-2

alb    ale    alb    ale     alb    aJc;

_Figura 32, Verificaci6n de ]a inserci6n e identificaci6n de plantas liomocigotas.
Electrofofesis  de  agarosa  al  2%  de  los  productos de  PCR  obtenidos  al  utilizar como templado
DNA  gen6mico de plantas mutantes uf¢-7, ufr2-2 y ufr7-7 (A, a y C). En cada carril se indican los
partidores uti[izados (Materiales y M6todos, secci6n 7.3).  En la zona infen.or se indica si la planta
es heterocigota (He), homocigota (Ho) o silvestre (S), segdn el resultado del PCR.
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Para  analizar  geneticamente  si  estas   mutantes  tienen   mas  de  una

inserci6n  se germinaron  semillas  provenientes  de una autopolinizaci6n  (F2)  de

varias  plantas  por cada  lfnea,  en  sus  respectivos marcadores  de selecci6n  (el

antibi6tico  kanamicina  para  las  mutantes  SALK y el  herbicida  BASTA para  las

mutantes   SYNGENTA)   y   se   analizaron   las   razones   de   susceptibilidad   /

resistencia. Ademas se analiz6 la segregaci6n de la Fl  proveniente de la cruza

de   cada  una  de  las   lfneas  con   plantas  silvestres.   Con   los   resultados  de

segregaci6n,   de   la  autopolinizaci6n  y  de  la  cruza  con  silvestre  es  posible

determinar si  las plantas poseen  una o mas inserciones y ademas confirmar el

genotipo ITabla 3).  Las p[antas heterocigotas wfr2-7, utr2-2 y dfr7-7 identificadas

molecularmente   presentaron   razones  de  segregaci6n  de  la  autopolinizaci6n

cercanas  a  3:1  y de  la  Fl  de  ]a  cruza  con  plantas  silvestres  cercanas  a  1:1,

(razones validadas segtin el test de chi-cuadrado (x2) con un p=0.95)  ITabla 4).
For  otra   parte   las   plan fas  identificadas   molecularmente  como  homocigotas

fueron un 100% resistentes ITabla 4).

Estos resultados  sugieren que las mutantes ufr2-7, ufr2-2 y ufr7-7 tienen

una  inserci6n  tinica en  el  genoma y ademas validan  la  metodologfa  molecular

empleada para identificar las plantas homocigotas.

Estas tres mutantes crecen normalmente y no tienen diferencias visibles

en  comparaci6n  con  plantas  silvestres.  A  pesar de  ello,  actualmente esfamos

trabajando   en    su    caracterizaci6n    molecular,    buscando   fenotipos    menos

evidentes  y  determinando  la  composici6n  de  polisacaridos  de  pared  celular

mediante  tecnicas  espectrosc6picas  y  cromatogfaficas.  Debido  a  que  en  las

mutantes  qfr2-7  y  ufr2-2  el  T-DNA  esfa  en  la  putativa  region  promotora  se

analiz6 si  las  inserciones fueron  capaces de eliminar la expresi6n del gen.  Los

resultados   demostraron   que   las   plantas   utr2-7   expresan   normalmente   el

transcrito    U772       y   contrariamente    a    ]o    esperado,    Ias    plantas    utr2-2

sobreexpresan  un  transcrito  ligeramente  mayor  al  de  las  plantas  silvestres

overgara A., comunicaci6n personal). Al analizar las raices de plantas mutantes
ufr2-2 crecidas  por 14 dias en  medio MS  1% sacarosa  liquido,  se observa  un
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mayor ndmero de raices secundarias que en las plantas silvestres overgara A.,

comunicaci6n  personal).  La  confirmaci6n  de  este  fenotipo  y  los  resultados  de

los  analisis  de  composici6n  de  polisacaridos  de  esta  mutante  insercional  nos

entregara valiosa informaci6n  sobre la participaci6n /.n vt.vo del transportador de

U DP-galactosa UTr2.

|a±2!aL2. Segregaci6n esperada, en kanamicina o BASTA, de la autopo[in[zaci6n y cruza
con sllvestre segdn el dosaje gen6tico y el numero de [nserciones.

GENOTIPO AUTOPOLINHIACION CRUZA CON SILVESTRE

(F2) (F1)

Heterocigota 1  inserci6n 3:1 1:1

Homocigota 1  inserci6n 100% 100%

Heterocigota 2 inserciones 15:1 3:1

Homocigota 2 inseroiones 100% 100%

Tabla 4, Analisis de segregaci6n de las planfas con inserciones en los genes u777, u772,
y uTr7.
Nt=ndmero  total  de  semillas  plantadas,   Nr=ndmero  de  plantas  resistentes,   Ns=ndmero  de
plantas susceptibles, R/S=Raz6n resistentes/susceptibles.

AUTOPOLINIZACION (F2) CRUZA CON SILVESTRE (F1)

Mutante Nt Nr/Ns FVS Nt NrINs RIS Genotipo
utr2-1-1 140 82/28 3:1* 29 16/13 1 : 1 a) Heteroc gota
utr2-1-2 177 80/26 3:1* 28 1 1 /1 7 1:1® Heteroc gota
utr2-1-3 124 6/212J:I 3:1* 27 14/12 1:i Heteroc gota
utr2.14 214 138/47 3:1* 18 11/6 1:1® Heteroc gota

utr2-2-2 94 91/0 100% R 25 25/0 100%R Homocigota
utr2-2.3 141 93/30 3:1* 23 8/15 1:1® Heteroc gota
utr2-24 118 90/21 3:1* 6 4ra 1:1® Heteroc gota

utr7-1-1 152 75/22 3:1* - - Heteroc gota
uar-1-2 81 25/10 3:1* - - Heteroc 8Ota
utrl-1-3 62 57/0 100% R - - Homocigota
utr7-1-5 141 1 39/0 100% R - - Homocigota

•co£#==3:::g=:?nng:l|=:i=iE#:i#:=ooE=f:===I=ppE=oo:g3:

- No determinado.
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DISCUS16N

En  plantas,  UDP-galactosa y UDP-glucosa son sustratos para la sintesis

de  varios  glicoconjugados  y  polisacaridos  de  pared  celu]ar  entre  los  que  se

encuentran  xiloglucano,  ramnogalacturonano  I,  galactanos,     glucomananos  y

galactomananos. Ademas,  galactosa se encuentra en el arbol de azdcares de

proteoglicanes   como   los   arabinogalacfanos   (AGP)   y   en   otras   proteinas

galactosiladas  de  pared  como  las  extensinas  (Brett  y  Waldron,   1996).   Los
antecedentes   disponibles   al   dfa   de   hoy   sugieren   que   las   reacciones   de

transferencia de galactosa desde  UDP-galactosa a polisacaridos ocurren  en el

lumen del aparato de Golgi.  Por otro lado,  UDP-glucosa tambien es utilizada en

el  aparato de  Golgi;  sin  embargo,  estudios  recientes  indican  que  UDP-glucosa

ademas  es  sustrato  de  glucosiltransferasas  que  se  localizan  en  el  lumen  del

reticulo  endoplasmico.     El   hecho  que   UDP-galactosa  y  UDP-glucosa  sean

utilizados  en  el  lumen  de estos  organelos  sugiere  que  se  requieren  protefnas

que transporten  estos  nucle6tidos azticar desde el  citoplasma  hacia el  interior
del organelo.

