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RESUMEN

La pared celular vegetal es una compleja matriz extracelular constituida por una
entrecruzada red de polisacaridos y glicoproteinas con importantes funciones celulares.
Dentro de los principales polimeros de aziicar que la constituyen, ademas de la celulosa
que es sintetizada en la membrana plasmética, destacan aquellos sintetizados en el
aparato de Golgi denominados hemicelulosas y pectinas. Estos son sintetizados por
glicosiliransferasas que utilizan como sustrato nucledtidos azéicar que son metabolizados
en el citoplasma, pero que poseen su sitio activo orientado hacia el lumen del Golgi.
Debido a esto, se ha postulado la participacion de transportadores de nucleétidos aziicar
localizados en el Golgi, encargados de resolver este problema de accesibilidad de
sustrato en la biosintesis de productos glicoconjugados en la ruta secretoria.

En este trabajo presentamos la caracterizacion molecular y fenotipica de una
linea de Arabidopsis thaliana que posee una insercion de T-DNA en la region 5’ no
traducida del transcrito de AtUTr2, un transportador nucledtidos azicar localizado
subcelularmente en el aparato de Golgi.

Anélisis de expresion génica mediante Northern blot indican que en la linea
insercional existen alteraciones en la expresion de 4:UTr2, observandose un mayor
tamafio molecular del transcrito y una mayor abundancia de éste. Analisis fenotipicos
realizados sobre plantas crecidas en placas y en cultivo de tejidos no muestran

diferencias significativas entre la linea insercional y plantas silvestres control a nivel

macroscopico.




Utilizando espectrometria de masa acoplado a un cromatdgrafo de gases, se
realizd el andlisis de azicares totales en la pared celular de la linea insercional.
Experimentos realizados sobre plantas crecidas en cultivo de tejidos indican que existen
diferencias en la linea insercional. Cuando se analiz6 tanto en plantas crecidas en cultivo
de tejidos como en placas, la composicion relativa de oligosacéridos de xiloglucano, se
enconir6 pequefios cambios en la linea insercional. Cambios que resultaron ser
reproducibles y estadisticamente significativos.

Con el fin de analizar la expresion de AtUTr2, analizamos datos de expresion
provenientes de experimentos publicos de microarreglos. Alli, se observa que los
niveles de transcrito de AtUTr2 cambian drasticamente ante distintas condiciones de
crecimiento y que responden a tratamientos de estrés, resultados que son consistentes
con la presencia de elementos en Cis de respuesta a estrés que se encuentran en la
region promotora del gen 42UTr2.

Adicionalmente realizamos analisis de correlacion de la expresion de A#UTr2 con
genes involucrados en el metabolismo de la pared celular, por medio de la construccién
de redes de coexpresion. Alli, observamos tanto en raices como en iejidos aéreos de
plantas sometidas a estrés, que el perfil de expresion de AtU7r2 posee altos niveles de
correlacion con genes involucrados en el metabolismo de la pared celular.

Nuestros resultados indican que la transcripcion de ArUTr2 esta muy regulada y
que ante escenarios metabolicos de respuesta a estrés hay una relacion funcional entre

AtUTr2 'y otras proteinas involucradas en el metabolismo de la pared celular.
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ABSTRACT

The plant cell wall is a extracellular matrix composed of a complex network of
different glycoproteins and polysaccharides that is involved in essential cell processes.
These polysaccharides can be broadly classified as cellulose, hemicelluloses and pectins.
While cellulose biosynthesis take place at the plasma membrane, the biosynthesis of
hemicelluloses and pectins occurs inside the Golgi lumen by the action of
glycosyltransferases that incorporate sugars into acceptor carbohydrates. These enzymes
have their catalytic sites facing the lumen of these organelle.

Nucleotide sugar transporters are multiple transmembrane domain proteins
located in the secretory pathway that can play a critical role providing the substrates for
the glycosyltransferases. By this reason, it has been postulated a possible role of the
nucleotide sugar transporters in the synthesis of glycoconjugates in the Golgi apparatus.

In this work, we show the phenotypic and molecular characterization of a
Arabidopsis thaliana line with a T-DNA insertional element in the 5° untranslated
region of the ArUTr2 transcript, a Golgi localized nucleotide sugar transporter.

Northern blot analysis indicates that, in the analyzed insertional line, the 4tUTr2
transcript is most abundant and bigger that in wild type plants. Phenotypic analysis in
plates and in tissue culture plants do not show statistical significafive changes between
the insertional line and control plants.

Using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), we analyzed the total

sugar composition in cell wall material. In tissue culture growth plants we can find




changes in the insertional line. In addition, we analyzed the xyloglucan oligosaccharides
composition in plates and tissue culture growth plants, finding reproducible and
statistically significant changes in the insertional line plants.

Using normalized public microarray data we analyzed the AtUIr2 expression
profile. Here, we can see changes in the 4tUTr2 transcript levels by different growth
conditions and response to siress, results consistent with the stress response Cis elements
present in the promotor region of the gene.

We analyzed the linear correlation between the ArUTr2 expession profile with
cell wall metabolism involved genes and constructed coexpression networks. We find
that in roots and shoot tissues of plants grown in stress conditions the AtUTr2
expression profile has high correlation levels with profiles of cell wall metabolism
involved genes.

The results suggested that the 4rUTr2 expression levels are very controlied and

that in stress conditions there is a functional relation between proteins involved in cell

wall metabolism and AtUT¥2.




INTRODUCCION

La pared celular vegetal.

Todas las células vegetales poseen una matriz extracelular denominada pared
celular, la cual es esencial para muchos procesos fisiologicos y de desarrollo de la
planta. Esta estructura entrega resistencia mecanica en los tejidos vegetales, regulando el
crecimiento, el volumen y la morfologia celular. Ademss, esta” involucrada en
fendmenos de comunicacion entre células y constituye una barrera de proteccion frente
al ataque de patogenos (Carpita y col., 1993).

La pared celular es una estructura compleja formada por polimeros de aziicar que
junto a glicoproteinas conforman una entrecruzada red. Si bien la composicion de esta
matriz extracelular varia segin los distintos tejidos, se ha clasificado en dos tipos: la
pared celular primaria y secundaria.

La pared celular primaria se forma durante el crecimiento de todas las células
vegetales. Es una estructura no especializada y estdi compuesta en un 90% por
polisacéridos y en un 10% por proteinas. El 70% de los polisacaridos son hemicelulosas
y pectinas y el 30% restante corresponde a fibras de celulosa. La pared secundaria se
forma una vez que el crecimiento celular ha cesado y sélo la poseen algunos tipos
celulares. Se caracteriza por poseer un mayor contenido de celulosa, menor cantidad de

pectinas, hemicelulosas y por poseer lignina (Carpita y col., 1993; Somerville y col.,

2004).




La hemicelulosa méas abundante en la pared primaria de dicotiledoneas es el
xiloglucano, el cual esta formado por una cadena lineal de glucosas (1—>4--D-glucosa)
a la cual se unen de manera periddica residuos de xilosa, xilosa-galactosa o xilosa-
galactosa-fucosa. Este polimero, interactia con las fibras de celulosa y debido a que es
susceptible a degradacion enzimatica, participa activamente en la extension de la pared
celular (Scheible y col., 2004; Vincken y col., 1997).

Las pectinas son polimeros ricos en azicares cargados como el acido
galacturénico y en aziicares neutros como ramnosa, arabinosa y galactosa. Son los
polisacaridos mas solubles presentes en la matriz extracelular y forman un gel altamente
hidratado, en el cual los grupos carboxilos de las pectinas vecinas estdn unidos por iones
Ca*?. Una de las pectinas mas abundantes en la pared primaria es el homogalacturonano
(HG), un homopolimere de (1—4)-o-D-acido galacturénico que al tener complejas
sustituciones laterales de galactosa y arabinosa es denominado ramnogalacturonano I

(RGI) (Scheible y col., 2004).



1. El problema de estudio:
La biosintesis de elementos no celulésicos de la pared celular.

A diferencia de la celulosa, que es sintetizada en la membrana plasmadtica, las
hemicelulosas y pectinas son sintetizadas en el lumen del aparato de Golgi. Desde alli
son exportadas en vesiculas por la ruta exocitica hacia la membrana plasmatica, con la
cual se fusionan y vacian su contenido al medio extracelular (Carpita y col., 1993;
Dupree y col., 1998). Las enzimas responsables de sintetizar las hemicelulosas y
pectinas son glicosiltranferasas que utilizan como sustrato nucleétidos aziicar (Bonin y
col., 1997; Dormann y col., 1998; Keegstra y col., 2001) y en base a su secuencia
génica, se ha identificado en Arabidopsis thaliana alrededor de 415 posibles genes que
codifican para estas enzimas (Egelund y col., 2004). Sin embargo, una completa
diseccién funcional de todos estos genes y respectivos productos proteicos es afin
necesaria, pues se desconoce en qué procesos metabdlicos exactamente estin
involucrados la mayoria de estas proteinas. Justamente uno de los mas grandes desafios
de la era post-gendmica es lograr describir cada gen a nivel funcional y el trabajo que se
desarrolle en Arabidopsis thaliana, la primera planta en tener su genoma completamente
secuenciado, se espera sea iluminador de las futuras abstracciones de la biologia vegetal
en genomica funcional.

La primera celulosa sintasa en ser caracterizada y subsecuentemente clonada en
Arabidopsis thaliana es la CesA; plantas mutantes en este gen presentan alteraciones en

la composicion de celulosa (Arioli y col., 1998; Girke y col., 2004; Somerville y col.,

2004). Las llamadas Csl o proteinas parecidas a la celulosa sintasa (del inglés; Cellulose




synthase-like), son glicosiltranferasas que se ha demostrado pueden estar asociadas a
elementos de la ruta secretoria y efectivamente, ser eapaces de sintetizar polisacaridos
no celuldsicos (Arioli y col., 1998; Dhugga y col., 2004; Liepman y col., 2007). Otros
buenos ejemplos de glicosiltranferasas involucradas en el metabolismo de elementos no
celuldsicos de la pared celular son la xiloglucano fucosiltransferasa AtFUT1 (Perrin y
col., 1999; Perrin y col., 2003), la xiloglucano xilosiltransferasa XT1 (Faik y col., 2002)
y la xiloglucano galactosiltransferasa MUR3 (Madson y col., 2003), pues plantas
mutantes en estas proteinas presentan alteraciones en xiloglucano. Ademas, también hay
glicosisltranferasas que también han sido relacionadas con el metabolismo de pectinas,
tales como QUASIMODOI1 (QUA1) y GAUT1 (Bouton y col., 2002; Orfila y col.,
2005; Somerville y col., 2004; Sterling y col., 2006).

Las enzimas responsables de la biosintesis de los elementos no celulésicos de la
pared celular, como hemicelulosas y pectinas, sonq‘ﬂé}icosilu'ansferasas localizadas
subcelularmente en el aparato de Golgi, proteinas de sélo un dominio transmembrana y
que poseen su sitio catalitico orientado hacia el lumen de las cisternas del Golgi
(Keegstra y col., 2001). Estas enzimas utilizan como sustrato nucleétidos azicar,
metabolitos que son sintetizados en el citosol (Bonin y col., 1997; Dormann y col., 1998;
Keegstra y col., 2001). Sin embargo; ;Como el sitio catalitico de las glicosiltransferasas
tiene acceso a los nucledtidos aziicar si estos son sintetizados en el citoplasma? En
fracciones de membranas de células vegetales enriquecidas en vesiculas de Golgi, se ha
logrado determinar actividad transportadora de UDP-glucosa, UDP-4cido glucurénico,
UDP-4cido galacturénico, UDP-galactosa y GDP-fucosa (Munoz y col., 1996;

Neckelmann y col., 1998; Wulff y col., 2000). Estos resultados apoyan un modelo de




biosintesis, en el cual los sitios cataliticos de las glicosiltransferasas tienen acceso a los
nucledtidos aziicar gracias a la accion de transportadores de nucledtidos aziicar (TNAs)
localizados en la membrana del Golgi. Estas proteinas altamente hidrofébicas
transportan los nucledtidos azicar desde el citosol al lumen del organelo, donde las
glicosiltranferasas los utilizan como sustrato para la formacion de productos glicosilados
(Figura 1).

