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RESUREN

La pared celular vegetal es rna compleja matriz extracelular constituida por rna

entrecruzada red de polisacaridos y glicoproteinas con importantes funciones celulares.

Dentro de los principales polineros de azdcar que la constitnyen, ademds de la celulosa

que  es  sintetizada  en  la  membrana  plasmatica,  destacan  aquellos  sintetizados  en  el

aparato  de  Golgi  denominados  hemicelulosas  y  pectinas.  Estos  son  sintet-izados  por

glicosiltransferasas que utilizan como sustrato nucle6tidos azdear 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 participaci6n de transportadores de nucle6tidos azhcar

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 caracterizaci6n molecular y fenotfpica de rna

linea de .4ziflbz.dopris ZfecrJj.a7za que posee una inserci6n de T-DNA en la regi6n  5'  no

traducida  del  transcrito  de    AIUTr2,  un  transportador  nucle6tidos  azticar  localizado

subcelularmente en el aparato de Golgi.

Analisis  de  expresi6n  g6nica  mediante IVorzhe77€  a/oJ  indican  que  en  la  linea

insercional  existen  alteraciones  en  la  expresi6n  de ,4fUr7.2,  observindose  un  mayor

tamafio molecular del transcrito y rna mayor abundancia de 6ste. Analisis fenotipicos

realizados  sobre  plantas  crecides  en  Placas  y  en  cultivo  de  tejidos  no  muestran

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

macrosc6pico.
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Utilizando  espectrometria  de  nasa  acoplado  a  un  cromat6grafo  de  gases,  se

realiz6  el  analisis  de  azdcares  totales  en  la  pared  celular  de  la  linea  insercional.

Experinentos 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 composici6n relativa de oligosacdridos de xiloglucano, se

encontr6  pequefios   cambios   en   la  linea  insercional.   Cambios   que  resultaron  ser

reproducibles y estadisticamente signi ficativos.

Con el  fin  de analizar la expresi6n de 14'f cFT7.2,  analizamos  datos  de expresi6n

provenientes  de  experimentos  pdblicos  de  microarreglos.  Allf,    se  observa  que  los

niveles  de transcrito de ,4fz7T7i2 cambian drdsticamente  ante distintas condiciones de

crecimiento y que responden a tratamientos de estr5s, resultados que son consistentes

con la presencia de  elementos  en Cis   de respuesta a estr5s  que se encuentran  en la

regi6n promotora del gen £4£t/r7.2.

Adicionalmente realizamos analisis de correlaci6n de la expresi6n de [4fc/Tr2 con

genes involucrados en el metabolismo de la pared celular, por medio de la construcci6n

de redes de coexpresi6n. Allf,  observamos tanto en raices como  en tejidos a5reos de

plantas sometidas a estr5s, que el perfil de expresi6n de j4f uTr2 posee altos niveles de

correlaci6n con genes involucrados en el metabolismo de la pared celular.

Nuestros resultados indican que la transcripci6n de .4fI/ZTr2 esta muy regulada y

que ante escenarios metab6licos de respuesta a estr6s hay rna relaci6n funcional entre

£4Jur7i2  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

147it7G7.dapsz.a  lha/i-a7zc7    line  with  a  T-DNA  insertional  element  in  the  5'  untranslated

region of the ,4f I/rj.? transcript, a Golgi locatized nucleotide sugar transporter.

IVo7f¢erm aJof analysis indicates that, in the analyzed insertional line, the .4JC/rr2

transcript is most abundant and bigger that in wild type plants. Phenotypic analysis in

plates and in tissue culture plants do not show statistical significative changes between

the insertional line and control plants.

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

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

rv



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 .4f I/rr2 expression

profile. Here, we can see changes in the 4ft/Tr2 transcript levels by different   growih

conditions and response to stress, results consistent with the stress response Cis elements

present ih the promotor region of the gene.

We analyzed the linear correlation between the 14fc/Tr2 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  £4fz/Tj.2

expression profile  has  high  correlation  levels  with profiles  of cell  wall  metabolism

involved genes.

The results suggested that the 4f[7rr2 expression levels are very controlled and

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

wall metabolism and 4fc/Tr2.



INTRODUCCI0N

La pared celular vegetal.