En   nuestro  laboratorio  hemos  propuesto  que  el  transporfe  de   UDP-

glucosa  y  UDP-galactosa  es  crucial  para  la  sintesis  de  polisacaridos,  por  lo
tanto  postulamos que al eliminar la(§)  proteina(s)  responsable(s)  del transporfe

de   estos   nucle6tidos   azticar   se   alterarfa   la  sintesis   de   polisacaridos   que

contienen  glucosa  y  galactosa.  Recientemente  describimos  que  el  gen  de  A.

aha/jana  UTr7  codifica para un transportador de  UDP-glucosa y UDP-galactosa

(Norambuena y col., 2002). De esta forma, Ia alteraci6n en la expresi6n de U7r7

podrfa   afectar  la  sintesis  o  estructura  de  los   polisacaridos  que  contienen

galactosa y glucosa.  Con  este  objetivo  se  caracteriz6  una  planta  mutante  de
Arabidopsis denominada ufr7  que presenta una inserci6n  de un transpos6n en

el pn.mer ex6n del gen UTr7.
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1.         Caracterizaci6n  molecular de una mutante inserciona[ de A. fAa//-ana

en el gen del transportador de UDP-glucosa / UDP-galactosa Urr7.

La      mutante     ufr7     fue     caracterizada      molecularmente      mediante

experimentos   de  PCR y Southern-blot (Figura 5), con lo cual se determin6 que

la  inserci6n se encuentra en  el  nucle6tido 69 del primer ex6n y en  la orientaci6n

adecuada  para  que  la  expresi6n  del  gen   GuS,   presente  en  el  transpos6n,

quede bajo el control del promotor de U7+7. Ademas la inserci6n esta en ambas

copias del gen (homocigota) y es dnica dentro del genoma.

Analizando  el  experimento  de  Southern-blot  de  la  figura  5  encontramos

que la banda de 665 pb generada al cortar DNA gen6mico de plantas silvestres
con  la enzima EcoRl e hibridar con  la sonda del CDNA de  UTr7, desaparece en

el   DNA  gen6mico  de  plantas  4/fr7  y  aparece  una  banda  de  2800   pb.   Este

aumento  de  tamafio  se  explica  por  la  presencia  del  transpos6n  entre  los  dos

sitios   EcoRl.   Sin   embargo   el   incremento   en   el   tamafio   de   la   banda   no

corresponde   con   el   esperado   ya   que   el   tamaFio   del   transpos6n   es   de

aproximadamente   6.4   kb.    Una   posible   explicaci6n   es   que   el   gen   IVP77/

(incluyendo   su    promotor   y   posiblemente   parfe   del   extremo   derecho   del

transpos6n)  se  haya  escindido  e  insertado  en  otro  sitio  dentro  del  genoma.  Si

esto fuese asi,  Ia resistencia a kanamicina no estaria ligada con la mutaci6n en

Urr7.  Por esta  raz6n  se  es fa  analizando  si  en  la  F3  de  una cruza  de ufr7  con

plantas silvestres todas las plantas resistentes a kanamicina poseen la inserci6n

en UTr1 .

Al  analizar la expresi6n  de  U777 en  la linea insercional no se observ6 el

transcrito  de  1.3  kb  presente  en  plantas silvestres y en  cambio  se observ6  un

transcrito  de  2.8  kb.  Este  RNA  estaria  conformado  por  la  secuencia  del  gen

GUS (de 2 kb aproximadamente)   y la secuencia de U7T7 (1.3 kb) ya que en los

experimentos de  Northern-blot las sondas de  UTr7 y GUS reconocen  la  misma

banda   de   aproximadamente   2.8   kb   (Figura   10).    La   presencia   de   estos

transcritos aberrantes generados por  la fusi6n de fragmentos del gen end6geno
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con el gen reportero GUS del transpos6n ha sido previamente reportada en otra

mutante  del  mismo  origen  (Springer  y  col.,   1995).     Estos  arreglos  del  RNA

serfan generados por la presencia en el transpos6n de secuencias de consenso

dadoras  y  aceptoras  de  splicing,  localizadas  rio  arriba  del  ATG  del  gen  GUS

(Sundaresan  y  col.,   1995).   Como  el  transpos6n  se  insert6  en  un  ex6n,  se

produce   un   splicing   entre   los   sitios   dadores   y   aceptores   del   transpos6n,

genefandose  la  fusi6n  entre  parte  del  primer  ex6n  del  gen  U7t7  y  GUS.  Sin

embargo,  como el transcrito  de 2.8  kb es  reconocido  por la sonda  del extremo

3'UTR  de  Urr7,  esta  fusi6n  ademas  contendrra  el  resto  de  la  secuencia  de

U7r7.   Los  experimentos  de   RT-PCR  sugieren   que  tambien  se  produjo  una

fusion   entre   parte   del   extremo   derecho      del   transpos6n      (secuencia   no

codificante)  y el  segundo  ex6n  de  Urr7  (Figura  10).  Este  resultado es difieil  de

explicar   debido   a   que   el   gen   GUS   posee   la  secuencia   de  fermino   de   la

transcripci6n  NOS de la proteina  Nopalina Sintasa y ademas a continuaci6n del

gen GUS se encuentra el gen IVpr// en sentido opuesto. Sin embargo, como se
mencion6  anteriormente,  existe  la  posibilidad  de  que  este  dltimo  gen  no  se

encuentre  dentro  del  transpos6n.   Basandonos  en  estos  resultados  podemos

especular  que  el  transcrito  aberrante  estarra  compuesto  por  los  primeros  69

nucle6tidos      del   primer   ex6n   de   U7t7,      la   secuencia   del   gen   GUS,   una

secuencia  del  extremo  derecho  del  transpos6n  y  el  resto  de  la  secuencia  del

gen Urr7 incluyendo el extremo 3'UTR.