En sistemas animales y levaduras, la delecion de TNAs ha demostrado tener una
gran importancia en el metabolismo de estos organismos, siendo en muchos casos letales
las mutaciones sobre estos genes (Dean y col., 1997; Freeze, 2001; Hirschberg, 2001;
Lubke y col., 2001). En Arabidopsis, gracias al anélisis de identidad de secuencias, se ha
logrado identificar varios putativos TNAs, lo que ha llevado a plantear la pregunta de
cual es el rol de estas proteinas en el metabolismo de las plantas. Recientemente, se han
caracterizado TNAs localizados subcelularmente en la ruta secretoria, algunos se
encuentran localizados en el Golgi y otros en el reticulo endoplasmico (Bakker y col.,
2005; Baldwin y col., 2001; Handford y col., 2004; Norambuena y col., 2002;
Norambuena y col., 2005; Reyes y col., 2006; Rollwitz y col., 2006). GONST1 es un
TNA que ha sido localizado subcelularmente en el aparato de Golgi y que ha sido
caracterizado como un transportador de GDP-manosa (Baldwin y col., 2001; Handford y
col., 2004). Los transportadores de UDP-galactosa, UDP-GalT1 y UDP-GalT2 fueron
identificados mediante su clonamiento en una linea celular de ovarios de himster
deficiente en el transporte de UDP-galactosa. La expresion heteréloga en levaduras de

estos genes permitié su caracterizacion bioquimica e indica que estas proteinas actdan

como transportadores de UDP-galactosa (Bakker y col., 2005). Otro TNA




caracterizado en Arabidopsis es el AINST-KT1, un transportador de UDP-galactosa
localizado en el Golgi. El primer TNA de Arabidopsis en ser reconstituido en liposomas
para su caracterizaciéon bioquimica (Rollwitz y col.,, 2006). En nuestro laboratorio
hemos identificado y clonado dos genes homélogos a transportadores de UDP-azicar de
células animales que han sido denominados 4tUTr] y AtUTr2. Mediante experimentos
de expresion heterdloga en levadura, se ha demostrado que la proteina AtUTr1 posee
actividad transportadora de UDP-galactosa y UDP-glucosa y que esta localizada
subcelularmente en el reticulo endopldsmico (Norambuena y col., 2002; Reyes y col.,
2006). AtUTr2 en cambio, posee Unicamente actividad transportadora de UDP-
galactosa. Experimentos donde se expres6 AtUTr2 en hojas de tabaco y luego se realiz
ensayos de fransporte, indican que esta proteina transporta UDP-galactosa y no
transporta UDP-N-acetil glucosamina, UDP-xilosa, UDP-acido glucorénico, GDP-
fucosa, GDP-manosa ni UDP-glucosa. Ademas, experimentos de localizacion subcelular
realizados mediante expresion transiente en tabaco de una protefna quimera entre
AtUTr2 y la proteina fluorescente verde (GFP), indican que AtUTr2 se encuentra
subcelularmente localizada en el aparato de Golgi (Norambuena y col., 2005). La UDP-
galactosa es sustrato de la biosintesis de glicoproteinas como los arabinogalactanos, que
han sido asociados a la regulacion de la expansion celular. Ademas, tambien es sustrato
de la biosintesis de varios polimeros de aziicar no celuldsicos sintetizados en Golgi.
Tales como las hemicelulosas xiloglucano, los mananos ramificados con residuos de
galactosa denominados galactomananos y las pectinas llamadas ramnogalacturonanos.

Todos estos datos, sugieren que AtUTr2 puede tener una participacion en la biosintesis

de alguno de estos productos galactosilados que son sintetizados en el Golgi.
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Figura 1. Modelo propuesto para la biosintesis de hemicelulosas y pectinas en el
aparato de Golgi de células vegetales. Los nucledtidos azicar (NDP-azicar) son
sintetizados en el citoplasma y transportados hacia el lumen del aparato de Golgi
mediante transportadores de nucledtidos aziicar (TNA). Alli, pueden ser utilizados por
las glicosiltransferasas, que transfieren azicares a cadenas de polisacaridos en

elongacion.




¢ Cual es el rol bioldgico de AtUTr2?:

Gracias a las evidencias experimentales y a los andlisis de secuencia
mencionados anteriormente, sabemos que AtUTr2 es un transportador de nucledtidos
azicar, localizado en el Golgi y que es capaz de transportar UDP-galactosa
(Norambuena y col., 2005). Sin embargo, los antecedentes acumulados hasta la fecha no
entregan evidencias directas sobre su papel en la biosintesis de la pared celular. Las
evidencias sugieren que la funcion de AtUTr2 corresponde a un transportador de
nucledtidos aziicar, probablemente implicado en la biosintesis de algin producto
glicosilado con residuos de galactosa en el aparato de Golgi, pero ;(En qué proceso o
procesos metabdlicos AtUTr2 realmente participa? ;C6émo podriamos analizar la
posible participacion de AtUTr2 en Ia biosintesis de elementos no celuldsicos de la
pared celular?

Utilizacion de lineas insercionales de Arabidopsis thaliana.

Una estrategia experimental para analizar la funcién de una proteina es analizar
los efectos generados al alterar la expresion del gen que la codifica. Asi, plantas que
sean mutantes o que sobre expresen el transcrito de AtUTr2 podrian ayudamos a
encontrar evidencias que relacionen a esta proteina en cierto proceso o procesos
metabolicos, pues uno espera que los procesos en que AtUTr2 participa sean alterados si
los niveles de transcrito y subsecuentemente los de proteina de este TNA son afectados.

Arabidopsis thaliana es una planta dicotiledénea ideal para estudios genéticos,
pues. posee un ciclo de vida corto, es diploide y tiene su genoma completamente
secuenciado (Initiative, 2000). Ademas, existen bancos de mutantes insercionales de

estas plantas, que son generadas a gran escala por grandes consorcios de investigacion y




que se encuentran disponibles para toda la comunidad cientifica. Las mutantes
insercionales son plantas que poseen en su genoma un segmento de DNA fordneo, que
dependiendo del lugar de la insercién pueden interrumpir o alterar la transcripcion
normal de un gen. Los elementos insercionales més utilizados son transposones y el T-
DNA de Agrobacterium tumefaciens (Krysan y col., 1999). En bancos de lineas de
Arabidopsis que generan masivamente plantas con inserciones de T-DNA en su genoma,
se ha identificado el sitio del lugar donde se encuentra cada insercion, lo que permite la
rapida identificacion de una linea de particular interés para su posterior caracterizacion
en el laboratorio.

Varios de los genes cuyos productos proteicos participan en la biosintesis de
polisacaridos de la pared celular se han identificado al analizar plantas mutantes de
Arabidopsis thaliana. Algunas de estas plantas presentan alteraciones en el crecimiento,
en la elongacion del hipocotilo, defectos de la morfologia de las raices, fragilidad del
hipocotilo, o efectos morfoldgicos en las células de algunos tejidos (Arioli y col., 1998;
Bouton y col., 2002; Reiter y col., 1997; Taylor y col., 1999). Sin embargo, muchas
plantas mutantes en genes involucrados en el metabolismo de la pared celular no
presentan diferencias morfologicas macroscopicas evidentes en comparacion con plantas
silvestres, aunque muestran alteraciones en la composicion de aziicares de la pared
celular (Assaad y col., 2004; Usadel y col., 2004).

En este trabajo queremos dilucidar la posible participacion de AtUTr2 en el
proceso de biosintesis de polisacaridos no celuldsicos de pared celular. Nuestra

estrategia serd estudiar los efectos generados al alterar la expresion del gen que codifica

esta protefna, pues lineas de Arabidopsis que sean mutantes o que sobre expresen el




transcrito de A:U7Tr2 seran una Util herramienta para analizar la participacion de esta
proteina en la biosintesis de polisacaridos y glicoproteinas. Lo que hemos hecho es
abordar el problema desde una perspectiva genémica funcional. Esperamos que una
linea de Arabidopsis con alteraciones en los niveles de transcrito de AtUTr2, nos permita
inferir informacion de la funcion de la proteina.

Después que el genoma de Arabidopsis thaliana fue completamente secuenciado
el afio 2000, ha existido un aumento explosivo de la informacidén piblica de las
secuencias de sus genes y de datos de expresion. Hoy en dia, es posible realizar anilisis
bioinformaticos y acceder a miltiples herramientas en bases de datos con mucha
facilidad. Tenemos acceso a las secuencias de los genes, sus regiones traducidas y no
traducidas predichas y a sus regiones promotoras. Ademas, contamos con informacién
de los inicios de transcripcién de cada gen e incluso podemos acceder a bases de datos
que nos entregan datos de expresion masivos ya procesados y analizados (Steinhauser y
col., 2004; Swarbreck y col., 2008). Debido a esto, en este trabajo hemos analizado la
informacioén disponible para AtUTr2 utilizando estas herramientas.

En este trabajo, presentamos la caracterizacién molecular y fenotipica de una
linea de Arabidopsis thaliana que posee una insercion de T-DNA en la regién 5°UTR
del transcrito de 4tUTr2 en ambas copias del gen: la linea insercional 4:UTr2.1.
Ademas, debido a la gran disponibilidad de datos puiblicos de expresion en Arabidopsis
y de anélisis de secuencia de sus genes, analizamos la regién promotora del gen 4tUTr2

y su grado de coexpresién con otros genes involucrados en el metabolismo de la pared

celular y con los cuales puede estar sometido a un control transcripcional comiin.
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2. Hipdtesis
El transportador de nucledtidos aziicar AtUTr2 participa en procesos de

biosintesis de elementos no celuldsicos de la pared celular.

3. Objetivo General

Caracterizar una linea de Arabidopsis thaliana que posee un elemento insercional
de T-DNA en la region rio arriba del inicio de la traduccién del gen que codifica para

AtUTr2, un transportador de nucleétidos aziicar localizado en el aparato de Golgi.

4. Objetivos especificos

1. Determinar si en la linea insercional 4#U7r2.] existen alteraciones en los niveles de
transcrito.

2. Analizar posibles fenotipos presentes en las plantas 4¢UTr2.1.

3. Analizar en las plantas 4tUTr2.1 posibles efectos sobre la composicién de la pared
celular.

4. Realizar un analisis bioinformatico de la region promotora y de los perfiles de

expresion del AtUTr2.
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MATERIALES

1. Material Biolégico.

Plantas v condiciones de crecimiento

Se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana silvestres del ecotipo Columbia
(Col-0). Las lineas insercionales de T-DNA caracterizadas fueron facilitadas por el
Instituto Torrey Mesa de la empresa biotecnolégica Syngenta bajo un acuerdo de
transferencia de material (Ji1/p.www.imri.org).

Con el propodsito de obtener plantas adultas para la mantencion de lineas
insercionales y la recoleccion de tejidos adultos desde plantas crecidas en tierra, las
plantas fueron sembradas en una mezcla 2:1 de tierra de hoja:vermiculita y crecidas en
una camara climatizada a 23°C con un régimen de luz/oscuridad de 16/8 horas.

Para la preparacion de RNA, andlisis fenotipicos y preparacion de muestras para
técnicas microscopicas, las plantas fueron crecidas en condiciones estériles en medio
basal Murashige and Skoog pH 5,8 con sacarosa 1-2% p/v dependiendo del
experimento.

Para esterilizar las semillas, se trataron por 5 minutos con una solucion de
hipoclorito de sodio 5% v/v y luego con Etanol 70% v/v con agitacion constante.
Posteriormente se lavaron 5 veces con | ml de agua estéril. Para sincronizar la
germinacion, antes de transferir las semillas a la cdmara de cultivo de tejido, se dejan 48

horas a 4°C en oscuridad.
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2. Partidores.
Tabla 1.

Partidores para la verificacion de la insercion.

Partidor | Secuencia
Partidor borde izquierdo 5° TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC 3°
del T-DNA
Partidores. que flanquean la insercion 5" GCCACGCTGGTARTGCARATT 37
de T-DNA; directo e inverso
5 CTTTGAGGAGAGATTCARAGGA 3’
respectivamente

Tabla 2.

Partidores utilizados para sintetizar sonda radioactiva amplificando Ias secuencia
codificante (CDS) de AtUTr2 de 1086 bp clonada en vector GPD426-AtUTr2myc.
La secuencia CDS de A#UTr2 esta clonada en los sitios 5’BamHI y 3’ Notl.

Partidor Secuencia

Extremo 5’ BamHI 5  TTCTAATGTGTAGAGTCAGTGACACACTT 3-

Extremo 3’Notl 5°ARCTGGAGGATCTTAGATAGAATCAGGTT 3°
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3. Anticuerpos.

Los anticuerpos utilizados en esta tesis fueron facilitados por el Dr. Paul Knox, del
Centre for Plant Sciences, University of Leeds, England.

Anticuerpos anti-pectinas

e L. M5: Anticuerpo monoclonal que reconoce 4 residuos de galactosa en cadenas de
(1-4)-B-D-galactosa de ramnogalacturonano I (Willats y col., 2001).
e L. M6: Anticuerpo monoclonal que reconoce 5 arabinosas en cadenas de (1—»>5)-a-L-

arabinanosa de ramnogalacturonano I. (Willats y col., 2001)

Anticuerpo secundario

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

4. Reactivos.

e De Amersham-Pharmacia Biotech (Uppsala, Suecia) se obtuvieron las columnas
Sephadex G-50 y la membrana hybond-N+.

¢ De Biol.abs (New England, USA) se obtuvieron enzimas de restriccion, DNA ligasa y
marcadores de peso molecular para RNA.

e De Fermentas (Vilnius, Lithuania) se obtuvieron enzimas de restriccion, DNA
polimerasa, el Hexalabel DNA kit y el marcador de PM de DNA de 1 kb.

¢ De Gibco (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) se obtuvo el sistema de purificacion de
productos de PCR “CONCERT”, el sistema de transcripcion reversa y agarosa para la

preparacion de geles de electroforesis.

¢ De Merck se obtuvieron los solventes de grado analitico y las sales.
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e De Perkin Elmer Life Science (Boston, USA) se obtuvo el a->2P-dCTP.

¢ De PhytoTechnology (Kansas, USA) se abtuvo el medio basal Murashige and Skoog
(MS) y el agar para la preparacion de placas de crecimiento de plantas.

® De Promega (Madison, WI, USA), se obtuvo el marcador de PM de DNA de 50 pb.

e De Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) se obtuvieron los reactivos quimicos

generales.
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METODOS

1. Técnicas de Biologia Molecular.

1.1 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Para todas las reacciones de PCR se utiliz6 DNA polimerasa Taq Fermentas, su
tampdn correspondiente, mezcla de nucleétidos 0,2 mM, Cloruro de Magnesio 1,5 mM,
y 12 pmoles de cada partidor. En las amplificaciones desde DNA genémico se
realizaron reacciones de 40 ciclos, siendo las temperaturas de apareamiento diferentes
para cada par de partidores: primer directo/partidor borde izquierdo T-DNA 50 °C;
partidor inverso/partidor borde izquierdo T-DNA 55 °C. Las condiciones de extension
fueron 1,5 minutos a 72 °C.