Todas  las  celulas vegetales poseen  rna matriz  extracelu]ar denominada pared

celular,  1a  cual  es  esencial  para muchos  procesos  fisiol6gicos  y  de  desarrollo  de  la

planta. Esta estructura entrega resistencia mecinica en los tejidos vegetates, regulando el

crecimiento,   el  volumen  y  la  morfologi'a  celular.  Ademas,   esta' involucrada   en

fen6menos de comunicaci6n entre c5lulas y constituye rna barrera de protecci6n frente

al ataque de pat6genos (Calpita y col.,1993).

La pared celular es una estructura compleja fomada por polineros de azdcar que

juntol a glicoproteinas conforman una entrecruzada red. Si bien la composici6n de esta

matriz extracelular van'a segdn los distintos tejidos,  se ha clasificado en dos tipos:  la

pared celular primaria y secundaria.

La pared celular primaria se forma durante el creciniento de todas las celulas

vegetales.  Es  una  estmctura  no  especializada  y  esfa  compuesta  en  un  90%  por

polisac5ridos y en un 10% por proteinas. El 70% de los polisacaridos son hemicelulosas

y pectinas y el 30% restante conesponde a fibras de celulosa. La pared secundaria se

forma rna vez que  el  crecimiento  celular ha cesado  y  s6lo  la poseen  algunos tipos

celulares. Se caracteriza por poseer un mayor contenido de celulosa, menor cantidad de

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

2004).
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La hemicelulosa mds  abundante  en  la pared prinaria de  dicotiled6neas  es  el

xiloglucano, el cual esta formado por una cadena lineal de glucosas (I+4-P-D-glucosa)

a  la  cual  se unen  de manera peri6dica residuos  de xilosa,  xilosa-galactosa  o xilosa-

galactosa-fucosa. Este polinero, interata con las fibras de celulosa y debido a que es

susceptible a degradaci6n enzinatica, participa activamente en  la extensi6n de la pared

celular  (Scheible y col., 2004; Vincken y col., 1997).

Las   pectinas   son   polineros   ricos   en   azdcares   cargados   como   el   acido

galactur6nico  y  en  azticares  neutros  como  ramnosa,  arabinosa y galactosa.  Son  los

polisacatdos mds solubles presentes en la matriz extracelular  y forman un gel altamente

hidratado, en el cual ]os grupos carboxilos de fas pectinas vecinas estin unidos por iones

Ca+2.  Una de las pectinas mds abundantes en la pared prinaria es el homogalacturonano

GIG),  un  homopolinero  de  (I+4)-Ch-D-acido  galactur6nieo  que  al  tener complejas

sustituciones   laterales de galactosa y arabinosa es denominado ramnogalacturonano I

alGI) (Scheible y col., 2oo4).
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1. EI Droblema de estudio:

La biosintesis de elementos no celul6sicos de la pared celular.

A diferencia de la celulosa, que es sintetizada en la membrana plasmatica, las

hemicelulosas y pectinas son sintetizadas en el lumen del aparato de Golgi. Desde allf

son exportadas en vesiculas por la mta exocitica hacia la membrana plasmatica, con la

cual  se  fusionan y vacfan  su  contenido  al  medio  extracelular  (Capita y  col.,  1993;

Dupree  y  col.,   1998).  Las  enzimas  responsables  de  sintetizar  las  hemicelulosas  y

pectinas son glicosfltranferasas que utilizan como sustrato nucle6tidos aatcar  @onin y

col.,  1997;  Dormann  y  col.,  1998;  Keegstra  y  col.,  2001)  y  en  base  a  su  secuencia

gchica, se ha identificado en 14ndjdrpL5is Zhazlja7ac7  alrededor de 415 posibles genes que

codifican  para  estas  enzimas  a3gelund  y  col.,  2004).  Sin  embango,  una  completa

disecci6n  funcional  de  todos  estos  genes  y  reapectivos  productos  proteicos  es  ate

necesaria,   pues   se   desconoce   en   qu6   procesos   metab6licos   exactamente   estin

involucrados la mayoria de estas proteinas. Justamente uno de los mds grandes desafios

de la,era post-gen6mica es lograr  describir cada gen a nivel funcional y el tralbajo que se

desarrolle en 47i¢67.dripsis Aha/7.c77acz', la primera planta en tener su genoma completamente

secuenciado, se espera sea iluminador de las futuras al)stracciones de la biologfa vegetal

en gen6mica funcional.