La presencia de este transcrito an6malo nos obliga a  preguntarnos si es

posible que se genere una proteina con actividad transportadora de nucle6tidos
azt]car. Analizando el mapa del transpos6n  Ds se concluye que la proteina GUS

se  genera  por reiniciaci6n  de  la traducci6n  en  su  propio ATG ya que  rio arriba

de los sitios dadores de splicing existen tres codones de termino. Por lo tanto no

seria   posible   una  fusi6n   proteica   entre   el   primer  ex6n   de   UTrl   y     GUS.

Ademas,  e[    transcrito  de  GUS  tiene  su  propio  termino  de  la  traducci6n  que

impide  la  formaci6n  de  una  fusi6n  proteica  hacia  el  extremo  carboxilo.  Por  lo

tanto,  la  lfnea  insercional  ufr7  serfa  una  mutante  en  el  gen  U7+7  en  la  cual  el
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transcrito  hibrido  generado    no  serfa  capaz  de  originar  una  proteina  funcional.

Sin embargo,  para verificar la ausencia de la proteina contamos con sueros de

conejos  inmunizados con  peptidos  disefiados en  base a  la secuencia  carboxilo

terminal  de  la  proteina   UTrl.   Utilizando  estos  anticuerpos  esperamos  en  el

future  evidenciar la ausencia de la proteina UTrl  en la planta ufr7.

2.         Caracterizaci6n fenotipica de la mutante utr7.

AI   crecer   la   mutante   ufr7   observamos   que   no   tiene   un   fenotipo

morfol6gico  evidente.  Sin  embargo  existen  mutantes,  como  las  mutantes  mar,

que a pesar de tener alteraciones en  la composici6n  de  polisacaridos de pared

celular  no  poseen  fenotipos  morfol6gicos  a  simple  vista  (Reiter  y  col.,1997).

Con  el  fin  de  evaluar  si  la  mutante  ufr7  presenta  alteraciones  a  nivel  de  los

tejidos    realizamos   observaciones    histol6gicas   de   6rganos    que   sabemos

expresan  el  gen  U7T7.  Es  asi como  observamos  que en  cotiledones de  5 dras

existen   diferencias   morfol6gicas  en   las  celulas:   poseen  vacuolas  de  menor

tamafio y mayor cantidad  de citoplasma,  un  mayor ndmero de cuerpos lipidicos

y  un  aumento  en  el  tamafio  y  la  cantidad  de  los  granulos  de  almid6n  en  los

cloroplastos   (Figuras   12   y   14).   El   almid6n   es   un   polimero   insoluble  de   or-

(1i4)glucosas  con  ramificaciones  de  or-(1+6)glucosas  que  en  tejidos  verdes

forma   gfanulos      cristalinos   de   1    prm   de   diametro.   Aparentemente   estas

alteraciones  se  originarfan   en  estadfos  embrionarios,  ya  que  en  cortes  de

cotiledones  y  radiculas  de  embriones  tefiidos  con  PAS  se  observan  una  gran

cantidad  de  puntos  color  ptlrpura  que  corresponden  a  gfanulos  de  almid6n

segtln  fue  corroborado  por  microscopfa  electr6nica  de transmisi6n,  de  manera

similar  a  lo  observado  en  cotiledones  de  plantulas  de  5  dias     (Figura   13).

Normalmente  [as  semillas  maduras tienen  como  reservas  principales  protefnas

y  lfpidos y solo  en  muy escasa cantidad  gfanulos de almid6n  (Lin y col.,1999;

Meinke   y   col.,    1994).    Este   fenotipo   indicarfa   que    la   ausencia   de   este
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transportador  de  UDP-glucosa  y  UDP-galactosa  produce  una  alteraci6n  en  el

metabolismo  celular,   principalmente  en  el  metabolismo  de  carbohidratos,  en

estadfos tempranos del desarrollo de la planta.

Para explicar este fenotipo debemos tener en cuenta que el metabolismo

de   los carbohidratos en las celulas vegetales es muy complejo.  Contempla vfas

anab6Iicas   y   catab6Iicas   que   utilizan   "pools"   de   intermediarios   conectados

mediante reacciones enzimaticas reversibles.  Uno de los pools principales es el

de  las  hexosas  fosfato  (glucosa-1P,  glucosa-6P  y  fructosa-6P),  el  cual  tiene

distintos  destinos.   Un  30%  se  destina  hacia  la  sintesis  de  componentes  de

pared  celular principalmente via sintesis de  UDP-glucosa a partir de glucosa-1 P

por  la  enzima  UDP-glucosapirofosforilasa.  A  su  vez,  UDP-glucosa  puede  ser

convertida  a  UDP-galactosa  por  la  enzima  UDP-glucosaepimerasa  y  ambos

nucle6tidos azticar  pueden  ser transportados  hacia el  aparato de  Golgi  para  la

sintesis de polisacaridos de pared y glicoprotefnas.   El pool de hexosas tambien

puede conducir a la srntesis de almid6n en  los plastidios.  En ellos,  por la acci6n

de  la  enzima  ADP-glucosapirofosforilasa,  la  glucosa-1P  es  convertida  a  ADP-

glucosa   (paso   limitante)   el   cual  es  sustrato  de   la  enzima  Almid6n   sintasa

responsable de la sintesis de almid6n (Buchanan y col., 2000) (Figura 33).
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Fiaura 33: Esquema simplificado del metabolismo de azt]cares en celulas vegetales.

Considerando  lo  anterior,  proponemos  que  al  disminuir  el  transporfe  de

UDP-glucosa y/o UDP-galactosa en el aparato de Golgi se produce un aumento

de  estos  nucle6tidos  aztlcar  en  el  citoplasma  y  por  consecuencia  en  el  pool

citoplasmatico  de  hexosas  fosfato.  Este  excedente  de  hexosas  fosfato  podrfa

ser  destinado  al   cloroplasto  y   utilizarse  como  sustrato   para   la   sfntesis  de

almid6n    como    compuesto    de    reserva    de    carbono.    Sin    embargo,    si

consideramos   que   el   carbono   utilizado   para   la   sintesis  de   almid6n   puede

provenir de la fotosintesis dentro del cloroplasto,  el aumento de almid6n  podria

ser  consecuencia  de  una  alteraci6n  en  la  raz6n  de  sintesis/degradaci6n  del

almid6n  o en  la exportaci6n  de carbonos desde el  cloroplasto  (hexosas fosfato

y/o triosas fosfato).



For  otra  parte  y  con  el  objetivo  de  encontrar  un  fenotipo  en  la  pared

celular  se  analizaron   los  polisacaridos  con  galactosa  de  las  celulas  de  los

cotiledones.    Utilizando   anticuerpos   monoclonales   anti-pectinas   se   observ6

mayor   uni6n   de   un   anticuerpo   que   reconoce  4   residuos   de   galactosa   en

cadenas  de  (1i4)-P-galactanos     de  la  pectina  ramnogalacturonano  I  (RGl)

(Figura  17).  Este  resultado fue  contrario  al  esperado ya  que  un  aumento  en  la

uni6n  indicaria  un  incremento  en  la  cantidad  de  unidades  de  galactosa  en  la

cadena   lateral   del   RGl.   Sin   embargo   modificaciones   estructurales   de   las

cadenas  laterales,  como  por ej.emplo decoraciones con otros azticares,  pueden

alterar  el  epitope  y  por  lo  tanto  producir  cambios  en  la  union  del  anticuerpo.