1.2 Preparacién de DNA gendmico

Para los experimentos de PCR, en un tubo de 1,5 ml se congelaron con
Nitrégeno liquido 100 mg de tejido y se moli6 hasta pulverizarlo. Se agregé 0,55 ml de
tampon de extraccion (Tris-HCI 0,01 M pH 9,0, LiCl 0,4 M, EDTA 25 mM, SDS 1%
v/v) y 0.55 ml de Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamilico (25/24/1) y se agit6 en vortex
. durante 20 segundos. Luego, se dej6 en hielo por un par de minutos y se centrifugé a
12.000g por 5 minutos. Para realizar una segunda extraccion, se recuperé la fase acuosa
y se transfirié a un tubo con 0.55 ml de Isopropanol, mezclando cuidadosamente por

inversion. Luego, se precipitd a temperatura ambiente por 10 minutos y se centrifugd por

10 minutos a 12.000g. El precipitado fue lavado con Etanol 80% y secado por 30
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minutos a temperatura ambiente. El pellet se resuspendié en 100l de tampdén TE (Tris
10 mM pH 8,0, EDTA 1mM) con RNAsa A (20 pg/ml) y se incubd a 37°C por 30

minutos.

1.3 Identificacion de plantas homocigotas

La confirmacién de la presencia de la insercion en la linea AtUTr2.1 se realizo
mediante PCR utilizando partidores del gen cercanos al sitio de insercion y utilizando un
partidor del borde izquierdo del T-DNA (ver Figura 5). Con este partidor, (partidor ¢) y
uno de los partidores del gen (partidor a o b, segiin la orientacién de la insercion) es
posible amplificar una banda utilizando DNA genémico de la planta sélo si la insercién
esta en el sitio predicho. Adicionalmente esta t€cnica permite identificar molecularmente
si las plantas son homocigotas o heterocigotas para la insercién. Utilizando uno de los
partidores del gen (a o b) y el partidor del T-DNA (¢) se amplifica una banda al utilizar
DNA gendmico de la planta mutante, sea esta heterocigota u homocigota. Sin embargo,
al utilizar ambos partidores del gen (a y b) s6lo se amplificaria una banda desde el DNA
gendmico de plantas heterocigotas, ya que poseen una de las copias del gen en estado
silvestre. En las plantas AtUTr2.1 no se obtendria el amplificado al utilizar los partidores
a y b pues la insercion de T-DNA en demasiado extensa como para ser amplificada por
PCR.

1.4 Experimentos de Southern blot

El DNA gendémico para la realizacién de este experimento se obtuvo utilizando

hojas de rosetas de plantas adultas, utilizando el protocolo de extraccion que permite

tanto la extraccion de RNA como DNA gen6mico (Das y col., 1990). Con este protocolo
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se obtiene una abundante cantidad de DNA gendmico sin degradacion, dptimo para
experimentos de Southern blot. 4 pg de DNA genomico fueron digeridos con las
enzimas de restriccion BamHI, EcoRI, HindlIIl, Pstl y Xbal por toda la noche. Los
fragmentos obtenidos fueron separados en un gel de agarosa 1%. Una vez finalizada la
electroforesis, el gel se incubd por 8 minutos en HCI 0,25N. Luego el gel se incubd por
30 minutos en solucion denaturante (NaOH 0,4M, NaCl 0,8M), y por 45 minutos en
solucion neutralizante (Tris base 0,5M, NaCl 1,5M). El DNA fue transferido a una
membrana de nylon cargada positivamente (Hybond-N+, Amersham) mediante
capilaridad, en una solucion SSC 10X (SSC 1X: Cloruro de Sodio 0,15 M, Citrato de
Sodio 0,015M, pH 7,0) por 12 horas. Luego de la transferencia el DNA se fijé a la
membrana exponiéndola por 2 minutos a luz ultravioleta (Crosslinker model CL-1000,
UVP). La prehibridacion fue realizada a 65 °C por 3 horas en tampdn de prehibridacion
SSC 5X, Fosfato de Sodio 0,05M pH 6,8, Denhardt’s 5X (Denhardt’s 1X:
Polivinilpirrolidona 0,02% v/v, Albiimina de suero bovino 0,02% v/v, Ficoll 0,02% v/v),
EDTA 1mM pH 8,0, DNA de espermio de salmén 10 pg/ml y SDS 1% v/v. Luego las
membranas fueron hibridadas a 65 °C por 16 horas en un tampén de hibridacion (igual al
de prehibridacién pero con SDS 0,1%) con la sonda purificada y a una concentracion
entre 1 - 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 minutos y en SSC 0,1X, SDS 0,1% por 30 minufos. Las membranas fueron

expuestas en una pantalla “Phosphor Screen” y analizadas en un equipo “Molecular

Imager FX” (Bio-Rad, California, USA).
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1.5 Obtencion de sondas radioactivas

Para sintetizar las sondas radioactivas se utiliz6 la técnica de marcaje por PCR.
En un volumen de reaccion de 20 pl se utilizaron 100 pg de vector como templado y los
partidores respectivos a una concentracién final de 250 nM. Ademaés la reaccién
contiene 3,3 pl de una mezcla de dNTP (sin dCTP) 10 pM, 5 pl de a->2P-dCTP 3,3 uM,
MgCl 2,5 mM, lul de Tag polimerasa y su tampdn de reaccién. Se emplearon 30 ciclos
de amplificaciéon con una temperatura de apareamiento de 50°C y un tiempo de
extension de 1,5 minutos. Posteriormente la sonda amplificada fue purificada mediante
una columna Sephadex G-50 (Amersham) y la radioactividad fue cuantificada en un
contador de centelleo beta BECKMAN.
Para la confeccion de sonda radioactiva contra AtUTr2:
Templado: vector GPD426-AtUTr2myc con la secuencia CDS de AtUTr2 en los sitios
5’BamHl y 3’Notl  (Norambuena y col., 2004). Los Partidores utilizados para
amplificar la sonda se detallan en la Tabla 2.0 y amplifican el CDS completo de AtUTr2
de 1086 bp.
Para confeccion de sonda contra RNA18S:
Templado: vector H8B10T7-Bluescript SK, que contiene el EST del RNA ribosomal
18S de Arabidopsis thaliana, que fue donado gentilmente por Dra. Loreto Holuigue,

Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Partidores utilizados: SK y KS del vector

pBluescript SK.
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1.6 Anélisis de expresion mediante Northern blot

A partir de 10-12 gramos de tejido se obtuvo una preparacion de RNA total
utilizando el mismo protocolo que en la preparacion de DNA gendmico para Southern
blot (Das y col., 1990). Para todos los experimentos de Northern blot se utilizaron 40
pg de RNA, los cuales fueron fraccionados en un gel de agarosa al 1,5% en condiciones
denaturantes (Formaldehido 1,1% v/v, tampén MOPS 1X (MOPS 10X: 0,2M, Acetato
de Sodio 0,05M, NaEDTA 0,01M)). Antes de cargar las muestras en el gel, fueron
denaturadas con 3 volimenes de buffer de denaturacion (Formaldehido 8 % v/v,
Formamida 65 % v/v en tampon MOPS). Luego, se incubaron a 70°C por 10 minutos y
se les agregd 5 pl de una solucién 1:1 (@l de Bromofenol al 1% p/v, EDTA 1 mM,
Glicerol 50% v/v: Bromuro de Etidio 0.1 mg/ml). Las membranas fueron lavadas a 65°C
en forma consecutiva por 15 minutos en SSC 5X, SDS 0,1%, por 30 minutos en SSC
2X, SDS 0,1%, y por 30 minutos en SSC 0,1X, SDS 0,1%.

Las membranas fueron expuestas en una pantalla “Phosphor Screen” y
analizadas en un equipo “Molecular Imager FX” (Bio-Rad, California, USA). Para
retirar la marca radioactiva de las membranas éstas fueron hervidas por 10 minutos en
solucién SSC 0,1X, SDS 0,1%. Asi, las membranas pudieron ser utilizadas con mas de

una sonda radioactiva.
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2. Inmunofluorescencia en tejido completo.

2.1 Incubacién con anticuerpos

Para la realizacion de las inmunofluorecencias de tejido completo, se utilizaron
plantas crecidas dos semanas en medio basal Murashige and Skoog, pH 5,8, sacarosa 1%
p/v. Luego, utilizando el protocolo descrito por Willats y col. 2001, el tejido fue fijado
en Paraformaldehido 4% p/v en PIPES 50mM, EGTA 5mM, pH 6,9 por toda la noche a
4°C y posteriormente se lavo 3 veces con PBS. Se incubé con el anticuerpo primario
diluido 10 veces toda la noche a 4°C en leche/PBS 3%. Luego, se lavé con PBS y se
incub6 con el anticuerpo segundario diluido 100 veces por 1 hora a temperatura
ambiente, se lavé con PBS y se mont6 la muestra en un portaobjetos.

2.2 Microscopia de epifluorescencia

Una vez montadas las muestras en portaobjetos fueron observadas en un
microscopio de epifluorescencia Olympus IX70 con una cdmara digital SONY CXC-
390 3CCD adosada. Las imagenes de fluorescencia fueron tomadas con el filtro

UN3001 (Ex488/Em535) y procesadas con el programa Photoshop 7.0.

3. Analisis de aziicares de pared celular.

3.1 Obtencion de material de pared celular

Los tejidos fueron congelados con Nitrogeno liquido y molidos en mortero.
Luego, el polvo resultante fue resuspendido en Etanol 80% y se homogenizé por 1
minuto con un Polytron Blender. El homogenizado se centrifugd a 6.000g por 10

minutos y el residuo insoluble se lavé con Etanol 80% y luego con Etanol 100%. Este
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material fue Iuego agitado por 1 hora con Metanol/Cloroformo (1:1) y nuevamente
centrifugado, a 6.000g por 10 minutos. El residuo insoluble obtenido se lavo dos veces
con Acetona y se dejo secar a temperatura ambiente, obteniéndose luego de esto un
pellet de polisacéridos insolubles en alcohol.

3.2 Andlisis de azucares totales utilizando GC-MS.

Se analizaron plantas etioladas crecidas en placas por 4 dias, plantas crecidas en
cultivo liquido de tejidos y hojas de roseta de plantas crecidas en tierra por 3,5 semanas.
Al igual que en el punto anterior, los tejidos fueron molidos en nitrogeno liguido y
resuspendidos en Etanol 70%. El material insoluble en alcohol se lavd consecutivamente
dos veces con Cloroformo: Metanol 1:1 y Acetona. Utilizando entre 2-4 mg de este
material, se realizo consecutivamente una hidrolisis, una reduccion y una acetilacion de
los aziicares para obtener los derivados alditol acetatos de éstos. Los alditol acetatos
volatiles fueron analizados mediante cromatografia de gases acoplado a un
espectrometro de masa (GC-MS). Utilizando inositol como estdndar interno, se obtuvo
el porcentaje mol de galactosa, arabinosa, xilosa, ramnosa, fucosa y manosa.

3.3 Anélisis de xiloglucano utilizando espectrometria de masa

El xiloglucano es la hemicelulosa mas abundante en la pared celular primaria de
Arabidopsis. Este, esta constituido por una cadena lineal de glucosas a la cual se unen de
manera periodica y especifica residuos de xilosa, xilosa-galactosa o xilosa-galactosa-
fucosa. Al digerirlo con una endo-B-glucanasa, enzima que corta sélo aguellos enlaces
glicosidicos donde la glucosa no estd sustituida, los fragmentos resultantes pueden ser

analizados mediante espectrometria de masa (Lerouxel y col., 2002) (Figura 13).
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Los tejidos analizados fueron molidos en Nitrégeno liquido y resuspendidos en
Etanol 70%. El material insoluble en alcohol fue lavado consecutivamente dos veces con
Cloroformo: Metanol 1:1 y Acetona. Posteriormente el material obtenido fue digerido
con 0,2 U de una xiloglucano endoglucanasa (XEG) a 37°C y los oligosacaridos
liberados por la digestion fueron analizados por espectrometria de masa MALDI-TOF,

determinandose la abundancia relativa de cada uno de ellos (Lerouxel y col., 2002).

4. Analisis bioinformaticos.

4.1 Analisis de la regiéon promotora

Para este analisis, desde la base de datos TAIR (Swarbreck y col., 2008)
(Arabidopsis  information Resource, hiip.//www.arabidopsis.org)  seleccionamos
arbitrariamente 1kb de la region rio arriba del primer codon codiﬁcanteAdel gen AtUTr2.
En dicha region, analizamos la presencia de motivos regulatorios que hayan sido
publicados en algin organismo vegetal, para lo cual utilizamos la base de datos

PLACE (Higo y col., 1999) y PlantPag http://plantpag. mpimp-golm.mpg.de/ .