La primera celulosa sintasa en ser caracterizada y subsecuentemente clonada en

47iczbicirpLsfs Zfacr/7.¢7ia es la CesA; plantas mutantes en este gen presentan alteraciones en

la composici6n de celulosa (Arioli y col.,  1998; Gilke y col., 2004;  Somerville y col.,

2004). Las llamadas Csl a proteinas parecidas a la celulosa sintasa (del ingles; Cellulose
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synthase-like), son glicosiltranferasas   que se ha demostrado pueden estar asociadas a

elementos de la ruta secretoria y efectivamente, ser capaces de sintetizar polisacatdos

no celul6sicos (Arioli y col.,  1998; Dhugga y col., 2004; Liepman y col., 2007). Otros

buenos ejemplos de glicosiltranferasas  involucradas en el metabolismo de elemeutos no

celul6sicos de la pared celular son   la xiloglucano fucosiltransferasa AtFUTl  a'errin y

col., 1999; Perrin y col., 2003), la xiloglucano xilosiltransferasa XT] Q]aik y col., 2002)

y  la  xiloglucano  galactosiltransferasa  MUR3  Q4adson  y  col.,  2003),  pues  plantas

mutantes en estas proteinas presentan alteraciones en xiloglucano. Ademas, tambi6n hay

91icosisltranferasas que tanbi5n han sido relacionadas con el metabolismo de pectinas,

tales  como  QUASIMODO1  (QUA1)  y  GAUTl  @outon y  col.,  2002;  Orfila y  col.,

2005; Somerville y col., 2004; Sterling y col., 2006).

Las enzinas responsables de la biosintesis de los elementos no celul6sicos de la

pared  celular,   como  hemicelulosas  y  pectinas,   sonvAicosilrfusferasas,localizadas

subcelularmente en el aparato de Golgi, proteinas de solo un dominio transmembrana y

que  poseen  su  sitio  catalftico  orientado  hacia  el  lumen  de  las  cistemas  del  Golgi

(Keegstra  y  col.,  2001).  Estas  enzimas  utilizan  como  sustrato  nucle6tidos  azdcar,

metabolitos que son sintetizados en el citosol a3onin y col., 1997; Dormann y col.,1998;

Keegstra y col., 2001). Sin embargo; £C6mo el sitio catah'tico de ]as glicosiltransferasas

tiene acceso  a los nucle6tidos azdcar si estos  son sintetizados en el  citoplasma?   En

fracciones de membranas de c5lulas vegetales enriquecidas en vesfculas de Golgi, se ha

logrado deteminar actividad transportadora de UDP-glucosa, UDP-acido glucur6nico,

UDP-acido   galactur6nico,   UDP-galactosa   y   GDP-fucosa   (Munoz   y   col.,    1996;

Neckelmann y col.,  1998; Wulff y col., 2000). Estos resultados apoyan un modelo de
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biosintesis, en el cual los sitios cataliticos de las glicosiltransferasas tienen acceso a los

nucle6tidos azdcar gracias a la acci6n de transportadores de nucle6tidos azdcar (TNAs)

localizados   en   la   membrana   del   Golgi.   Estas   proteinas   altamente   hidrofobicas

transportan  los nucle6tidos  azdcar desde el  citosol  al  lumen  del  organelo,  donde  las

glicosiltranferasas los utilizan como sustrato para la formaci6n de productos glicosilados

qigura 1).

En sistemas animales y levaduras, Ia deleei6n de TNAs ha demostrado tener una

gran impor[ancia en el metabolismo de estos organismos, siendo en muchos casos letales

las mutaciones sobre estos genes @ean y col.,  1997; Freeze, 2001; Hirschberg, 2001;

Lubke y col., 2001). En Arabidopsis, gracias al analisis 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 protei'nas 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 endopldsmico (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., 200®. GONSTl es  un