Para   discriminar   entre   estas   dos   posibilidades   es   necesario   cuantificar   la

galactosa presente en  una preparaci6n  purirlcada de pectinas de cotiledones de

plantas mutantes.
Para  explicar  un   aumento  de  galactosa  en  pectinas  de  pared  celular

podemos plantear al  menos dos explicaciones diferentes:  La primera es que en

respuesta a la ausencia de UTrl  se inducen   otras proteinas transportadoras de

nucle6tidos  azdcar y por lo tanto se genera  un  aumento de  UDP-galactosa y/o

UDP-glucosa   en   el   aparato   de   Golgi.   Sin   embargo,   en   la   mutante   ufr7   la

expresi6n de otros transportadores de nucle6tidos azdcar como  U772 y U7T7 no

esta  alterada.  Una  segunda  explicaci6n  es  que,  aun  cuando  la  proteina  UTrl

transporta  UDP-galactosa  y  UDP-glucosa  i.n  vi.fro,  en  la  planta  se  comporta

como   un   transportador   de   UDP-glucosa   mas   que   de   UDP-galactosa.   Los

experimentos   de   medici6n   de  transporte  en   levaduras   muestran   que   UTrl

transporta  10 veces mas UDP-glucosa que UDP-galactosa (Norambuena y col.,

2002).   Entonces,   considerando   los   cambios   celulares   de   la   mutante   ufr7,

proponemos que al disminuir el transporte de  UDP-glucosa hacia el aparato de

Golgi,   este   nucle6tido   azdcar   aumenta   en   el   citoplasma.   La   UDP-glucosa

citoplasmatica  puede  epimerizar  a  UDP-galactosa  por  acci6n  de  la  UDP-D-

glucosa4-epimerasa  y  ser  transportada  hacia  el  lumen  del  Golgi.  AIIi  seria

incorporada a polisacaridos de pared, especfficamente a cadenas de galactosa
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de  RGl. Ademas,  el aumento en  la  UDP-glucosa genera  un aumento en el pool

de   hexosas   lo   cual   ya   sea   directa   o   indirectamente   (como   se   coment6

anteriormente) se traduce en un aumento del almid6n en los cloroplastos.

De manera similar a nuestros resultados, plantas transgenicas que tienen

una  baja actividad de  la enzima  UDP-glucosa epimerasa y que fueron  crecidas

en  presencia  de  galactosa,  fueron  mas  sensibles  a  los  efectos  t6xicos  de  la

galactosa, acumulan  UDP-galactosa,   tienen  un mayor contenido de almid6n en

hojas  y  una  mayor  cantidad  de  galactosa  en  la  pared  celular (Dormann y col.,

1998).   Los  autores  sugieren  que  al  disminuir  la  actividad  de  la  enzima  que

transforma  la  UDP-galactosa  a  UDP-glucosa,  aumenta  el  contenido  de  UDP-

galactosa  en  el  citoplasma  afectando  el  metabolismo  de  los  carbohidratos  y

aumentando la incorporaci6n de galactosa a polfmeros de pared celular.

En   Arabjdopsis    los   aztlcares    glucosa   y   galactosa   se   encuentran

presentes  en   RG   I,   RG   11,  xiloglucano  y  proteinas  arabinogalactanos  (AGP)

(Zablackis y col.,1995).  Debido a  las tecnicas disponibles  pudimos analizar RG

I, xilolgucano y cadenas P-(1+3) y P-(1i6) galactosa de AGP de plantulas de 5

dfas.    Sin    embargo    a    pesar    que    todos    los    polisacaridos    previamente

mencionados   son   sintetizados   en   el   aparato   de   Golgi   solo   se  encontraron

alteraciones  en  las  cadenas  de  galactosa  de  RGl.  Este  resultado    puede  ser

explicado de varias formas:

La   primera   tiene   relaci6n   con   la   idea   que   la   sfntesis   de   distintos

polimeros  de  azdcar  es  realizada  por  asociaciones  de  proteinas  diferentes,  e
incluso en diferentes cisternas del aparato de Golgi  (Seifert y col., 2002;  Moore

y col.,1991).  Estudios realizados en la mutante rif]d7,  deficiente en  la isoforma 4

de  la  UDP-D-glucosa-4-epimerasa,  muestran  que  celulas  corticales  de  la  raiz

presentan  los  epfropes  de  P-(1+6)  galactosa  de  AGP  pero  no  los  epfropes

galactosilados  de  xiloglucano  (Seifert  y  col.,  2002).   Los  autores  plantean  el

modelo  de  "canal  de  sustrato"  ("substrate  channeling")  donde  sugieren  que  el
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flujo    de    galactosa    desde    UDP-galactosa    a    diferentes    productos    esta

compartimentalizado   al   nivel   de   las   distintas   isoformas   de   las   epimerasas

presentes  en  el  citoplasma.  Entonces  la  proteina  RDHl  citoplasmatica  podria
estar  especfficamente  asociada  con  un  transportador  de  UDP-galactosa y  una

xiloglucano  galactosiltransferasa  de  Golgi.   A  su vez,  en  el  mismo  tipo  celular,

una isoforma alternativa estaria formando un complejo diferente para la sintesis

de   P-(1+6)    galactosa   de   AGP.    Entonces,    segdn   este    modelo,    en    los

cotiledones de  la mutante ufr7  la  UDP-galactosa  ingresaria al  aparato de Golgi

por  un  transportador  de  UDP-galactosa,  como  por ejemplo  UTr2,    asociado  a

una   galactosiltransferasa    especifica    para    la   sintesis   de   cadenas   de   P-

(1+4)galactosa de RGl.