4.2 Andlisis de redes de correlacion de expresion

Desde la Comprehensive Systems Biology Database del Instituto Max Planck of
Molecular Plant Physiology (Steinhauser y col., 2004), se obtuvieron resultados de
correlacion lineal entre perfiles de expresion génica derivados del consorcio
multinacional AtGenExpress. Este proyecto tiene por objetivo dilucidar el transcriptoma
de Arabidopsis utilizando los chips de microarreglos de genoma completo ATHI de
Affymetrix™. Las correlaciones lineales de Spearman obtenidas entre los distintos

perfiles de expresion analizados fueron transformadas en una métrica de distancia (d=1-
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correlacion). Basicamente las correlaciones de Spearman permiten obtener una medicion
del grado de asociacion entre dos variables (perfiles de expresion) y sus valores toman
valores entre 0 y 1 en el caso de tratarse de correlaciones positivas. Un valor de
correlacion de 0 indica que no hay correlacion. Un valor de 1 indica que la correlacion
es maxima. En este trabajo, utilizamos las correlaciones positivas. Los datos fueron
representados como redes sin direccion. En cada red se representa aquellos valores de
correlacién con un P value < 102 Los resultados fueron graficados utilizando el

programa Pajek.
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RESULTADOS

1. Andlisis de expresion de AfUTr2 en plantas silvestres.

AtUTr2 es una proteina que pertenece a una familia de transportadores de
nucledtidos aziicar de Arabidopsis thaliana, homdlogos a transportadores de UDP-
aziicar presentes en humanos (Norambuena y col., 2002). Con el objetivo de analizar los
perfiles de expresion de AtUTr2, analizamos datos de expresion provenientes de
experimentos de microarreglos. Los datos analizados en este trabajo provienen del
proyecto multinacional de transcriptomica de Arabidopsis AtGenExpess y han sido
normalizados con el objeto de comparar los distintos perfiles de expresion entre si y
facilitar su andlisis. Se trata de experimentos realizados con los chips ATHI1
Affymetrix™., los que fueron disefiados para detectar el comportamiento del
transcriptoma completo de Arabidopsis. Cuando se analiza este tipo de datos, es posible
utilizar distintos métodos de andlisis y visualizacion. Muchas veces una buena
visualizacién genera mayor entendimiento que muchos datos crudos. Cuando
analizamos los niveles de expresion de 4tUTr2 a través de distintos estados de desarrollo
de la planta completa, raices y hojas utilizando la plataforma de microarreglos ATH1
Affymetrix™, se observa que los niveles de transcrito de 42U7r2 son mucho mas altos en
hojas senescentes que en el resto de los estadios de hojas disponibles. AtUTr2 se expresa
de manera basal practicamente en todos los tejidos y estadios analizados. Sin embargo,
en hojas senescentes la expresion de ArUTr2 aumenta abruptamente (Figura 2). Hoy, en

Arabidopsis y gracias a los grandes proyectos de investigacion en transcriptémica, la
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revolucion de los datos publicos de microarreglos es tal que es posible acceder a los
niveles de expresion de un gen determinado a través de 15 diferentes zonas de la raiz
que corresponden a distintos tipos celulares en tres distintos estadios progresivos del
desarrollo (Bimbaum y col., 2003). Sabemos que AtUTr2 se expresa en raices
(Norambuena y col., 2005). Sin embargo, inicialmente desconociamos si AtUTr2 se
expresa diferencialmente o constitutivamente en las distintas capas celulares de la raiz y
cOmo se comporta su expresion a lo largo del desarrollo de esta estructura. Al analizar la
expresion de AtUTr2 en raices més profundamente, observamos que AtUTr2 se expresa
de manera bastante similar a lo largo del desarrollo de la raiz en las distintas capas
celulares. Ademas, podemos ver que mayoritariamente se expresa en la epidermis de la
raiz. (Figura 2-B).

Dentro de los datos de expresién generados por el consorcio multinacional
AtGenExpress, existen experimentos donde las plantas han sido sometidas a distintas
condiciones de estrés y crecimiento. Alli, podemos observar que los niveles de transcrito
de AtUTr2 cambian drésticamente ante ciertas condiciones de crecimiento en particular
(figura 3-A). Interesantemente observamos importantes aumentos en el nivel de
expresion de AtUTr2 cuando los datos provienen desde plantas que han sido tratadas con
cicloheximida, un conocido inhibidor de la sintesis proteica (figura 3-B). Ademads, se
observan altos niveles de expresién y cambios temporales en la respuesta, cuando las
plantas son tratadas con baja temperatura y luz ultravioleta (figura 3-A y figura 4).
Estos resultados, son consistentes con la presencia de posibles elementos en Cis de
respuesta a estrés que se encuentran en la region promotora del gen que codifica para

AtUTr2 y evidencian que los niveles de transcritos de esta proteina, asi como los de los
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otros miembros de su familia génica, se encuentran bajo un fino control transcripcional.
Por ejemplo, en raices, la expresion de AtUIr2 aumenta en tratamientos de estrés por
frio y decrece ante tratamientos de alta temperatura, algo completamente opuesto a lo
que ocurre con los niveles de expresion de AtUTrl y AtUTr3, dos genes muy
correlacionados en su perfiles de expresion y que en raices aumentan su expresion
cuando las plantas son tratadas a alta temperatura. Estos genes ademds disminuyen su

expresion ante condiciones de crecimiento de estrés por frio (Figura 4).
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Figura 2. AtUTr2 se expresa preferentemente en hojas senescentes y en la epidermis
radicular. Hoy en Arabidopsis thaliana hay muchos datos publicos de expresion
disponibles en bases de datos con distintas formas de visualizacion y analisis. La
visualizacion utilizada con los datos, el eFP Browser, fue implementada recientemente y
permite observar los distintos niveles de expresion de algin gen con distintos colores
(Winter y col., 2007). (A) Representacion visual de los niveles de expresion de 4tU7Tr2 a
través de distintos estados de desarrollo y tejidos. Los datos provienen de perfiles de
expresion de microarreglos normalizados por el método RMA y fueron generados por el
consorcio multinacional AtGenExpress, los que incluyen como minimo una réplica por
experimento. En la figura podemos observar que AtUTr2 se expresa en hojas y en raices,
con altos niveles de expresién en hojas senescentes en comparacion con otros tipos de
hojas (en rojo). (B) Representacion visual de los niveles de expresion de AtUTr2 en raiz
de plantas de 6 dias ecotipo Columbia-0 crecidas en placas MS 4,5% de sacarosa.
Distintos tipos celulares de la raiz fueron separados y analizados mediante
microarreglos. Los datos de expresion en triplicados fueron normalizados por el método
GCOS. Los datos fueron generados por (Birnbaum y col., 2003), donde 15 diferentes
zonas de la raiz que corresponden a distintos tipos celulares en tres distintos estadios
progresivos del desarrollo radicular fueron definidos y analizados en chips ATHI
Affymetrix™. En la figura se observa que AtUTr2 se expresa mayoritariamente en la
epidermis de la raiz (en rojo).




Figura 3. AtUTr2 aumenta su expresion ante condiciones estrés. Los datos de
expresion representados provienen de perfiles de expresion de microarreglos ATHI
Affymetrix™ normalizados por el método GCOS que fueron generados por el consorcio
multinacional AtGenExpress e incluyen como minimo una réplica por experimento. (A)
Representacion grafica de los niveles de expresion de AtUTr2 a distintos tiempos de
respuesta a un tratamiento con luz UV por 15 minutos y a estrés por frio continuo a 4°C.
AtUTr2 aumenta su expresion significativamente en respuesta a luz UV a las 3 horas del
tratamiento tanto en hojas como en raices. Ademas, aumenta su expresion en respuesta a
tratamientos con frio de forma muy notoria a las 12 horas del tratamiento, pero el
aumento es s6lo en raices. (B) Representacion grafica de los niveles de expresion de
AtUTr2 en Arabidopsis en respuesta a tratamientos con cicloheximida 10 uM por 3
horas. AtUTr2 aumenta su expresion significativamente en respuesta al inhibidor de la
sintesis proteica cicloheximida tanto en hojas como en raices.
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Figura 4. Perfiles de expresion normalizados de los genes de la familia AtUTr. Se
grafican los niveles de expresion de AtUTr2 y el resto de los miembros de su familia
génica ante distintas condiciones de crecimiento. Los datos provienen de perfiles de
expresion de microarreglos ATH1 Affymetrix™ normalizados por el método GCOS que
fueron generados por el consorcio multinacional AtGenExpress e incluyen como minimo
una réplica por experimento. La desviacion estandar se representa con la barra de error.
El perfil de expresion de AtUTr4 no fue graficado pues no presenta grandes aumentos de
expresion ante los tratamientos de estrés aqui analizados (ver tabla suplementaria 1).
(A) En raices, la expresion de AtU7r2 aumenta en tratamientos de estrés por frio y
decrece ante tratamientos de alta temperatura. Los niveles de expresion de AtUTrl y
AtUTr3 en cambio, se comportan de la manera inversa ante estos tratamientos. AtUTr5
y AtUTr6 no presentan grandes cambios en sus niveles de expresion ante las distintas
condiciones analizadas, pero en raices ambos genes responden a tratamientos de alta
temperatura. (B) En tejidos aéreos, la expresion de AtUTr2 responde a tratamientos con
luz UV, asi como también lo hace AtUTrl y AtUTr3. Tal como ocurre en raices, en
tejidos aéreos la expresion de AtUTrl y AtUTr3 esta muy correlacionada ante las
distintas condiciones analizadas. Ambos genes responden a tratamientos de estrés por
alta temperatura.
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2. Verificacion por PCR de Ia insercion de T-DNA.

En este trabajo, caracterizamos una linea insercional de T-DNA de Arabidopsis
en la region 5° UTR del gen que codifica para AtUTr2. Trabajo previo realizado en
nuestro laboratorio logré identificar plantas que efectivamente posee una insercion de T-
DNA en su genoma. Estas plantas fueron obtenidas desde un grupo de semillas de
Arabidopsis que fueron facilitadas por la empresa biotecnoldgica Syngenta bajo un
acuerdo de transferencia de material. Mediante chequeos por PCR y anélisis de
segregacion se logré identificar la linea AtUTr2.1; una linea insercional homocigota
para la insercién de T-DNA, pues posee ambas copias del gen 4¢UTr2 interrumpidas con
el elemento insercional en su 5°’UTR (Marchant, L., 2004; Tesis de doctorado). Estas
plantas serdn las que caracterizaremos en el resto de este trabajo. La presencia del T-
DNA en las plantas 4¢U7r2.1 fue confirmada utilizando partidores del gen cercanos al
sitio de insercion y un partidor que empalma con el borde izquierdo del T-DNA. Con
este partidor (partidor ¢) y uno de los partidores del gen (partidor a o b, segin la
orientacion de la insercioén) es posible amplificar una banda utilizando DNA genémico
como templado (Figura 5-A). Utilizando uno de los partidores del gen (partidora o b) y
el partidor del borde izquierdo del T-DNA (partidor c¢), se amplifica una banda al utilizar
DNA templado proveniente de plantas mutantes, sean €stas heterocigotas u homocigotas’
para la insercioén. Sin embargo, al utilizar inicamente los partidores del gen (partidores a
y b) sélo se amplifica una banda desde DNA gen6mico de plantas heterocigotas, ya que
estas plantas poseen una de las copias del gen en estado silvestre y un amplificado que

incluya el T-DNA es demasiado extenso como para ser amplificado por PCR (Figura 5-

B). Utilizando este método de seleccién genotipica por PCR confirmamos que las
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plantas caracterizadas en este trabajo, las plantas 4#UTr2.1, son homocigotas para la
insercion de T-DNA, logrando distinguirlas por PCR de las plantas heterocigotas para la
insercién y que alin poseen una copia del gen 4tUTr2 intacta en su genoma (Figura 5-
C). Debido a que el partidor ¢, tanto con el partidor a como con el b origina un
amplificado, suponemos que la insercion de T-DNA es compleja y posee dos extremos

izquerdos insertados con orientaciones opuestas.
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Figura 5. Verificacion por PCR de la insercion de T-DNA en plantas homocigotas.
(A) Esquema que representa un T-DNA inserto en el DNA genomico de la region 5° no
traducida (5’UTR) del transcrito de AtUTr2 en las plantas AtUTr2.1. La caja gris
representa la region codificante del gen 4tUTr2 incluyendo sus intrones. Las flechas a y
b representan partidores especificos que flanquean el sitio de la insercion, partidores
que originan un amplificado de ~500 bp. La flecha c¢ representa un partidor del borde
izquierdo del elemento insercional. (B) Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de los
productos de PCR obtenidos al utilizar como templado DNA gendmico de plantas
homocigotas de la linea insercional, las cuales fueron utilizadas en el resto del trabajo
realizado (plantas AtUTr2.1). Con el par de partidores a/b no se obtiene amplificado
pues la insercion de T-DNA es demasiado extensa como para ser amplificada por PCR y
ambas copias del gen poseen la insercion (C) Electroforesis en gel de agarosa al 2% de
los productos de PCR obtenidos al utilizar como templado DNA gendmico control de
plantas heterocigotas de la linea insercional. Debido a que el partidor ¢, tanto con el
partidor a como con el 4 origina un amplificado, suponemos que la inserciéon de T-DNA
es compleja y posee dos extremos izquierdos insertados con orientaciones opuestas. Se
realizé controles con s6lo un primer y no generan amplificados (datos no mostrados).
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3. Anilisis de expresion de AsUTr2 en la linea insercional.