TNA que ha sido   localizado  subcelularmente  en el  aparato  de  Golgi y que ha sido

caracterizado como un transportador de GDP-manosa @aldwin y col., 2001 ; Handford y

col„ 2004). Los transportadores  de UDP-galactosa,  UDP-GalTl y UDP-GalT2  fueron

identificados  mediante  su  clonamiento  en  una  linea  celular  de  ovarios  de  halnster

deficiente en el transporte de UDP-galactosa. La expresi6n heter6loga en levaduras de

estos genes permiti6 su caracterizaci6n bioquinica e indica que estas proteinas actdan

como   transportadores   de   UDP-galactosa      a3akker  y  col.,   2005).         Otro   TNA



caracterizado  en  Arabidopsis  es  el AtNST-KT1,  un  trausportador  de  UDP-galactosa

localizado en el Golgi. El primer TNA de Arabidopsis en ser reconstituido en liposomas

para  su  caracterizaci6n  bioquinica  atollwitz  y  col.,  2006).    En  nuestro  laboratorio

hemos identificado y clonado dos  genes hom6logos a transportadores de UDP-azdcar de

c6lulas animales que ban sido denominados 4fl/FrJ y 14ZZ/Z}2.  Mediante experimentos

de expresi6n heterdloga en levadura  se ha demostrado que la proteina  AtuTrl posee

actividad    transportadora  de  UDP-galactosa  y  UDP-glucosa  y  que  esta  localizada

subcelularmente en el retfculo endoplfsmico QTorambuena y col., 2002; Reyes y col.,

2006).   AtuTr2   en   cambio,   posee  inicamente  actividad  transportadora  de  UDPL

galactosa.  Experinentos donde se expres6 AtuTr2 en hojas de tabaco y luego se realiz6

ensayos  de  transporte,  indican     que  esta  proteina  transporta  UDP-galactosa  y  no

transporta  UDP-N-acetil  glucosamina,  UDP-xilosa,  UDP-acido  glucor6nico,   GDpr

fucosa, GDP-manosa ni UDP-glucosa. Ademds, experinentos de locali2aci6n subcelular

realizados  mediante  expresi6n  transiente  en  tabaco  de  una  proteina  quinera  entre

AtuTr2  y  la  proteina  fluorescente  verde  (GFP),  indican  que  AtuTr2  se  encuentra

subcelularmente localizada en el aparato de Golgi (Noranbuena y col., 2005). La UDP-

galactosa es sustrato de la biosintesis de glicoproteinas como los arabinogalactanos, que

han sido asociados a la regulaci6n de la expansion celular. Ademas, tambien es sustrato

de la biosintesis  de varios polimeros de azdcar no celul6sicos  sinteti2ados  en  Golgi.

Tales como  las hemicelulosas xiloglucano,  los mananos ramificados  con residuos de

galactosa denominados galactomananos y las pectinas llanadas ramnogalacturonanos.

Todos estos datos, sugieren que AtuTr2 puede tener una participaci6n en la biosintesis

de alguno de estos productos galactosilados que son sintetizados en el Golgi.
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dcual es el rot bio]6gico de AtuTr2?:

Gracias   a   fas   evidencias   experimentales   y   a   los   analisis   de   secuencia

mencionados anteriormente,  sabemos que AtuTr2 es un transportador de nucle6tidos

azticar,   localizado   en   el   Golgi   y   que   es   capaz   de   transportar   UDP-galactosa

QTorambuena 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  funci6n  de  AtuTr2  corresponde  a  un  transportador  de

nucle6tidos  azdear,  probablemente  implicado  en  la  biosintesis  de    algdn  producto

glicosilado con residuos de galactosa en el aparato de Golgi,   pero 6En qu5 proceso o

procesos  metab6licos  AtuTr2  rcalmente  participa?     6C6mo  podriamos  analizar  la

posible participaci6n  de AtuTr2  en  la biosintesis  de elementos  no  celul6sicos  de  la

pared celular?

Utilizaci6n de lineas insercionales de drt[bj.dopsi.s ffofllJz.flr#a.