Una  segunda  explicaci6n  es  que  variaciones  en  la  concentraci6n  de  la

UDP-galactosa     en     el     aparato     de     Golgi     afectan     diferencialmente     a

galactosiltransferasas  de  xiloglucano  o  de  cadenas  de  P-(1i4)galactosa  de

RGI  segdn  sus  constantes  de  Michaelis-Menten  (Kin).  Estudios  realizados  en

cultivos de  celulas animales  aportan  evidencias que  nos  permiten  suponer que

la    sintesis    de    un   determinado    polisacarido    puede   ser   regulado    por   la

concentraci6n  de  nucle6tidos  azocar.  En  celulas  epiteliales  MDCK  que  poseen

una deficiencia  de un  98% en el transporte de UDP-galactosa en  el aparato de

Golgi  (Brandli  y col.,1988),  se  estudi6  la  biosfntesis  de  distintos  proteoglicanos

que  contienen  galactosa.  Se  encontr6  que  keratan  sulfato  no  fue  sintetizado,
mientras que la sfntesis de condroitin y heparan sulfato es normal IToma y col.,

1996).    En    este    trabajo    los    autores    sugieren    que    las    Kin    para    las

galactosiltransferasas  son  distintas  siendo  la  Kin de  la  galactosiltransferasa  de
keratan  sulfato  mayor  a  la  Kin  de  las  galactosiltransferasas  de  condroitin  y

heparan sulfato.

Una  tercera  posibilidad  se  basa  en  la  existencia  de  glicosiltransferasas

integrales  de  membrana  en  el  aparato  de  Golgi  denominadas  Csl  (£ellulose

synthase like)  por su   similitud a la celulosas sintaza de membrana  plasmatica.

Estas proteinas de 6 a 12 dominios transmembrana tomarfan los sustratos en el
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citosol y formarfan el  polimero de azdcar libefandolo  hacia el  lumen del aparato

de  Golgi.    Si  bien  hasta  la  fecha  este  tipo  de  glicosiltransferasas  solo  se  han

identificado  en  membrana  plasmatica,  se  ha  propuesto  que  la  sintesis  de  los

esqueletos   de   los   po]isacaridos   en   el   aparato   de   Golgi   ocurrirfa   por  este

mecanismo (Gibeaut, 2000).`

Por  dltimo,  se  ha  determinado  que  arabinosas  y  galactosas  de  RGl  de

paredes de tejidos de lino en crecimiento tienen un fapido recambio (Gorshkova

y  col.,1997)  y  que  algunas  hemicelulosas  como xiloglucano,  galactomananos,

mananos y los  galactanos  presentes como  ramificaciones  en  RGl,  de  la  pared

de   celulas   del   endosperma   y   de   los   cotiledones   de   algunas   especies,

constituyen  una  reserva  de  carbonos  para  el  crecimiento  de  la  planta  despues

de  la  germinaci6n  (Buckeridge  y  col.,  2000,  Buchanan  y  col.,  2000)  De  esta

forma,  Ias cadenas de galactosa de RGl podrfan ser parfu.cularmente sensibles a

los  niveles  de  azdcar  del  citoplasma.   Por  lo  tanto  frente  a  un  aumento  de

hexosas  y/o   de   UDP-glucosa  en   el   citoplasma,   disminuirfa  el   recambio  de

galactosa  desde  el  polisacarido  hacia  el  citoplasma,  Io  que  se traducirfa  en  un

aumento de este azt]car en RGl.

Hasta    el    momento    hemos    encontrado   fenotipo    solo    en    estadios

tempranos  del  desarrollo  (embriones  y  plantulas)  adn  cuando  el  gen  UTr7  se

expresa en tejidos adultos y principalmente en flores. Con el objetivo de analizar

otros  tejidos,  se  cuantificaron  monosacaridos  totales  a  partir  de  una  fracci6n

insoluble en  alcohol  (AIR)  que contiene polisacaridos de  pared  celular de  hojas

de   plantas   mutantes   de   4   semanas,    Ia   cual   fue   hidrolizada,    reducida,

derivatizada a alditoles acetatos y cuantificada por cromatograffa de gas (Reiter

y  col.1997).  Se  determin6  la  cantidad  de  ramnosa,  fucosa,  arabinosa,  xylosa,
manosa y galactosa de las  plantas mutante ufr7 y plantas silvestres del mismo

ecotipo    (Ler-0).    No    se    encontraron    diferencias    en    los    porcentajes    de

monosacaridos de plantas mutantes y plantas silvestres (Ios analisis se hicieron

por triplicado)  (dates no mostrados).  Sin  embargo,  medjante esta tecnica no es
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posible  determinar  azdcares  cargados,  tales  como  acido-glucur6nico  y  acido-

galactur6nico,  y  tampoco  glucosa  debido  a  la  gran  serial  que  da  la  glucosa

proveniente  del  almid6n,  siendo  este  uno  de  los  sustratos  que  en  su  forma
activada  (UDP-glucosa)  es transportado  por UTrl. Ademas por tratarse de  una

preparaci6n   de   polisacaridos   totales   de   hojas   (hemicelulosas,   pectinas   y

celulosa),   pequefias  diferencias  en  un  polisacarido  determinado  podrfan  ser

enmascaradas.  A  pesar de  que  no  hemos  encontrado  cambios fenotipicos  en

plantas  adultas,  no  hemos  descartado  que  estos  ocurran,  sobre  todo  cuando
observamos que el gen Urr7 se expresa en una amplia variedad de 6rganos.

Una  observaci6n  interesante que surge de  nuestros  resultados es que a

pesar de la existencia del gen  Urr3,  un gen 83% identico, existe un fenotipo en

estadfos   tempranos   del   desarrol[o   de   la   planta.    Una   explicaci6n   para   la

ausencia  de  redundancia  genica  en  plantas  es  la  expresi6n  de  los  genes  en

6rganos  diferentes.  Sin  embargo,   nuestros  resultados  muestran  que  UTr7  y

U77€  tienen  un  patr6n  de  expresi6n  similar  (Figura  7).  Entonces,  al  menos  en

embriones  y  plantulas,   UTr3  no  seria  suficiente  para  suplir  la  deficiencia  de

UTrl .  Probablemente al eliminar la expresi6n  de ambos genes se generaria  un

fenotipo  mucho mss dfastico.  Otra explicaci6n es que estas dos protefnas sean

destinadas   a   organelos   diferentes   o   distintos   subcompartimientos   de   un

organelo,  lugares  en  los  que  cumplirfan  funciones  diferentes.  Debido  a  que  la

proteina    UTr3    no    ha    sido    caracterizada    bioquimicamente,    una    tercera

posibilidad  es  que  tengan  diferentes  preferencias  de  sustrato  o  se  asocien
funcional y fi'sicamente  con  glicosiltransferasas  distintas.  De  esta forma  UTrl  y

UTr3 participarian en la sintesis de polisacaridos distintos.