Mediante experimentos de Northern blot se analizo si en la linea AtUTr2.1 hay
alteraciones en la expresion del gen AtUTr2. Para ello, se utilizé una sonda radioactiva
confeccionada con el DNA codificante de 4tU7r2 (CDS) y la caracterizamos en un
experimento de Southern blot (ver métodos). Alli, al cortar DNA gen6mico con
distintas enzimas de restriccion e hibridarlo con una sonda radioactiva, podemos
observar que bajo condiciones de alta estrictez de hibridacion la sonda nos permite
visualizar sélo una banda en los distintos carriles con las distintas enzimas de restriccién
utilizadas. Esto sugiere que los distintos productos de digestion obtenidos contienen el
locus de 4tUTr2 y que bajo las condiciones de estrictez de hibridacion utilizadas no hay
hibridacién inespecifica con otro segmento de DNA gendmico con un alto nivel de
identidad de secuencia con 4¢UTr2 como lo es AtUTr4, un gen con el cual existe un alto

nivel de identidad nucleétidico (Norambuena y col., 2002) (Figura 6).
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Figura 6. Caracterizacion de una senda radioactiva contra AtUTr2 mediante
Southern blot. Autoradiografia de una membrana hibridada con una sonda radioactiva
confeccionada con el DNA codificante de 4¢UTr2 (CDS). En cada carril de un gel 1%
de agarosa se cargd 4 pg de DNA genomico de plantas silvestres de Arabidopsis y
fueron cortados con distintas enzimas de restriccion. Como en todos los carriles se
observa una tnica banda, podemos concluir que bajo estas condiciones de hibridacion la
sonda radioactiva confeccionada es una buena herramienta para utilizar en experimentos
de expresion de Northern blot (Figura 7).
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Cuando analizamos mediante Northern blot, 1a expresion de AtUTr2 en aquellas
plantas que poseen la insercién de T-DNA en ambas copias del gen (plantas 4¢U7r2.1) y
lo comparamos con plantas silvestres control, encontramos que el transcrito reconocido
por la sonda radioactiva es més abundante en la linea insercional en comparacién con lo
observado en plantas silvestres y que este resultado es mdas notorio cuando se analiza la
expresion utilizando RNA obtenido desde plantas crecidas en cultivo de tejidos al 2% de
sacarosa por 20 dias (Figura 7). Ademas, en la linea insercional se observa que el
transcrito reconocido por la sonda radioactiva es de mayor tamafio molecular en las
plantas AtUTr2.1 que en las plantas control, lo que se observa de forma mucho maés clara
cuando el Northern blot es realizado en un gel de agarosa que permite separar mejor las
bandas observadas (Figura 7-B). Estos resultados muestran que en la linea insercional
hay alteraciones en la formacién del transcrito de A¢U7r2 e indican que el andlisis de
esta linea insercional puede entregar importante informacion del rol bioldgico de

AtUTr2.
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Figura 7. Andlisis de la expresion del gen que codifica para AtUTr2 mediante
Northern blot. (A) Se cargd 40 pg de RNA en cada carril de un gel de agarosa al 1% de
agarosa de plantas crecidas en medio MS liquido por 11 dias. Carril 1 y 3 corresponden
a plantas silvestres. Carril 2 y 4 corresponden a muestras de la linea insercional
AtUTr2.1. Se compara plantas crecidas en 1% sacarosa (carril 1-2) y 2% sacarosa (carril
3-4). (B) Se cargd6 40 pg de RNA en cada carril de un gel al 1.5% agarosa de plantas
crecidas en medio MS liquido al 2% de sacarosa por 20 dias. Carril 1 y 4 corresponden a
muestras de plantas silvestres. Carril 2 y 5 corresponden a muestras de las plantas
AtUTr2.1. Carril 3 y 6 corresponden a muestras control obtenidas desde una linea
insercional que posee la insercién de T-DNA en otra posicin.
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4. Analisis fenotipicos.

Se analizaron posibles fenotipos macroscopicos en relacién con el largo del
hipocotilo y el nimero de raices laterales que diferencie a las plantas silvestres de las
plantas A4tUTr2.1 bajo distintas condiciones de crecimiento. Plantas crecidas tanto en
placas como en tierra, no muestran diferencias entre la linea insercional 4¢UTr2.1 y las
plantas control en el largo del hipocotilo o tallo embrionario. Al analizar esta estructura
en plantas de 7 dias crecidas, se observa que el largo promedio de éste es mayor en
plantas crecidas en oscuridad (etioladas) con respecto al obtenido al analizar plantas
crecidas en luz, pues el hipocotilo elonga en etapas tempranas del desarrollo y su
elongacion es inhibida por luz. Las plantas AtUTr2.] no muestran diferencias con
respecto a las plantas control en el largo del hipocotilo, independientemente si
analizamos plantas crecidas en placas o en cultivo de tejidos en medio liquido; condicién
de crecimiento en la cual se crecié las plantas analizadas en los experimentos de
Northern blot (Figura 8). Al analizar el niimero de raices laterales en plantas crecidas
en medio liquido, es posible encontrar que en poblaciones de plantas 4:UTr2.1 existe
una tendencia a presentar un mayor niimero de estas estructuras. Si se analiza en plantas
etioladas crecidas en medio liquido de cultivo de tejidos por 7 dias el niimero de raices
laterales, se observa que la mayor proporcién de las plantas analizadas posee s6lo 1 0 2
raices laterales a los 7 dias y de 105 plantas control analizadas encontramos que sélo 5
poseen 3 raices laterales. En cambio, en las plantas AtUTr2.1 encontramos 8 plantas de
un total de 105 que poseen 3 raices laterales. Ademés, incluso 1 planta ArUTr2.1 posee 4
raices laterales (Figura 9-A). Al analizar plantas crecidas por 11 dias las diferencias en

las poblaciones se hacen mas evidentes. La mayor proporcién de las plantas silvestres
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posee entre 3 y 6 raices laterales. Sin embargo en las plantas AtUTr2.1 es posible
encontrar plantas con hasta 7, 8 o incluso 9 raices laterales (Figura 9-B). Cuando
analizamos plantas crecidas en medio liquido pero en presencia de luz, el nimero de
raices laterales por planta aumenta tanto para las plantas 4#U7r2.1 como para plantas
¢ontroles. A los 7 dias de cultivo ya es posible obtener poblaciones donde la mayor
proporcion de las plantas posee entre 3 y 6 raices laterales. Nuevamente se observa que
las plantas AtUTr2.1 tienden a poseer mas raices laterales. Cuando se analiza plantas
crecidas por 11 dias en presencia de luz en cultivo de tejidos, ambas poblaciones
aumentan su nimero de raices laterales por planta. Ademas, se mantiene la tendencia de
las plantas 4rUTr2.1 a presentar mds raices laterales. Por ejemplo, de 114 plantas control
analizadas, s6lo 8 poseen mas de 25 raices. En cambio, una poblacion de igual tamafio

de plantas AtUTr2.1 presenta 27 plantas con mas de 25 raices laterales (Figura 10).
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Figura 8. Andlisis del largo del hipocotilo de plantas crecidas 7 dias ante distintas
condiciones. (A) Plantas crecidas 7 dias en placas de medio Murashige and Skoog pH
5,8 (MS) sélido 1% sacarosa en ausencia de luz (etioladas). n=19 plantas Wt (plantas
control silvestres); n=16 plantas 4:UTr2.1. (B) Plantas crecidas 7 dias en placas de
medio MS 1% sacarosa en presencia de luz. n=36 plantas Wt; n=15 plantas AtUT¥2.1.
El hipocotilo elonga muy poco en presencia de luz. (C) Plantas etioladas crecidas 7 dias
en cultivo de tejidos en medio MS liquido 1% sacarosa. n=14 plantas Wt; n=14 plantas
AtUTr2.1. En ninguna de las condiciones analizadas se observan diferencias entre
plantas silvestres control y plantas de la linea insercional 4tUTr2. 1.
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A. B.

Plantas etioladas crecidas en MS liquido 1%sacarosa 1 semana. Plantas etioladas crecidas en MS liquido 1% sacarosa por 11 dias.
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Figura 9. Distribucion de frecuencia del nimero de raices laterales en plantas
etioladas crecidas en cultivo de tejidos (A) Plantas crecidas en medio Murashige and
Skoog pH 5,8 (MS) liquido 1% sacarosa por 1 semana n = 105 plantas silvestres control;
n =105 plantas AtUTr2.1. (B) Plantas crecidas en medio MS liquido 1% sacarosa por 11
dias; n = 85 plantas silvestres control; n=85 plantas AtUTr2.1.
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Figura 10. Distribucion de frecuencia del nimero de raices laterales en plantas
crecidas en cultivo de tejidos en presencia de luz. (A) Plantas crecidas en medio
Murashige and Skoog pH 5,8 (MS) liquido 1% sacarosa por 1 semana, n= 88 plantas
silvestres control; n=88 plantas 4tUTr2.1. (B) Plantas crecidas en medio MS liquido 1%
sacarosa por 11 dias; n = 114 plantas silvestres control; n =114 plantas AtUTr2.1.
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5. Analisis de pared celular.

Debido a que la linea insercional 4¢UTr2.1 posee efectos sobre los niveles de
expresion de 4tUTr2, decidimos analizar posibles efectos en estas plantas sobre la pared
celular. Para ello, analizamos posibles efectos sobre los polimeros de aziicar que poseen
galactosa en su estructura, pues sabemos que AtUTI2 es capaz de transportar UDP-
galactosa (Norambuena y col., 2005). Para los anélisis de pared celular nos centramos en
aquellos tejidos donde 4tUTr2 se expresa de forma importante y donde posiblemente
encontremos un mayor efecto en las plantas 4tUTr2.1.

5.1 Anélisis mediante inmunofluorescencia en raices completas

AtUTr2 se expresa a niveles muy altos en la epidermis de las raices. Debido a
esto, decidimos analizar posibles efectos en las plantas 4tUTr2.1 sobre los polimeros
de aziicar que contengan galactosa en la superficie de las raices. Ramnogalacturonano I
(RGID) es un homopolimero de (1—4)-a-D-4cido galacturénico con sustituciones de
galactosa en su estructura. Mediante la utilizacién de anticuerpos monoclonales que
reconocen residuos presentes en ramnogalacturonano es posible analizar in sifu cambios
en la composicién de esta pectina en la superficie de la raiz. (Willats y col., 2001).

LMS5 reconoce 4 residuos de galactosa en cadenas de (1—>4)-B-D-galactosa presentes en

RGI. LM6 reconoce 5 arabinosas en cadenas de (1->5)-a-L-arabinanosa presentes en
RGI. Mediante inmunofluorescencias utilizando estos anticuerpos, analizamos posibles
cambios en los patrones de marca en las raices completas de plantas AtUTr2.1 (Figura
11). Sin embargo, en estos experimentos no logramos observar diferencias en el patrén

de marca de fluorescencia entre plantas A#UTr2.1 y plantas silvestres control.
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Control Linea insercional

Figura 11. Inmunofluorescencias de raices incubadas con los anticuerpos
monoclonales LMS y LM6. Plantas crecidas dos semanas en placas de medio MS 1%
sacarosa fueron incubadas con anticuerpos para comparar los patrones de marca en
raices (ver métodos). Se muestran imagenes representativas de los patrones de marca de
plantas control y plantas de la linea insercional AtUTr2.1 incubadas con el anticuerpo
LM5 y LM6. LMS reconoce 4 residuos de galactosa en cadenas de (1—4)-B-D-
galactosa de ramnogalacturonano 1. LM6 reconoce 5 arabinosas en cadenas de (1—5)-a.-
L-arabinanosa de ramnogalacturonano I. Al analizar los patrones de marcaje podemos
concluir que no existen diferencias entra la linea insercional AtUTr2.1 y las plantas
silvestres control con ninguno de los dos anticuerpos utilizados. Barra, 50 pum.




5.2 Analisis de azicares totales en muestras de pared celular

Otra aproximacion para evaluar posibles cambios en la pared celular de las
plantas AtUTr2.1 es directamente analizar muestras de pared celular y comparar contra
plantas silvestres. Para realizar estos experimentos, analizamos muestras de pared
celular obtenidas tanto desde plantas crecidas en tierra como desde plantas crecidas en
cultivo de tejidos. La composicion en %mol de aziicares totales en estas muestras fue
analizada utilizando cromatografia de gases acoplado a un espectréometro de masa (GC-
MS). Cuando analizamos la pared celular en plantas etioladas crecidas en cultivo de
tejidos en medio MS liquido 2% sacarosa, observamos que las plantas AtUTr2.]
crecidas bajo estas condiciones por 20 dias poseen mayor %mol de manosa, fucosa y
ramnosa que las plantas control en su pared celular. Ademas, presentan menor contenido
de xilosa y arabinosa (Figura 12-A). Plantas crecidas bajo las mismas condiciones, pero
s6lo 11 dias, presentaron también diferencias con respecto a las plantas control.
Presentando menor %mol de manosa en su pared celular. (Figura 12-B).

Cuando analizamos la'pared celular en plantas crecidas en tierra, en las plantas
AtUTr2.1 no hay cambios reproducibles en el contenido de galactosa, manosa, xilosa,
arabinosa, fucosa ni ramnosa con respecto a plantas control. Sin embargo, debemos
mencionar que estas mediciones las realizamos en dos oportunidades, son dos réplicas
biologicas. En uno de los experimentos realizados, observamos diferencias en las plantas
AtUTr2.1 con respecto a plantas control en el contenido de galactosa, manosa y fucosa
(Figura 12-B). Sin embargo, la réplica biologica de este experimento no reprodujo este
resultado (Figura 12-C). Por tratarse de plantas crecidas en temporadas y estaciones del

afio distintas, puede haber un efecto mas complejo involucrado en la falta de
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reproducibilidad en estos experimentos, pues las plantas fueron crecidas en una cdmara
de crecimiento disponible en el Instituto Max Planck for Molecular Plant Physiology
con accesibilidad a luz natural. Como conclusion de los experimentos, podemos decir
que las plantas AtU7r2.1 presentan diferencias en su pared celular con respecto a plantas
silvestres cuando son crecidas en cultivo de tejidos, observandose que presentan mayor
porcentaje de moles de manosa en la pared celular, independientemente de si las plantas

son crecidas 11 020 dias en cultivo de tejidos.