Una estrategia experimental para analizar la funci6n de rna proteina es analizar

los efectos generados al alterar la expresi6n del gen que la codifica. Asi, plantas que

sean  mutantes  o  que  sobre  expresen  el  transcrito  de  .4f I/Tr2  podn'an  ayudarnos  a

encontrar  evidencias  que  relacionen  a  esta    proteina  en  cierto  proceso  o  procesos

metab6licos, 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.

j4rflbz.dapL5z.s fhaJr.¢#¢ es una planta dicotiled6nca ideal para estudios gen5ticos,

pues  posee  un  ciclo  de  vida  corto,  es  diploide  y  tiene  su  genoma  completamente

secuenciado  (hitiative,  2000).  Ademds,  existen  bancos  de mutantes  insercionales  de

estas plantas, que son generadas a gran escala por grandes consorcios de investigaci6n y



que   se   encuentran   disponibles  para  toda   la  comunidad   cientifica.   Las   mutantes

insercionales son plantas que poseen en su genoma un segmento de DNA forineo, que

dependiendo  del  lugar  de  la  inserci6n  pueden  interrunpir  o  alterar  la  transcripci6n

normal de un gen. Los elementos insercionales mds utili2ados son transposones y el T-

DNA de .4grobcrcferz`#"  fzf"e/#cjerrs   afrysan y col.,  1999). En bancos  de  lineas  de

Arabidopsis que generan masivaniente plantas con inserciones de T-DNA en su genoma,

se ha identificado el sitio del lugar donde se encuentra cada inserci6n, lo que permite la

ripida identificaci6n de una linea de particular inter5s para su posterior caracterizaci6n

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

47it7bz-dopsz.s fha/7.¢77cz. Algunas de estas plantas presentan alteraciones en el crecimiento,

en la elongaci6n del hipocotilo, defectos de la morfologia de las raices, fragilidad del

hipocotilo, o efectos morfol6gicos en las c5lulas 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  ]a  pared  celular  no

presentan diferencias morfol6gicas macrosc6picas evidentes en comparaci6n con plantas

silvestres,  aunque  muestran  alteraciones  en  la  composici6n  de  azdcares  de  la pared

celular (Assaad y col., 2004; Usadel y col., 2004).

En  este trabajo  queremos  dilucidar la posible participaci6n de AtuTr2  en  el

proceso   de  biosintesis  de  polisac5ridos  no   celul6sicos   de  pared  celular.  Nuestra

estrategia sera estudiar los efectos generados al alterar la expresi6n del gen que codifica

esta proteina, pues  lineas de 14ncrbz.doprJ.s que sean mutantes o que sobre expresen el
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transcrito de ,4JUT7.2  serin rna titil herranienta para analizar la participaci6n de esta

proteina  en  la biosfntesis  de polisacdridos y  glicoproteinas.  Lo  que  hemos  hecho  es

abordar el  problema  desde  una perspectiva gen6mica  funcional.  Esperamos  que  una

linea de Arabidopsis con alteraciones en los niveles de transcrito de j4f I/ZTr2, mos permita

inferir informaci6n de la funci6n de la proteina.

Despu6s que el genoma de .47itzbz.JopLrz.s Zha/i.a#a fue completamente secuenciado

el  afro  2000,  ha  existido  un  aumento  explosivo  de  la  informaci6n  pdblica  de  las

secuencias de sus genes y de dates de expresi6n. Hoy en dfa, es posible realizar analisis

bioinformaticos  y  acceder  a    mtiltiples  henalnientas  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 infomaci6n

de los inicios de transcripci6n de cada gen e incluso podemos acceder a bases de datos

que mos entregan datos de expresi6n masivos ya procesados y analizados (Steinhauser y

col., 2004; Swarbreck y col., 2008). Debido a esto, en este trabajo hemos analizado la

infomaci6n disponible para AtuTr2 utilizando estas herramientas.

En este trabajo, presentanos la caracterizaci6n molecular y fenotl'pica de una

linea de .47itzb7.dopris Z¢crJ7.cr#cr que posee rna inserci6n de T-DNA en la regi6n 5'UTR

del  transcrito  de  J4ZC/Z}2  en  ambas  copias  del  gen:  la  linea  insercional  j4fc/Tr2./.

Ademas, debido a la gran disponibilidad de datos ptiblicos de expresi6n en Arabidopsis

y de an5lisis de secuencia de sus genes, analizanos  la regi6n promotora del gen 4fc/T7i2

y su grado de coexpresi6n con otros genes involucrados en el metabolismo de la pared

celular y con los cuales puede  estar sometido a un control transcripcional comtin.
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2. HiD6tesis

El   transportador  de  nucle6tidos   azticar  AtuTr2  participa   en  procesos   de

biosintesis de elementos no celul6sicos de la  pared celular.