Para analizar estas posibilidades estamos buscando plantas mutantes en

U7T3.   Identificamos   una   planta   que   posee   una   inserci6n   del  T-DNA  en   la

putativa   regi6n    promotora   del   gen    U773,   sin   embargo   experimentos   de

Northern-blot  revelaron  que  el  gen  se  expresa  normalmente.    Por  otra  parte,
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utilizando   la  estrategia   de   RNA  interferencia  estamos   intentando  eliminar  la

expresi6n   de   ambos   genes   simultaneamente   (Chuang   y   col.,   2000),   Se

obtuvieron  32  plantas transgenicas con  las  secuencias sentido y antisentido de

U773   para   inducir   RNA   interferencia.   Resultados   preliminares   obtenidos   al

analizar los niveles de expresi6n de  U773 en  10  plantas transg6nicas muestran

una   menor  expresi6n   en  4  de  ellas.     Estudios   posteriores   utilizando  estas

plantas  nos  podrfan  ayudar  a  complementar y  profundizar  los  datos  obtenidos
con la mutante ufr7.

Por otro  lado,  hasta  el  momento  no  ha  sido  posible demostrar /.n p/an fa

que este transportador este en el aparato de Golgi, a pesar que   UTrl  es capaz
de   revertir   una   linea   celular  mutante   deficiente   en   el   transporte   de   UDP-

galactosa   de   aparato   de   Golgi   (Norambuena   y   col.,   2002).   Sin   embargo,

experimentos  de  localizaci6n  subcelular  de  una  protel'na  quimerica  UTrl-GFP,

muestran   una  localizaci6n  similar  a  un  marcador  de  retfoulo  endoplasmatico

(Norambuena,  2004).  Ademas  el  extremo  carboxilo  terminal  de  la  secuencia

aminoacidica de UTrl  posee el  motivo KKQK,  el cual podria actuar como serial

de  retenci6n  en  el  reticulo  (Jackson y col.,1990).  De esta forma  las evidencias

no    nos    permiten    descartar   que    la    protefna   se    localice   en    el    reticulo

endoplasmico o alternativamente que se encuentre en ambos organelos.

Se  ha  descrito  que  UDP-glucosa  es  transportada  al  lumen  del  reticulo

endoplasmatico,      compartimento      en      el      cual      es      utilizada      por      una

glucosiltransferasa  que  participa  en  el  mecanismo  de  control  de  calidad  del

plegamiento  de  proteinas  (Ellgaard  y  col.,   1999).  Sin  embargo  si  bien  se  ha

determinado  transporfe  de  UDP-glucosa  en  retfculo  endoplasmatico  hasta  la

fecha  no  se  han  identificado  las  protefnas  responsables  (Castro y col.,1999).

Por  lo  tanto,  una  hip6tesis  alternativa  para  explicar  nuestros  resultados,  seria

considerar   que    UTrl    es    un   transportador   de    UDP-glucosa    de    retfculo

endoplasmico,  y  que  al  estar  ausente,  el  sistema  de  control  de  calidad  de

proteinas del reticulo falla y por lo tanto se acumularian proteinas mat plegadas
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en    este  organelo.  En  forma  analoga  a  lo  planteado  en  el  modelo  anterior,  la

disminuci6n  en  el transporte  de  UDP-glucosa  aumentarfa  el  contenido  de este

sustrato   en   el   citoplasma,   situaci6n   que   podrfa   inducir   la   cana[izaci6n   de

azdcares  a  elementos  de  reserva tales como  el  almid6n  en  el  cloroplasto.  Por

otra  parte,  Ia    UDP-glucosa  puede  epimerizar  a  UDP-galactosa  e  ingresar  al

aparato de Golgi en donde podrfa ser incorporada a RGl.

Estudios  recientes  aportan  evidencias  que  apoyan  esta  nueva  hip6tesis

sobre  la   participaci6n  de  UTrl   en  el  control  de  calidad  del   plegamiento  de

protefnas.  En  condiciones  de  stress  el  plegamiento  de  protefnas  en  el  retfculo

disminuye,   acumulandose   en   el   protefnas   mal   plegadas.   Esto   induce   una

respuesta conocida como  UPR (unfolded Protein Besponse)  caracterizada  por

la  inducci6n  de  la  expresi6n  de  genes  que  participan  en  el  plegamiento  de

proteinas  como  por ejemplo  chaperonas  (EIIgaard y col.,1999).  Para  identificar

genes de Arabidopsis que son inducidos durante la respuesta UPR plantulas de

6 dfas fueron tratadas con tunicamicina o DIT. Se obtuvo RNA total con el cual

se hibrid6 un  conjunto de oligonucle6tidos gen6micos con sondas  para  mas de

8.200   genes   de  Arabidopsis   (Affymetrics   Gene   Chips).   Se   identificaron   46

genes cuya expresi6n  esta  inducida  2.5 veces en  relaci6n con  el control.  Entre

ellos    se    encuentran    genes    que    codifican    para    protefnas    chaperonas

(Calreticulina2,    BipL   Q=uminal   Binding   Protein)   y   Ca]nexinal,   entre   otras),

proteinas  que  participan  en  la formaci6n  de enlaces  disulfuros,  en degradaci6n

de    proteinas,    en    glicosilaci6n   y   modificaci6nes   postraduccionales,   trafico

vesicular   etc.   Sorprendentemente   el   gen   U7t7   es   inducido   8.7   veces   en

presencia   de   tunicamicina   y  6.8   veces   en   presencia   de   DIT   (Martinez  y
Chrispeels,  2003), Ademas buscando en la secuencia promotora se encontr6 Ia

secuencia de consenso para el elemento regulador en cis de la respuesta UPR

(UPR cis-acting element)  CC-N12-CCACG. Actualmente estamos analizando la

participaci6n  de  UTrl  en  la  respuesta  UPR  analizando  la  expresi6n  de  genes

que  codifican  para  proteinas  chaperonas  en  la  mutante  ufr7  y  evaluando  la
existencia de fenotipos condicionales inducidos por stress.
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Para confirmar que el fenotipo se debe a la presencia de la inserci6n y no

a una mutaci6n puntual no detectada en un gen diferente, se requieren estudios

de ligamiento de la presencia de la inserci6n y el fenotipo, en la F2 y F3 de una

cruza  con  plantas silvestres.  Sin  embargo  debido  a  que el fenotipo descrito se

determina  mediante  tecnicas  de  microscopia,  es  diffcil  realizar  un  analisis  que

involucre un gran ndmero de plantas.

Otras    metodologfas   para   confirmar   que   el   fenotipo   observado   es

producto  de  la  mutaci6n  en  el  gen  U7t7  son  la     identificaci6n  de  mutantes

al6licas de fenotipos similares y  la complementaci6n  de  las  mutantes  mediante

la transformaci6n  con  el  gen  silvestre.  Una  estrategia  alternativa fue  revertir la

mutante  haciendo saltar el transpos6n desde el  gen  Urr7. AI cruzar la mutante

ufr7  con  plantas  que  poseen  la  enzima transposasa  se  obtuvo  una  planta  que

no  posee  el  transpos6n  en  el  gen  UTr7.  Sin  embargo  se  gener6  un  cod6n  sin

sentido  en  el  segundo  ex6n  y  por  lo  tanto  obtuvimos  una  mutante  alelica.