5.3 Andlisis de xiloglucano

Si bien el experimento anterior nos indica que la linea insercional no posee
diferencias reproducibles en la composicion de azicares totales en material obtenido
desde la pared celular, ésta es una aproximacion poco especifica, pues el analisis no
indica en qué producto glicosilado se encuentran las diferencias. Ademas, esta técnica
no permite analizar c.ualquier tejido, pues se requiere mucha biomasa inicial para
realizar el experimento. Debido a lo anterior, decidimos analizar la composicion de
xiloglucano en la linea insercional, pues se trata de la hemicelulosa mas abundante en
Arabidopsis, es posible analizarlo a partir de muy poca muestra de tejidos y estd
constituido por distintos aziicares como glucosa, xilosa, galactosa y fucosa (Scheible y
col,, 2004). Para analizarlo se digiere este polisacarido con una enzima endo-B-
glucanasa (XEG) y se analiza la composicion relativa de los distintos oligosacéridos
liberados mediante espectrometria de masa MALDI-TOF (Figura 13). Utilizando esta
metodologia, se realiz6 analisis de xiloglucano in situ en raices. Ademas, se analiz6 este

polisacérido en plantas crecidas en cultivo de tejidos (Figura 14). Los resultados
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obtenidos indican que existen pequefios cambios en las plantas AtUTr2.1 en xiloglucano
y que estas diferencias son reproducibles y estadisticamente significativas. Como
conclusion de este analisis, podemos decir que tanto en raices como en muestras de
xiloglucano obtenidas desde plantas crecidas cultivo de tejidos se observa un aumento
en las plantas 4¢UTr2.1 en el contenido del oligosacarido acetilado de xiloglucano
XXFG con respecto a plantas silvestres (ver Figura 13-14). Podemos corncluir también
que en las plantas AtUTr2.1, independientemente de la condicion de crecimiento o el
tejido analizado se observa un aumento en el contenido de oligosacaridos acetilados
totales y en el contenido de oligosacéridos fucosilados totales. Debemos mencionar, que
la acetilacion en xiloglucano ocurre en los residuos de galactosa. Ademads, nétese que los
residuos de fucosa justamente se unen a los de galactosa en las moléculas de xiloglucano

(ver Figura 13-14).
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20 dfas medio liquido 2% Sac. 11 dias medio liquido 1% Sac.
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Figura 12. Anilisis de aziicares totales mediante cromatografia de gases acoplado a
un espectrometro de masa GC-MS. Gal=galactosa, Man=manosa, Xyl= Xilosa,
Ara=arabinosa, Fuc=fucosa, Rha=ramnosa.[]= plantas control; Il = linea insercional.
Las diferencias estadisticamente significativas con un P value < 0,05 en un contraste de
medias usando la distribucion t-Student se marcan con una flecha. Las barras de error
representan -la desviacion estindar entre como minimo tres réplicas técnicas. (A) Se
analizé muestras de pared celular obtenidas desde plantas etioladas crecidas 20 dias en
cultivo de tejidos en medio Murashige and Skoog (MS) liquido al 2% de sacarosa. (B)
Se analiz6 también muestras de pared celular obtenidas desde plantas etioladas crecidas
11 dias en cultivo de tejidos en medio MS liquido al 1% de sacarosa. (C) Se analizé
muestras provenientes desde hojas de roseta de plantas crecidas en tierra 3,5 semanas. Se
observan importantes disminuciones en galactosa y un aumento en manosa y fucosa en
las plantas AtUTr2.1. (D) Se realizé una réplica bioldgica del experimento anterior al
analizar nuevamente muestras provenientes desde hojas de roseta de plantas crecidas en
tierra 3.5 semanas, pero esta vez las plantas fueron crecidas en otra temporada. En esta
réplica biolégica no se observan diferencias entre las plantas 4¢UTr2.1 y las plantas
control en ninguno de los aziicares analizados.
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Figura 13. Es posible realizar analisis de composicion relativa de los oligosacaridos
de xiloglucano que se obtienen después de fragmentarlo enzimaticamente con una
endoglucanasa. (A) Esquema de oligosacaridos de xiloglucano que son solubilizados
luego de digerirlo enzimaticamente. Este polimero de azucares esta constituido por una
cadena lineal de glucosas a la cual se unen de manera periddica y especifica residuos de
-xilosa, -xilosa-galactosa o -xilosa-galactosa-fucosa. Se representa con letras al grupo
de azlcares que se unen a la cadena lineal de glucosas (Glc). X = xilosa; L = xilosa-
galactosa; F = xilosa-galactosa-fucosa. (B) Ejemplo de una espectrometria de masas
MALDI-TOF obtenida al analizar material de pared celular de plantas silvestres luego
de digerirlo con una endo-B-glucanasa (XEG), enzima que corta solo aquellos enlaces
glicosidicos del xiloglucano donde la glucosa no esta sustituida, los oligosacaridos
resultantes pueden ser analizados mediante espectrometria de masa para luego analizar
la composicion relativa de cada uno de éstos con respecto al total mediante un analisis
estadistico de las sefiales correspondientes a varios espectros (Lerouxel y col., 2002).
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Figura 14. Analisis de la estructura del xiloglucano mediante espectrometria de
masa MALDI-TOF. Se marcan con una flecha las diferencias estadisticamente
significativas con un P value < 0.05 en un contraste de medias usando la distribucion t-
Student. Las barras de error representan la desviacion estandar entre seis réplicas
técnicas. +AC indica la variante acetilada de un oligosacarido de xiloglucano en
particular. (A) Analisis in situ en las raices de plantas crecidas 12 dias en placas al 3%
sacarosa. Plantas control = [J; 4:UTr2.1 = B (B) Anélisis de composicion relativa
de oligosacaridos de xiloglucano desde plantas etioladas crecidas 20 dias en cultivo de
tejidos en medio liquido, 2% sacarosa. Control = L ; 41UTr2.] = . Se observan
diferencias estadisticamente significativas en los mismos oligosacaridos que en la

parte (A).
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6. Analisis Bioinformaticos.

Gracias a que el genoma de Arabidopsis thaliana estd completamente
secuenciado y al aumento explosivo de informacion piiblica, hoy en dia es posible
realizar analisis bioinformaticos y acceder a un miltiples herramientas en base de datos
con mucha facilidad. Tenemos acceso a las secuencias de los genes, sus regiones
traducidas y no traducidas predichas (Swarbreck y col., 2008). Contamos con
informacién de los inicios de transcripcion de cada gen e incluso podemos acceder a
bases de datos que nos entregan datos de expresion analizados (Steinhauser y col., 2004;
Swarbreck y col., 2008) ;Cémo podemos aumentar nuestra informacion funcional de

AtUTr2 utilizando estas herramientas?

6.1 Analisis de la regién promotora

La linea insercional 4¢UTr2.1 presenta una insercion de T-DNA 233 pb rio arriba
del inicio de la traduccion predicho para el gen A:UTr2. Para analizar la region
promotora de AtUTr2, seleccionamos arbitrariamente un segmento de 1kb de la region
rio arriba del coddn de inicio de la transcripcion de este gen, region que no se sobrepone
con la secuencia del gen contiguo. Utilizando dicha regién, analizamos si en este
segmento de DNA podemos encontrar la presencia de motivos en Cis regulatorios que
hallan sido publicados en algin organismo vegetal utilizando la base de datos PLACE.
(Higo y col., 1999). Al analizar el promotor de AtUTr2, se observa en él la presencia de
las secuencias de distintos elementos en Cis consenso en organismos vegetales. Sin
embargo, el hecho de encontrar cierta secuencia consenso Cis regulatoria en un

segmento del promotor de un gen no necesariamente demuestra que ese elemento en Cis
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sea efectivamente una caja regulatoria de la transcripcion de ese gen y de que podamos
usar la informacion de ese elemento regulatorio para inferir propiedades de la expresion
del gen o de su producto proteico. Ademas, los principales problemas para obtener
informacion analizando las regiones promotoras de los genes son: i) no todos los genes
poseen promotores del mismo tamafio ii) hay elementos en Cis regulatorios que son
muy frecuentes en el genoma y que practicamente todos los genes los poseen iii) los
elementos Cis descritos son de distintos tamafios y muchas veces de muy pocas bases
nucleotidicas. El hecho de encontrar un elemento en Cis consenso en la secuencia rio
arriba de un gen por si solo no entrega informacion directa de utilidad para la
dilucidaciéon funcional de la expresion del gen. Sin embargo, si se analiza todos los
genes es posible obtener informacion valiosa. Por ejemplo, saber si un elemento en Cis
presente en el promotor de un gen estd con mayor o menor frecuencia que la esperada, es
decir comparar con el nimero de veces que en promedio estd ese elemento en Cis en el
genoma. Si encontramos en un promotor de un gen el elemento en Cis consenso que
consiste de secuencia ACGTTA, quizas esa secuencia de bases nucleotidicas esta
presente en todos los genes del genoma. Para solucionar este problema en los andlisis
que realizamos en la region promotora y obtener informacion relevante, analizamos un
largo arbitrario de promotor para cada gen de Arabidopsis de 1kb, region que tomamos
desde el final de cada 5’UTR de cada gen. Luego, utilizando las bases de datos PlantPag

http://plantpag.mpimp-golm.mpg.de/ y PLACE (Higo y col., 1999), analizamos si en el

promotor de AtUTr2 existe algin elemento en Cis por sobre de lo esperado, tomando
como referencia la frecuencia de ese elemento en Cis en todos los promotores del

genoma. Por ejemplo, si un elemento en Cis esta 5 veces en el promotor de AtUTr2 y ese
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elemento solo estd presente una vez en el promotor de 1.000 de los ~27.000 genes del
genoma, eso indica que ese elemento estd muy sobre representado en la region
promotora del gen con respecto a lo esperado, pues tomando un gen al azar se espera que
la probabilidad de encontrar en €l un elemento en Cis sea de 0.037 (1.000/27.000).
Tomando los elementos regulatorios que estin presentes en la region promotora de
AtUTr2 y comparando cada uno con sus respectivas frecuencias en el genoma,
encontramos que de los 65 elementos en Cis encontrados alli, s6lo 1 de estos esta sobre
representado en el promotor de A:UT72, el denominado elemento QARBNEXTA. Esta
caja regulatoria previamente ha sido descrita en el gen de una extensina en Brassisca
Napus, planta comtiinmente conocida como canola o raps y se ha demostrado que puede
inducir la expresién de secuencias rio abajo bajo escenarios de estrés por dafio o
tension (Elliott y col., 1998) (Figura 15-A). ;Qué potenciales elementos en Cis
regulatorios podria alterar la insercién de T-DNA en las plantas AtUTr2.1? Debido a que
la insercion de T-DNA se encuentra en la zona del gen 4tUTr2 correspondiente a su
region 5"UTR, analizamos qué potenciales elementos en Cis regulatorios estan alterados
por la insercion. La caja regulatoria GT1-CONSENSUS se encuentra justamente
localizada en la zona donde se localiza la insercién de T-DNA en las plantas 4:UT¥2.1 'y
se encuentra interrumpida. Este elemento en Cis es una caja consenso que es reconocida
por el factor de transcripciéon GT-1, el cual se ha demostrado es capaz de activar la

transcripcion génica mediante la interaccion directa con elementos de la maquinaria de

la transcripcion (Le Gourrierec y col., 1999) (Figura 15).
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Figura 15. Analisis de elementos en Cis regulatorios en la region rio arriba del
inicio de la traduccion del gen AtUTr2. (A) Esquema de DNA genémico donde se
representa el gen ArUTr2, su region codificante, los UTR y su region promotora.
Utilizando la base de datos PLACE (Higo y col., 1999), se analizo la zona de 1kb rio
arriba del inicio de la transcripcion de AtUTr2, buscando alli la presencia de motivos en
Cis regulatorios que hallan sido publicados en algin organismo vegetal y sus respectivas
frecuencias en este promotor. En este esquema se destacan aquellos elementos en Cis
que resultan estar enriquecidos en el promotor de AtUTr2, tomando como criterio de
enriquecimiento aquellos elementos en Cis cuya frecuencia sea al menos un orden de
magnitud mayor a la abundancia promedio de este elemento en Cis en los promotores de
todos los genes del genoma; tomando todos los promotores del genoma con largo
arbitrario de 1kb. Ademas, representamos con una caja verde el elemento en Cis que esta
localizado justamente 233 bp rio arriba del ATG donde se encuentra la inserciéon de T-
DNA en las plantas AtUTr2.1. Esta caja regulatoria correspone al elemento GTI-
CONSENSUS vy esta presente en el 5"UTR. (B) Tabla donde se presenta con asterisco el
elemento en Cis QARBNEXTA, pues esta presente en el promotor de AtUTr2 con una
mayor frecuencia de lo esperado por simple azar.
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6.2 Andlisis de redes de correlacion de expresion

La construccion de redes y su anélisis estdn comenzando rapidamente a ser
utilizados para caracterizar los sistemas bioldgicos, ya que entregan una poderosa
visualizacion de la numerosa informacion disponible. Las redes se representan como
grafos, donde los vértices (0 nodos) son genes y los trazos (o arcos) representan algin
tipo de relacion entre éstos. En este trabajo analizamos redes de coexpresion, utilizando
datos de correlacion de expresion que estan disponibles en la Comprehensive Systems
Biology Database (Steinhauser y col., 2004). Se ha demostrado que la mayoria de los
genes que son coregulados transcripcionalmente codifican para proteinas que
interactian, formando parte de una misma via o proceso metabdlico (Ge y col., 2001;
Persson y col., 2005; Usadel y col., 2005). Asi, el anélisis de correlaciones de expresién
y la construccion de redes transcripcionales se han transformado en una poderosa
herramienta para ayudar a asignar funcién y a encontrar nuevas proteinas involucradas
en cierto proceso bioldgico. En nuestras redes, si dos genes correlacionan muy bien en
sus perfiles de expresion, tienen un trazo mas corto que conecta. Si la correlacion no es
tan buena, la distancia entre los nodos es mayor, pues las correlaciones de expresion
fueron representadas como distancia (ditancia=1- correlacion) (Usadel y col., 2005). Con
el objetivo de asignarle algiin rol metabdlico a AtUTr2 y evaluar sus potenciales
interacciones de expresion con genes del metabolismo de la pared celular, utilizando los
datos de correlacion de expresion construimos redes de coexpresion génica que
representan los niveles de correlacion de expresion de AtUTr2 con genes involucrados
en el metabolismo de la pared celular (Tabla 3). Lo que hemos realizado es utilizar

redes para representar las correlaciones entre los distintos perfiles de expresién de los
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genes que nos interesaba saber si coexpresaban. Asi, facilmente podemos representar de
forma visual muchos datos de similitud entre perfiles de expresién en una sola imagen.
Ademas, ficilmente se puede identificar aquellos nodos que no interactiian con algin
gen de interés, pues no hay un trazo que los une. Debemos sefialar, que si bien dibujar
los valores de correlacion en una red entrega una visualizacién aproximada de los
valores de distancia entre los nodos, resulta muy 1itil, pues el analisis de los datos en una
tabla es muy dificil de analizar si se trata de muchos pares de datos de correlacion y
analizar las interacciones de un gen en un contexto global es mucho menos intuitivo.