3. Obietivo General

Caracterizar una linea de J4rt76z.drpsts fhaJz.a7zcz que posee un elemento insercional

de T-DNA en la regi6n fro arriba del inicio de la traducci6n del gen que codifica para

AtuTh2, un tranaportador de nucle6tidos azdear localizado en el aparato de Golgi.

4. Obietivus esDecfficos

1.  Deteminar si en la linca insercional 14ft7Z7i2/ existen alteraciones en los niveles de

transcrito.

2.  Analizar posibles fenotipos presentes en las plantas 14f[/Z7i2. J.

3. Analizar en las plantas £4Z[7Tr2| posfoles efectos sobre la composici6n de la pared

celular.

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

expresi6n del .4f Ur7i2.
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RATEEENES

1. Mterinl Biol6rico.

Plantas v condiciones de creciniento

Se  utilizaron  plantas  de 4nt7b7.drpszs  /ha/7.a#a  silvestres  del  ecotipo  Columbia

(Colro).  Las  lineas  insercionales  de  T-DNA  caracterizadas  fueron  facilitadas  por  el

Instituto  Torrey  Mesa  de  la  empresa  biotecnol6gica  Sw2gr72¢cr  bajo  un  acuerdo  de

transferencia de material  /Z££±/7..,/w"t. /#27i. o;:g).

Con  el  propdsito  de  obtener  plantas  adultas  para  la  mantenci6n  de  lineasas

insercionales   y  la recolecci6n de tejidos adultos desde plantas crecidas en tierra,  las

plantas fueron sembradas en una mezcla 2: I de  tiem  de hojarvermiculita y crecidas en

una c5mara climatizada a 23°C con un ieginen de luz/oscurided de 16/8 horas.

Para la preparaci6n de RNA, analisis fenotfpicos y preparaci6n de muestras para

t6cnicas  microscdyicas,  las plantas  fueron crecidas en  condiciones esteriles en  medio

basal   Murashige   and   Skoog   pH   5,8   con   sacarosa   1-2%   p/v   dependiendo   del

experinento.

Para  esterilizar  las  semillas,  se  trataron  por  5  minutos  con  una  soluci6n  de

hipoclorito  de  sodio  5%  v/v  y  luego  con  Etanol  70%  v/v  con  agitaci6n  constante.

Posteriormente  se    lavaron  5  veces  con   I   ml  de  agua  esteril.  Para  sincronizar  la

germinacich, antes de transfchr las semillas a la cinara de cultivo de tejido, se dejan 48

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

Tabla 1.

Partidores para la verificaci6n de la inserci6n.

Partidor Secuencia

Partidor borde izquierdo 5 ` T'AGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC   3 '

del T-DNA

Part-idores` que flanquean la inserci6n 5 ' GCCACGCTGGTAATGCAAATT   3 '5'CTTTGAGCIAGAGATTCAAAGGA3 '

de  T-DNA;  directo e inverso

respectivamente

Tabla 2.

Partidores utilizados pars sintetizar sonda radioactiva amplir[cando ]as secuencia
codiflcante (CDS) de 4fz7Tr2 de 1086 bp clonada en vector GPD426-AtuTr2myc.
La secuencia CDS de,4fl7Z+2 esta clonada en los sitios 5'B¢"HI y 3'IVotl.

Partidor \Secuencia

Extremo 5'Bc7z„HI 5 ' TTCTAATGTGTAGAGTCAGTGACACACTT   3~

Extremo 3 'jvotl 5 `AACTGGAGGATCTTAGATAGAATCAGGTT   3 '
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3. AnticuerDos.

Los  anticuexpos utilizados  en esta tesis  fueron  facilitados por el  Dr.  Paul  Knox,  del

Centre for Plant Sciences, University of Leeds, England.

AnticuerDos anti.pectinas

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

(1+4+8-Ilgalactosa de ramnogalacturonano I (Willats y col., 2001 ).

• LM6: Anticuerpo monoclonal que reconoce 5 arabinosas en cadenas de (1+5)-or-L-

aral]inanosa de ranmogalacturonano I. (Willats y col., 2001)

AnticuerDo secundario

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

4. Reactivos.

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

Saphadex G-50 y la membrana hybond-N+.

• De BioLats Orew England, USA) se obtuvieron enzimas de restricci6n, DNA ligasa y

marcadores de peso molecular  para RNA.