Ademas,  recientemente obtuvimos  una  nueva  linea  insercional,  proveniente  de

la  colecci6n  GABY,  que  posee el T-DNA en  el  ultimo ex6n  del gen  Urr7  (Pauly

M.   comunicaci6n   personal).   De   esta  forma,   la   identificaci6n   de  dos  o   mss

mutantes    alelicas    independientes    con    fenotipos    ,similares    nos    permitiria

confirmar que la mutaci6n de  Urr7 es responsable de las alteraciones celulares

descritas en este trabajo.
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3.         Los  genes  de  transportadores  de   UDP-glucosa  y  UDP-ga[actosa

constituyen una familia g6nica con un patr6n de expresi6n diferencial.

Hasta   el   momento   se   han   identificado   6   secuencias   hom6logas   al

transportador de  UDP-glucosa/UDP-galactosa  U7t7,  denominadas  U772,  3, 4,  5

y  6.   Por  estudios   bioqufmicos  sabemos  que  el  gen   U772  codifica  para   un

transportador de UDP-galactosa  (Norambuena, 2004). Ademas se ha clonado y

caracterizado  el  gen   UTr7,   clonado   por  homologia   con  el  transportador  de

C.elegans   SQV7,   cuya   proteina     corresponde  a   un  transportador  de   UDP-

galactosa/UDP-glucosa   (Segura,   2003).   Si   bien   no   se   ha   determinado   la

funci6n  de  las  proteinas  codificadas  por  los  otros  genes,  el  hecho  que  el  gen

U773  codifica  para  una  proteina  92%  similar  a  UTrl  y  el  gen  U7T4  para  una

proteina  88%  similar a  UTr2  sugiere  que  UTr3   y  UTr4  serian  transportadores

de  UDP-glucosa y/o  UDP-galactosa. La existencia de varios transportadores de

UDP-glucosa  y/o  UDP-galactosa  en  Arabidopsis  podria  tener  relaci6n  con  el

hecho de  que en  las celulas vegetales  ademas de  la  glicosilaci6n de proteinas

se sintetizan complejos polimeros de azdcar.  En la   planta existen tejidos y tipos

celulares  diferentes,  cada  uno de  los  cuales   requiere de  un  preciso patr6n  de

elongaci6n  celular  y  morfog6nesis  el  cual  esta  regulado  por  distintas  sefiales,

hormonas  y  factores  ambientales.   Esto  hace  que  la  pared  celular  presente

variaciones  entre  un  tipo  celular  y  otro.   De  esta  forma,  atin  cuando  existan

transportadores  de  nucle6tidos  azdcar  con  propiedades  bioquimicas  similares,

podrian tener patrones de expresi6n diferentes.

Los experimentos de expresi6n muestran que todos los genes analizados

(U7t7,  U772,  U773 y  U7T7)  se expresan  en todos  los tejidos.  Sin  embargo,  los

genes  UTr7  y  U7t3  tienen  una  mayor  expresi6n  en  flores,  U772  en  raices  y
callos  y  UTr7 en  Qallos.    Ademas,  los  experimentos  de  hibridaci6n  i.n  st.fu y  la

tinci6n  histoqufmica de  la enzima P-glucuronidasa en  la  mutante ufr7  muestran

que si  bien  Urr7 se expresa en todas  las estructuras de  la  planta el transcrito
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estarfa  restrjngido a  ciertos tipos  celulares  (Figura  8 y  9).  Al  igual  que  U777,  la

expresi6n  de  U7t7 es muy interesante ya que posee un patr6n  bien definido en

las  celulas  de  la  endodermis  y/o  corteza  que  rodean  al  xilema  de  la  raiz y el

hipocotilo  de  plantulas  de  6  dias  y  en  embriones    en  estadio  de  cotiledones

doblados.     Estos  resultados  sugieren  que  los  transportadores  de  nucle6tidos

azdcar   descritos    participarfan   en    la   sfntesis   de   polisacaridos   en   tejidos

diferentes.  Debido  a  que  la  composici6n  y estructura  de  la  pared  celular varia

entre   un   tipo   celular   y   otro,   pueden   incluso   participar   en   la   sintesis   de

glicoconjugados    distintos    o    estar    regulados    por    condiciones    fisiol6gicas

distintas.

Ademas,     la     existencia     de     varios     genes     que     codifican     para

transportadores  de  UDP-glucosa  y/o  UDP-galactosa  puede  ser  un  indicio  de

propiedades funcionales diferentes. Adn cuando los transportadores UTrl ,  UTr2

y  UTr7  han  sido  caracterizados  bioquinicamente  en  un  sistema  heter6logo,

desconocemos si  la  misma actividad de transporfe se conserva t.n  vt.vo.  Si  bien

UTrl,  UTr2  y  UTr7  transportan  UDP-galactosa  y  adicionalmente  dos  de  ellas

UDP-glucosa,  desconocemos cual es  la afinidad  de sustrato de cada una y por

ende cual es  la preferencia de sustrato /.n  w.vo. Ademas  por no disponer de los

sustratos   radioactivos   que   se   utilizan   para   realizar   los   experimentos   de

transporte,   no  se   ha   podido  evaluar  la  capacidad   de  transportar  todos   los

nucle6tidos  azdcar    que  existen.     Hay  que  considerar  que  en  la  sfntesis  de

polisacaridos    en    plantas    se    utilizan    azdcares    como    acido    glucur6nico,

arabinosa, xilosa, ramnosa y apiosa.

Finalmente y como se discuti6 previamente   los distintos transportadores

de     UDP-glucosa    y/o     UDP-galactosa     podrfan     estar    interactuando     con

glicosiltransferasas  distintas  mediante  la formaci6n  de complejos y  por lo tanto

participando en la sintesis de polimeros distintos.
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4.         Identificaci6n  de  plantas  insercionales  en  los  genes  u7+2,  u7t6  y

uTr7

Como segundo objetivo de esta tesis  se propuso  identificar mutantes en

todos  los  genes de transportadores de  nucle6tidos  azticar caracterizados en  el

laboratorio.   Este   objetivo   se  facilit6   enormemente   por   la   existencia   de   los

bancos   de   mutantes   insercionales   por  T-DNA.   Sin   embargo   fue   necesario

verificar  la  inserci6n,  determinar  que  no  exista  una  segunda  inserci6n  en  el

genoma   e   identificar   las   plantas   homocigotas.   De   15   lineas   insercionales

descritas  solo  fue  posible  confirmar 7  lo  cual  refleja  la  presencia  de  mutantes

mal clasificadas en los bancos de mutantes insercionales.