Se analizaron datos de coexpresion génica obtenidos al analizar microarreglos
generados por el consorcio multinacional 4tGenExpress, los que incluyen experimentos
donde las plantas fueron crecidas ante distintas condiciones de estrés y fueron
generados tanto a partir de tejidos aéreos como de raices. Estos microarreglos, son
agrupados como experimentos de expresion condicional bajo estrés. Al analizar las
correlaciones lineales de Spearman utilizando estos datos, tanto para raices como para
los tejidos aéreos en la base de datos utilizada hay 60 experimentos de microarreglos
disponibles y miden las respuestas globales de expresién a distintos tratamientos y
tiempos. Cada experimento como minimo posee una réplica y sus respectivos controles.
Dentro de los tratamientos incluidos en los experimentos hay tratamientos con agentes
que producen estrés oxidativo y genotdxico, tratamientos con alta y baja temperatura,
sal, luz ultravioleta, dafio fisico y sequia. Al analizar los datos de coexpresion entre
AtUTr2 y los genes incluidos en la tabla 3 utilizando estos datos, observamos que en
tejidos aéreos de estas plantas, el perfil de expresion de AtUTr2 correlaciona con el de

GONST4, MUR2, MURI, GER2, GAUT, MUR4 y GONST1, con correlaciones de
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Spearman significativas con un P value < 10% (Figura 16-A). En raices en tanto,
AtUTr2 correlaciona con UGDI, XT1, SUD3, UGD2, GONST3, MUR3, NDPasa?Z,
NDPasa3 y NDPasa5. Ademas, al igual que en tejidos aéreos, también correlaciona con
MURI (Figura 16-B). AtUTr2 coexpresa con genes que codifican para enzimas que
participan en el metabolismo de nucledtidos azicar en el citosol, como MURI, GER2,
SUD3, UGDI1. Ademas, coexpresa con genes involucrados en la biosintesis de productos
glicosilados propiamente tal, como MUR2, GAUT, XT1 y con putativos transportadores
de nucleétidos azicar como GONST3 y GONST4 (Handford y col., 2004). La proteina
MURI participa en la interconversién de GDP-D-manosa a GDP-L-fucosa en el citosol
(Bonin y col., 1997) y plantas con mutaciones puntuales en €l gen que codifica para esta
proteina poseen efectos sobre el xiloglucano (Lerouxel y col., 2002). Ademas, las
glicosiltranferasas MUR2 y XT1 han sido involucradas en la biosintesis de xiloglucano
(Faik y col., 2002; Perrin y col., 1999; Perrin y col., 2003). Tanto en raices como en
tejidos aéreos AtUTr2 posee niveles de correlacion de expresion significativos con
genes involucrados en el metabolismo de la pared celular y altos niveles de correlacién
de expresion sugieren una interaccion funcional entre las proteinas codificadas por los
genes que la poseen (Ge y col., 2001; Persson y col., 2005; Usadel y col., 2005). Asi,
los resultados obtenidos nos indican que bajo condiciones de estrés AtUTr2 puede
interactuar funcionalmente con proteinas involucradas en el metabolismo de la pared
celular, pues coexpresa con genes involucrados en este proceso metabodlico ante distintos

escenarios de crecimiento bajo tratamientos de estrés.
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Tabla 3.

Lista de genes involucrados en la biosintesis de la pared celular. De la base de datos
Cell Wall Navigator (Girke y col., 2004) se descargd los codigos de acceso y los
nombres de algunos genes involucrados en la biosintesis de celulosa y callosa, la
interconversion de nucledtidos aziicar en el citosol y la biosintesis de hemicelulosas y
pectinas. Ademas, se agregé a estos genes transportadores de nucledtidos azlicar y
nucledsido difosfatasas (NDPasas). La familias de genes GONST y AtGTr son putativos
transportadores de GDP-azicares. La familia AtUTr corresponde a putativos
transportadores de UDP-azucares. El gen denominado AtUTr corresponde al locus
AT5G59740, anotado como un putativo transportador de UDP-azucar.

EPIMERASA / DEHIDRATASAS BIOSINTESIS DE HEMICELULOSAS
CITOSOLICAS
GER1 Polipéptido reversiblemente glicosilado
GER2 RGP1
UGE1 Xiloglucano galactosiltransferasa
UGE2 MUR3
RHM1 Xiloglucano fucosiltransferasa
RHM2 MUR2 (AtFUT1)
SUD1 Xiloglucano xilosiltranferasa
SuUD2 AtXT1
SuD3 AtXT2
MUR1-GMD2 BIOSINTESIS DE PECTINA
MUR4-UXE1 GAUT
GAE1 GAUT2
GAE2 QUA1
GMD1 GAUT4
DEHIDROGENASAS CITOSOLICAS NUCLEOSIDO-DIFOSFATASAS
uGD2 NDPasa1
UGD3 NDPasa2
UGD1 NDPasa3
BIOSINTESIS DE CELULOSA NDPasa4
CesA8 (IRX1) NDPasa5
CesA1 NDPasa6
CesA2 (Ath-A) TRANSPORTADORES NUCLEOTIDOS AZUCAR
CesA3 (Ath-B) AtUTr AtGTr1
CesA4 (IRX5) AtUTr2 AtGTr2
CesA7 (IRX3) AtUTr3 AtGTr3
BIOSINTESIS DE CALLOSA AtUTr4 GONST1
AtGSL6 (CALS1) AtUTr5 GONST2
AtUTr6 GONST3
AtUTr GONST4
GONST5
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Figura 16. Redes de coexpresion obtenidas al utilizar datos de expresion
condicional. Con los genes de la Tabla 3 y con BIP, una chaperona de reticulo
endoplasmico, construimos redes de coexpresion (ver métodos). Se analizaron datos
de coexpresion génica obtenidos al analizar microarreglos generados por el consorcio
multinacional AtGenExpress, los que incluyen experimentos donde las (Plantas fueron
crecidas ante distintas condiciones de estrés (oxidativo, genotoxico, T, frio, sal, luz
UV, dafio fisico y sequia). Se analiza en total 60 experimentos en raices y 60
experimentos de tejidos aéreos. Como minimo hay una réplica por experimento. Se
representa aquellos valores de correlacion con un P value < 107, (A) Red obtenida al
utilizar datos de correlacion de expresion obtenidos desde tejidos aéreos. El nodo
correspondiente a AtUTr2 se destaca en amarillo. (B) Red obtenida al utilizar datos de
correlacion de expresion obtenidos desde raices. En ambas redes se observa que
AtUTr2 posee correlaciones de expresion significativas con genes involucrados en el
metabolismo de la pared celular.
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DISCUSION

.Cbmo las glicosiltransferasas acceden a los nucledtidos azficar?

Las glicosiltranferasas son enzimas capaces de mediar la biosintesis de polimeros
de aziicar en la ruta secretoria. Estas enzimas, poseen su sitio catalitico orientado hacia
el lumen del Golgi y utilizan como sustrato nucleétidos aziicar que son producidos en el
citosol. En plantas, se ha postulado la participacion de transportadores de nucledtidos
azicar (TNA) en la biosintesis de productos glicosilados en la ruta secretoria, pues se ha
demostrado que en membranas tanto de Golgi como de reticulo endoplasmico, existe
actividad de transporte para distintos nucle6tidos aziicar que una vez incorporados al
lumen del organelo pueden potencialmente ser utilizados por las glicosiltranferasas
como sustrato. AtUTr2 es una proteina de Arabidopsis thaliana de 345 aminoacidos
altamente hidrofobica, localizada subcelularmente en el aparato de Golgi, cuya
expresion y subsiguiente caracterizacion bioquimica, tanto en levaduras como en hojas
de tabaco, indican que es capaz de transportar UDP-galactosa. Este nucleotido aziicar es
sustrato para la biosintesis de distintos productos glicosilados de la pared celular
sintetizados en la ruta secretoria. Incluyendo hemicelulosas, pectinas y glicoproteinas
como arabinogalactanos y extensinas (Norambuena y col., 2005; Scheible y col., 2004;
Somerville y col., 2004). Nuestro trabajo, plantea el uso de plantas con alteraciones en
la expresién de AtUIr2 como herramienta en el estudio del rol bioldgico de esta
proteina, pues un andlisis de éstas plantas puede entregarnos nuevas luces sobre los

procesos biolégicos en que la proteina AtUTr2 esta involucrada, pues esperamos que
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cambios en los niveles de expresion de una proteina de estudio pueden producir
alteraciones en los procesos en que ésta participa. Ademds, tenemos el antecedente de
que la carencia de algin TNA puede producir alteraciones estructurales sobre los
polisacaridos producidos en la ruta secretoria y provocar efectos tanto a nivel celular
como del organismo completo en organismos eucariontes (Hirschberg, 2001), lo que nos
hace pensar que plantas con alteraciones en la expresion de algin TNA pueden tener
importantes efectos en su matriz extracelular.

En este trabajo, hemos caracterizado una linea insercional de Arabidopsis que
posee una insercion de T-DNA 233 bp rio arriba del inicio de la traduccion del gen que
codifica para AtUTr2 y evaluamos tanto posibles efectos sobre la pared celular como
posibles fenotipos existentes en estas plantas.

¢Est4 la insercién de T-DNA en el 5’UTR del gen A1UTr2?

Segtn la anotacién del genoma de TAIR 8 (Swarbreck y col., 2008), la insercién
de T-DNA en la linea analizada en este trabajo se encuentra en la region 5°UTR del
gen que codifica para AtUTi2. En trabajo previo realizado en nuestro laboratorio
mediante PCR y anélisis de segregacion, encontramos que la linea insercional 4tUTr2.1
efectivamente posee una insercion de T-DNA en su genoma. Ademas, tenemos plantas
que poseen ambas copias del gen 41UTr2 con una insercion de T-DNA, es decir, que son
homocigotas para la insercion. Utilizando partidores del gen cercanos al sitio de
insercion y utilizando un partidor que empalma con el borde izquierdo del T-DNA,
realizamos reacciones de PCR a plantas heterocigotas y homocigotas para la insercion

de T-DNA y a plantas silvestres control (Figura 5). Interesantemente utilizando ambos

partidores del gen que flanquean el sitio de la insercion (partidor a 6 b) y el partidor del
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borde izquierdo del T-DNA (partidor ¢), se amplifica una banda al utilizar DNA
genémico como templado. Esto nos indica que la insercién de T-DNA es compleja y
que probablemente hay dos extremos izquierdos del T-DNA con orientaciones opuestas
en el sitio de la insercién. Las plantas A#U7r2.1, nombre con el cual denominamos a las
plantas con la insercion de T-DNA en ambas copias del gen, posee inserto DNA
ex6geno de tamario desconocido que puede alterar la expresion de AtUTr2. Por ejemplo,
al interrumpir algin elemento en Cis regulatorio presente en la zona de la insercion. Sin
embargo, no basta con suponer dichos efectos. Justamente la caracterizaciéon de una
linea insercional lleva consigo evaluar si esta produce algiin efecto sobre la expresion
del gen de estudio.

2Existen alteraciones en la expresion de AtUTr2 en la linea insercional 4¢UTr2.12

Contestar esta pregunta es fundamental, pues si la linea AUTr2.I posee
alteraciones en la transcripcion de AtUTr2, se convierte en una muy buena herramienta
en la dilucidacion del rol bioldgico de este transportador. La insercién de T-DNA en la
linea insercional AtUTr2.1 se encuenira en la regiéon 5°UTR del transcrito de AtUTr2.
Sabemos que en los organismos eucariontes, la activacion transcripcional de un gen es
un fenémeno combinatorio, en el cual participan ademés de elementos reguladores que
se unen a elementos en Cis, complejos rearreglos de compactacién de cromatina (Struhl,
1999). En este contexto, pensar que una insercion de DNA foraneo en la region 5"UTR
de un gen puede alterar la transcripcion de un gen tiene mucho sentido. Segin los
andlisis realizados, el elemento insercional esta interrumpiendo una secuencia que puede
ser reconocida por el factor de transcripcion GT-1. Se ha demostrado que la alteracién

de las cajas que reconoce GT-1 pueden alterar los niveles de expresion inducible
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promovidos por este factor de transcripcién (Buchel y col., 1999), lo que nos hace
pensar en la posibilidad de que una alteracion en este elemento Cis regulatorio en el
5'UTR de AtUTr2 sea responsable de las alteraciones en los niveles de expresién de
AtUIr2 detectadas en las plantas ArUTr2.1. Nuestros resultados de experimentos de
Northern blot, (Figura 7) indican que en la linea insercional existen alteraciones en la
expresion del gen 4tUTr2, pues se observa un mayor tamafio molecular del transcrito y
una mayor abundancia de éste. Estos resultados validan el uso de las plantas 4tUTr2.1
en estudios de bisqueda de fenotipos y abre la puerta para posibles estudios posteriores
con este gen. Sin embargo, debemos considerar la posibilidad de que en estas plantas,
como mecanismo compensatorio a la insercion de T-DNA en el 5UTR de AtUTr2,
exista la expresién de ofro transcrito reconocido por la sonda utilizada y cuyo nivel de
expresion en las plantas silvestres sea muy bajo. Por ejemplo, el transcrito de 4fUT#4
posee dos regiones con un nivel de identidad a nivel nucleotidico del 79 y 81% con la
sonda confeccionada con la secuencia codificante de ArUTr2 y es un transcrito
expresado normalmente a muy bajos niveles. Sin duda, el uso en trabajos futuros de
otras lineas mutantes en estos genes permitird por cierto complementar este trabajo,
pues muchas preguntas quedan abiertas. ;En las plantas 4#UTr2.]1 habra més proteina
AtUTr2? 4El transcrito de mayor tamafio molecular observado en las plantas 4tUTr2.1
es capaz de ser traducido a una proteina funcional? En este trabajo no desarrollamos
alguna metodologfa que nos permitiera medir niveles de la proteina AtUTr2. Seria muy
interesante poder evaluar los niveles de proteina AtUTr2 en las plantas AfUTr2.1 y
contrarrestarlos con las mediciones de transcrito realizadas por Northern blot. Asi,

podriamos efectivamente saber si el transcrito anémalo en tamafio molecular observado
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en las plantas AtUTr2.1 es capaz de ser traducido a proteina. Més atin, es posible incluso
realizar mediciones de transporte de nucledtidos azicar en vesiculas de Golgi obtenidas
desde plantas AfUTr2.1 y compararlas con mediciones realizadas en plantas silvestres,
para asf ademas de tener informacién de los niveles de proteina AtUTT2 en estas plantas,
tener mediciones de actividad de transporte.