•  De  Fementas  (Vilnius,  Lithuania)  se  obtuvieron  enzimas  de  restricci6n,  DNA

polimerasa, el Hexalabel DNA kit y el marcador de PM de DNA de I kb.

• De Gibco Onvitrogen, Grand Island, NY, USA) se obtuvo el sistema de purificaci6n de

productos de PCR "CONCERT", el sistema de transcripci6n reversa y agarosa para la

praparaci6n de geles de electroforesis.

• De Merck se obtuvieron lus solventes de grado analitico y las sales.
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• De Perkin Elmer Life Science @oston, USA) se obtuvo el or-32P-dcTP.

• De PhytoTechnology (Kansas, USA) se obtuvo el media basal Murashige and Skoog

Q4S) y el agar para la preparaci6n de placas de crecimiento de plantas.

• De Promega Q4adison, WI, USA), se obtuvo el marcador de PM de DNA de 50 pb.

•  De  Sigma  Chemical  Co.  (St.  Louis,  USA)  se  obtuvieron  los  reactivos  qul'micos

generales.
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RETODOS

1. Tdenicas de Biologia Molecular.

1.I  Reacci6n en cadena de ]a oolin]erasa fpcR)

Para todas las reacciones de PCR se utiliz6 DNA polinerasa Taq Fermentas, su

tanp6n correapondiente, mezcla de nucle6tidos 02 mM, Cloruro de Magnesio 1,5 mM,

y  12  pmoles  de  cada  partidor.    En  las  amplificaciones  desde  DNA  gen6mico  se

realizaron reacciones de 40 ciclos, siendo las temperaturas de apareamiento diferentes

para  cada par  de  partidores:  primer  directo/Partidor horde  izquierdo  T-DNA  50  °C;

partidor inverso/partidor borde izquierdo T-DNA 55 °C.   Las condiciones de extension

fueron 1£ minutos a 72 °C.

1.2  PreDaraci6n de DNA een6mico

Para  los  experimentos  de  PCR,  en  un  tubo  de  lf  ml  se  congelaron  con

NItr6geno liquido 100 mg de tejido y se moli6 hasta pulverizarlo. Se agreg6 0,55 ml de

tampon de extracci6n ITds-Hcl 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 lsoamflico (25#4/I) y se agit6 en vortex

.   durante 20 segundos. Luego,   se dej6 en hielo por un par de minutos y  se centrifug6 a

12.000g por 5 minutes. Para realizar rna segunda extracci6n, se recuper6 la fase acuosa

y se transfiri6 a un tubo con 055 ml de Isopropanol, mezclando cuidadosamente por

inversi6n. Luego, se precipit6 a temperatura anbiente por 10 minutes y se centrifug6 por

10  minutos  a  12.000g.  El  precipitado  fue  lavado  con  Etanol  80%  y  secado  por 30
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in   utos a temperatura ambiente. El pellet se resuspendi6 en 100prl de tanp6n TE ITris

10 mM pH  8,0, EDTA  lmM)  con RNAsa A  (20  ng/inl) y se incub6 a 37°C por 30

minutes.

1.3 Identificaci6n de olantas homocisotas

La confimaci6n de ]a presencia de la inserci6n en la linea 14ZUZ7i?i se realiz6

mediante PCR utilizando partidores del gen cercanos al sitio de inserci6n y utilizando un

partidor del borde izquierdo del T-DNA (vcr Figure 9. Con este partidor, ®artidor c) y

uno de los patidores del gen ®artidor a o b, segdn la orientaci6n de la inserci6n) es

pQsible amplificar una banda utilizando DNA gen6mico de la planta s6lo si la inserci6n

esfa en el sitio predicho. Adicionalmente esta tecnica permite identificar molecularmente

si las plantas son homocigctas o heterocigotas para la inserci6n. Utilizando uno de los

partidoresdelgen(aob)yelpartidordelT-DNA(c)seamplificaunabandaalutiliza+Ear

DNA gen6mico de la planta mutante, sea esta heterocigota u homocigota. Sin embargo,

al utilizar anbos partidores del gen (a y b) s6lo se anplificaria una banda desde el DNA

gen6mico de plantas hcterocigotas, ya que poseen una de las copias del gen en estado

silvestre. En las plantas f4f[/772 / no se obtendria el amplificado al utilizar los partidores

a y b pues la inserci6n de T-DNA en demasiado extensa como para ser amplificada por

PCR.