Mediante  PCR  se  identificaron  plantas  homocigotas  para  la  inserci6n  en

las  lfneas  ufr2-7,  ufrf-2 y  ufr7.  Desafortunadamente  ninguna  de  ellas  tiene  un

fenotipo  morfol6gico evidente.  Sin embargo,  ann  cuando  los transportadores de

nuc]e6tidos  azdcar  serfan  puntos  de  control  en  la  sfntesis  de  polisacaridos  de

pared,  esta descrito que alteraciones en la composici6n de dichos polimeros no
siempre   van   acompafiadas  de  fenotipos  drasticos   (Reiter  y  col.,   1997).   Un

aspecto  interesante  en  relaci6n  con  la  mutante  en  el  gen  U7T6  es  que  de

aproximadamente   30    plantas   analizadas    no   se   identific6   ninguna   planta

homocigota.  Esto  sugiere  fuertemente  que  poseer  mutadas  ambas  copias  del

gen   resulta  letal  para  la  planta  y  por  lo  tanto  seria  interesante  caracterizar

bioquimicamente la proterna UTr6.

La  linea  tifr2-7  tiene  ]a  inserci6n  rfo  arriba  de[  inicio  de  la  transcripci6n,

en   lo   que   hemos  denominado   putativa   regi6n   promotora.   Sin   embargo,   al

analizar  la  expresi6n  de  u7T2 en  las  plantas  insercionales  se  observa  que  se

expresa normalmente, por lo tanto estas linea no es mutante en dicho gen.

Las   lineas   ufr2-2  y   ufr7  son   nuevas   herramientas   para   estudiar   la

participaci6n   de   sus   proteinas   en   la   biosintesis   de   polisacaridos  de   pared
celular y por lo tanto estan siendo caracterizadas molecular y fenotipicamente.
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Durante    el    desarrollo    de    esta    tesis    se    cumplieron    los    objetivos

propuestos:   se   analiz6   la   expresi6n   de   los   genes   de   transportadores   de
nucle6tidos  azt]car,  se  identificaron  mutantes  insercionales  en  dichos  genes  y

se  caracteriz6  una  de  ellas.  Sin  embargo,  la  ausencia  de  fenotipos  visibles  o

facilmente identificables en  las  plantas  insercionales  sugiere que el  proceso de

sintesis de  polisacaridos es  mss complejo de lo que en  un  inicio se pens6 y la

planta tiene mecanismos compensatorios que garantizan  un  normal crecimiento

y desarrollo.  En el transcurso de este trabajo y producto de la secuenciaci6n del

genoma  de  Arabidopsis  se  descubrieron  nuevas  secuencias  hom6logas  que
codificarfan  para transportadores de  nucle6tidos  azdcar y por lo tanto debido  a

la   posible   redundancia   funcional   que   puede   existir  entre   sus   proteinas,   la

obtenci6n   de   mutantes   dobles   podrfa   generar   fenotipos   mss   dfasticos   e

interesantes.

Adicionalmente,  Ias  nuevas  evidencias  sobre  la  posible  participaci6n  del

transportador  UTrl  en  el  mecanismo  de  control  de  calidad  de  protefnas  en  el

reticulo,  abren  una  nueva  e  interesante  lfnea  de  investigaci6n,  ya  que  hasta  la

fecha no se ha descrito la protefna responsable.
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CONCLUS[ONES

Los  genes  de   los  transportadores   de   UDP-glucosa  y  UDP-galactosa

UTrl , UTr2 y UTr7 de Arabidopsis thaliana se expresen diferencfa)merfue.

2.          Los genes hom6logos u7t7 y u7r3 tienen un patr6n de expresi6n similar.

3.          Hemos  identificado  una  planta  de  A.  aha//.ana  que  posee  una  inserci6n

tlnica  y  homocigota  del  transpos6n  Ds  en  el  primer  ex6n  del  gen  U7t7.

Esta inserci6n interrumpe la transcripci6n normal del gen.

En  la  mutante  insercional  ufr7  existe  un  fenotipo  a  nivel  celular  a  pesar

de  la  presencia  del  gen  U7+3.  Las  celulas  de  cotiledones  de  plantulas  y

embriones   ufr7,   tienen   vacuolas   mss   pequefias,   mayor  cantidad   de

cuerpos   lipidicos   y   mayor   ndmero   de   gfanulos   de   almid6n   en   los

cloroplastos, en relaci6n con las plantas silvestres.

La      inserci6n      en      el      gen      UTr7      afectarfa      la      estructura     del

ramnogalacturonano  I  en  sus  cadenas  laterales  de  (1i4)-P-galactanos

sin  alterar  la  estructura  de  otros  polisacaridos  que  contienen  glucosa  y

galactosa  como  xilolgucano y cadenas  P-(1+3)  y  P-(1+6)  galactosa  de

arabinogalactanos.

Se  gener6  una  mutante alelica a ufr7  que  presenta  un cod6n de termino

en el segundo ex6n.

7.         Hemos identificado mutantes insercionales en los genes ufr2 y u7T7.
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TRABAJO FUTURO

•   Verificar la ausencia de la  proteina  UTrl  en  la  mutante  t/fr7  mediante

el  uso  de  anticuerpos  especificos  en  fracciones  enriquecidas  de  aparato  de

Golgi. Asi mismo  serfa  interesante  medir el transporte de  UDP-glucosa y  UDP-

galactosa  en  fracciones  subcelulares de  retfoulo y aparato  de  Golgi  de  plantas

mutantes y compararlo con las plantas silvestres.

•  Identificar al  menos  uno de  los fenotipos descritos en  esta tesis en  las

mutantes  alelicas de ufr7, ya sea la mutante generada al escindir el transpos6n

o la mutante insercional GABY,  de tal  manera de demostrar que es la ausencia

del gen  U7T7 lo que ocasiona dichas alteraciones.

•   Obtener  mutantes  dobles  en  los  genes   UTr7  y  U77€.   Debido  a   la

homolgia de sus secuencias, en  la mutante ufr7  UTr3 podria estar supliendo, al

menos en parte,  Ia funci6n  de UTrl.   De esta forma,  al eliminar la expresi6n de

ambos  genes  se  espera  obtener  un  fenotipo  mss  drastico  y  analizar  el  real

efecto de la ausencia de estas proteinas en las celulas vegetales.

•  Buscar alteraciones  a  nivel  de  la  pared  celular en  las  mutantes  en  los

genes   de   los  transportadores   de   nucle6tidos   azdcar   U7t2  y   UTr7.   con   el

objetivo  de  conocer  la  participaci6n  de  dichas  protefnas  en  el  mecanismo  de

sintesis de polisacaridos.
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