(Posee la linea insercional algin fenotipo a nivel de la estructura macroscopica?

Al crecer la linea insercional en tierra o en placas, observamos que no posee un
fenotipo morfolégico evidente. Esto nos llevé a analizar plantas crecidas en otras
condiciones, tal como plantas crecidas en cultivo de tejidos en medio liquido. Esta
condicion de crecimiento fue la utilizada en los experimentos de expresion que
evidencian que hay alteraciones en el transcrito de A#UTr2 en las plantas AtUTr2.1. Al
analizar el nliimero de raices laterales en plantas crecidas en esta condicién, observamos
que en la linea insercional hay una mayor tendencia a desarrollar estas estructuras
(Figura 9-10). Las raices laterales se caracterizan por la importancia que en su
iniciacion y desarrollo poseen factores como la luz, hormonas, aziicares y elementos de
la pared celular (Takahashi y col., 2003; van Hengel y col., 2002). Las raices laterales se
forman desde un primordio que emerge desde la raiz principal y que madura en dos
grandes etapas. Primero, el primordio logra emerger gracias a la expansién celular que
sufren las células de su base. Segundo, la nueva raiz lateral comienza a elongar, lo que
ocurre gracias a un aumento en la divisién celular (Malamy y col., 1997). Debido a que
AtUTr2 se expresa mucho més en la epidermis que en el resto de las capas radiculares y
que esta capa de células participa activamente en los procesos de diferenciacion y

reorganizacion celular que ocurren para dar origen a una raiz lateral, resulta muy
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interesante encontrar una mayor tendencia a formar raices laterales en las poblaciones de
plantas 4tUTr2.1 analizadas (Figura 2; 9; 10). Otro experimento que realizamos para
evaluar posibles fenotipos en estas plantas, fue el anélisis de aziicares en muestras de
pared celular. Resultados obtenidos al analizar plantas completas crecidas en cultivo de
tejidos, muestran que si existen diferencias en la linea insercional 4tUTr2.1 con
respecto a plantas control (Figura 12). Cuando se analizd muestras de pared celular
obtenidas desde plantas etioladas crecidas 20 dias en cultivo de tejidos liquido al 2% de
sacarosa, se observo diferencias en la composicion de aziicares totales, observindose un
menor contenido de xilosa, arabinosa y un mayor contenido de manosa, fucosa y
ramnosa en la linea insercional. Cuando se analiz6 muestras de pared celular obtenidas
desde plantas etioladas crecidas 11 dias en cultivo de tejidos 1% de sacarosa, se observd
también diferencias en las plantas 4tUTr2.1, pero s6lo la manosa mantuvo su mayor
composicion en la linea insercional si comparamos con los resultados obtenidos en las
plantas crecidas 20 dias al 2% de sacarosa. Cuando se analiz6 muestras provenientes
desde hojas de roseta de plantas crecidas en tierra 3,5 semanas, se observaron
importantes disminuciones en galactosa y un aumento en manosa en la linea insercional
AtUTr2.1 (Figura 12-C). Sin embargo, realizamos una réplica biolégica de este
experimento y no logramos reproducir estas diferencias (Figura 12-D). Nosotros
pensamos que una posible explicacion a esta falta de reproducibilidad, es el hecho que
las plantas fueron crecidas en temporadas distintas del afio en una cimara de
crecimiento con acceso a luz natural. Es necesario realizar mas experimentos para
corroborar o descartar las diferencias encontradas, pues diversos factores en las

condiciones de crecimiento, tal como la estacion del afio por ejemplo, pueden estar
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alterando los resultados. Cuando en plantas completas crecidas en cultivo de tejidos, en
placas o en raices, se analiz6 la composicion relativa de oligosacaridos de la
hemicelulosa mas abundante en Arabidopsis, el xiloglucano, se encontr6 cambios
reproducibles en la linea insercional y estadisticamente significativos. Como 47UT72 se
expresa de forma importante en raices, analizar el xiloglucano in sifu en estas estructuras
permite evaluar un posible efecto sobre este polimero en un tejido donde un efecto de la
insercién podria ser mds notorio. Ademas, es posible compararlo con los perfiles de
oligosacéridos de xiloglucano obtenidos en otras condiciones de crecimiento.
Interesantemente, tanto en raices como en plantulas completas o en plantas crecidas en
placas o cultivo de tejidos, se observa un aumento en la linea insercional en el contenido
del oligosacérido de xiloglucano XXFG acetilado (ver Figura 13-14), oligosacarido
que contiene galactosa, xilosa y fucosa. Ademas, en la linea insercional se observa un
aumento en el contenido de oligosacaridos acetilados totales y en contenido de
oligosacéridos fucosilados totales. Esto nos indica, que hay un efecto en la linea
insercional sobre el xiloglucano, independientemente de la condicién de crecimiento o el
tejido analizado y que justamente se observan cambios en oligosaciridos que estin
decorados con residuos de galactosa en su estructura.

.Qué nos indica el perfil de expresién de 4¢UTr2?

Al analizar el perfil de expresion de ArUTr2 utilizando datos normalizados de
expresion provenientes de experimentos piiblicos de microarreglos, observamos que
AtUTr2 se expresa en mayor medida en hojas senescentes y en la epidermis de las raices
(Figura 2). Ademas, podemos ver que sus niveles de expresién aumentan ante distintas

condiciones de estrés, tales como tratamientos con temperatura, sal y luz ultravioleta
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(Figura 3; 4). Estos resultados nos parecen bastante coherentes en el contexto de un
posible papel de AtUTr2 en la formacion de productos glicosilados en la ruta secreto;'ia,
ya que se ha descrito que la luz UV produce importantes alteraciones en la pared celular
y su metabolismo en células vegetales, pues pese a que ciertos metabolitos secundarios
como flavonoides pueden proteger a las plantas de la luz UV, las estructuras
superficiales de la planta se ven muy afectadas por este estrés (Kovacs y col., 2002; Liy
col., 1993). Ademas, se ha demostrado que la tolerancia a sales en plantas requiere de la
participacién de productos glicosilados en la ruta secretoria y que plantas mutantes en la
glicosilacién de proteinas presentan deficiencias en la formacién de elementos de la
pared celular (Gillmor y col., 2002; Kang y col., 2008).

Al analizar los perfiles de expresion de ArUTr2, observamos importantes
aumentos en el nivel de expresion de 4tUTr2 cuando los datos de expresién provienen
de plantas crecidas en medio MS liquido tratadas con cicloheximida por 3 horas, un
conocido inhibidor de la sintesis proteica. Esta induccion de expresi6n es especifica en
respuesta a cicloheximida y no én respuesta al tratamiento en si de adicién del
compuesto en el medio de crecimiento, pues la induccién de expresién no ocurre al tratar
las plantas con otros compuestos a la misma concentracién o con tratamientos control
(Tabla suplementaria 1). Estos resultados son muy interesantes, pues ningiin otro de
los miembros de la familia AfUTr posee un aumento tan notorio en su expresién cuando
las plantas son tratadas con cicloheximida y la induccién es bastante importante (Tabla
suplementaria 1). Desconocemos la razén de esta importante inducci6n, pero sin duda
pensamos que este hallazgo puede ser muy importante para experimentos futuros, pues

sabemos que la expresion de 4tUTr2 esti relacionada con la de otros miembros de su
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familia génica y no tenemos mayor informacién de cémo se regula la expresion de estos
genes. Por ejemplo, en raices, la expresion de A#UTr2 aumenta en tratamientos de estrés
por frio y decrecen ante tratamientos de alta temperatura. Algo completamente opuesto a
lo que ocurre con los niveles de expresién de AtUTr1 y AtUTr3, que en raices aumentan
su expresion cuando las plantas son tratadas a alta temperatura y disminuyen su
expresion ante condiciones de crecimiento de estrés por frio continuo (ver Figura 4).
Notese que la expresion de 4rUTr! y AtUTr3 esta muy correlacionada. AtUTr2 en
cambio, no posee altos niveles de correlacion con ninguno de los genes AtUTr
analizados.
(Cudl es el rol biolégico de AtUTr2?

Tanto AtUTr2 como AtUTrl y AtUTr3 son proteinas de la misma familia génica
que han demostrado estar localizadas en la ruta secretoria y que pueden actuar como
TNA. Sin embargo, pese a que son genes de la misma familia y a que comparten su
funcion molecular, no necesariamente estan involucrados en el mismo proceso
metabolico. La proteina AtUTr1 ha sido recientemente localizada subcelularmente en el
reticulo endoplésmico y relacionada con un proceso celular denominado UPR (Unfolded
Protein Response), proceso que permite a la célula responder ante el estrés celular
gatillado por la acumulacién de proteinas mal plegadas en la ruta secretoria, pues plantas
mutantes en esta proteina presentan un aumento en la expresion de otras proteinas
asociadas a2 UPR, como las chaperonas de reticulo endoplasmico Calnexina y BIP.
(Reyes y col., 2006). Tanto A¢tUTr1 como AtUTr3 poseen altos niveles de correlacién
con Calnexina y BIP, lo que evidencia que estas proteinas estin funcionalmente

relacionadas. AtUTr2 en cambio, esta localizada en el Golgi y por ende su funcién de
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transporte probablemente juega un papel en los procesos metabélicos que ocurren en
este organelo y no con procesos que ocurren en otros compartimentos celulares de la
ruta secretoria. Sabemos que dentro de los posibles procesos que utilizan nucleétidos
azicar en el Golgi, estd la biosintesis de hemicelulosas, pectinas y glicoproteinas
(Norambuena y col., 2005; Scheible y col., 2004; Somerville y col., 2004). Nuestros
resultados y la informaci6n reunida hasta la fecha, nos indican que la transcripcién de
AtUTr2 esta muy regulada y que ante escenarios metabélicos de respuesta a estrés hay
una relacién funcional entre AtUTr2 y otras proteinas involucradas en el metabolismo
de la pared celular. Ademés, tenemos evidencias de que en las plantas ArUTr2.1 hay
efectos sobre la composicion de xiloglucano, lo que nos hace pensar que parte de la
UDP-galactosa incorporada al Golgi por esta proteina puede ser canalizada hacia
glicosiltransferasas involucradas en la biosintesis de este polisacérido, tal como la
xiloglucano galactosiliransferasa MUR3 (Madson y col., 2003). Sin embargo, debemos
recalcar que hay otros polisacdridos que no fueron evaluados en este estudio
directamente y que también pueden estar alterados en las plantas AtUTr2.1, pues la
UDP-galactosa es sustrato de la biosintesis de glicoproteinas y de varios otros polimeros
de azicar no celulésicos sintetizados en Golgi ademas de xiloglucano que
potencialmente podrian presentar alteraciones, tales como galactomananos y

arabinogalactanos.
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CONCLUSIONES

e Los niveles de transcrito de AtUTr2 cambian drasticamente ante distintas

condiciones de crecimiento y responden a tratamientos de estrés.

e La linea insercional 4#UTr2.1 presenta alteraciones en la expresion de AtUTr2,
donde se observa un mayor tamafio molecular del transcrito y una mayor abundancia de

éste.

e En la linea insercional ArUTr2.1 hay diferencias reproducibles y
estadisticamente significativas en la composicion relativa de oligosacaridos de

xiloglucano.

® Ante escenarios metabélicos de respuesta a estrés hay una relacién funcional

entre AtUTr2 y otras proteinas involucradas en el metabolismo de la pared celular.




Muestra AtUTr1
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10uM acido salicilico 3h 163
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4
22
3
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3
12
59
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34
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AtUTr3 SD AtUTr4 SD AtUTr5 SD AtUTr6 SD

133
194
203
211
128
139
187
230
357
51

2
9
10
16
8
13
6
3
10
9

1

W ONONWL N

23
22
36
30
32
24
34
24
20
27

4

h O N N AN A W N

102
96
121

120

105
104
113
111
95

114

Tabla suplementaria 1. Datos normalizados de expresion de la familia AtUTr.
presenta un pequefio grupo de datos de expresion en distintos tejidos y ante distintas
condiciones de crecimiento. Los datos provienen de perfiles de expresion de
microarreglos ATH1 Affymetrix™ normalizados por el método GCOS. Estos datos,
fueron generados por el consorcio multinacional AtGenExpress e incluyen como minimo
una réplica por experimento. Los valores promedios de expresion normalizados se
presentan para cada gen. La desviacién estdndar (SD) de cada nivel de expresion se
representa en cada columna SD. Se observa que 4tUTr2 se expresa de forma muy fuerte
en hojas senescentes y se induce mucho su expresién cuando las plantas son tratadas 3

horas con cicloheximida.

Se

6
1
5
8
11
15
1
10
3
6
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