1 .4 Exoerimentos de Sb3ifihe77z a/of

EI DNA gen6mico para la realizaci6n de este experimento se obtuvo utilizando

hojas de rosetas de plantas adultas,   utilizando el protocolo de extracei6n que permite

tanto la extracci6n de RNA como DNA gen6mico @as y col., 1990). Con este protocolo
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se  obtiene  una abundante  cantidad  de DNA  gen6mico  sin  degradaci6n,  6ptino  para

experimentos  de  Soatfae"  b/oJ.    4  pug  de DNA  gen6mico  fueron  digeridos  con  las

enzimas  de restricci6n   BamHI, EcoRI,  Hindlll, Pstl  y Xbal por toda la noche.  Los

fragmentos obtenidos fueron separados en un gel de agarosa 1%. Una vez fmalizada la

electroforesis, el gel se incub6 por 8 minutos en Hcl 0,25N. Luego el gel se incub6 por

3`0 minutes en soluci6n denaturante QTaoH 0,4M, Nacl 0,8M), y por 45 minutos en

soluci6n  neutralizante  (Tris  base  0,5M,  Nacl  1,5M).  EI  DNA  fue  transferido  a  rna

membrana   de   nylon   cargada   positivamente   Q|ybond-N+,   Amersham)   mediante

capilaridad, en rna soluci6n SSC  lox (SSC  IX: Cloruro de Sodio 0,15 M, Citrato de

Sodio  0,015M, pH 7,0) por  12 horas. Luego  de la transferencia el DNA  se fij6 a la

membrana exponi5ndola por 2 minutos a luz ultravioleta (Crosslinker model CL-1000,

UVP). La prehibridaci6n fue realizada a 65 °C por 3 horas en tamp6n de prehibridaci6n

SSC   5X,   Fosfato   de   Sodio   0,05M   pH   6,8,   Denhardt's   5X   @enhardt's   lx:

Polivinilpirrolidona 0,02% v/v, Albdmina de suero bovino 0,02% v/v, Ficoll 0,02% v/v),

EDTA lmM pH  8,0; DNA de espermio de salm6n 10 pug/ml y SDS  1% v/v. Luego las

membranas fueron hibridadas a 65 °C por 16 horas en un tamp6n de hibridaci6n (igual al

de prehibridaci6n pero con SDS 0,1°/o) con la sonda purificada y a una concentraci6n

entre 1 - 3 millones de cpm/ml. En todos los casos las membranas fueron lavadas a 65 °C

en foma 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 minutes. Las membranas  fueron

expuestas   en rna pantalla "Phosphor Screen" y analizadas en un equipo "Molecular

lmager FX" q3io-Rad, California, USA).



19

1.5 0btenci6n de sondas radioactivas

Para sintetizar las sondas radioactivas se util`iz6 la tdenica de marcaje por PCR.

En un volumen de reacci6n de 20 prl se utiliz-aron 100 pg de vector como templado y los

partidores  respectivos  a  una  concentraci6n  final  de  250  nM.  Ademas  la  reacci6n

contiene 3.,3 prl de rna mezcla de dNTP (sin dcTP) 10 prM, 5 Hl de or-32P-dcTP 3,3 prM,

Mgc12  2,5 mM, 1LLl de Taq polimerasa y su tampdn de reaccich. Se emplearon 30 ciclos

de  amplificaci6n  con  rna  temperatura  de  apareamiento  de  50°C  y  un  tiempo  de

extension de 1,5 minutos. Posteriomente la sonda amplificada fue purificada mediante

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

contador de centelleo beta BECKMAN.

Para la corifecci6n de sonda radioactiva contra AIUTr2:

Templado: vector GPD426-AtuTr2myc con la secuencia CDS de .4f[/r7.2 en los sitios

5'Bcrz#IH  y  3'jvdrl        QToranbuena  y  col.,  2004).  Los  Partidores  utilizados  para

anpliflcar la sonda se detallan en la Tabla 2.0 y amplifican el CDS completo de 4f I/Tr2

de 1086 bp.

Para conif ;ecci6n de sonda contra RNA18S..

Templado:  vector H8BloT7-Bl#escr7Pf SK,  que contiene el  EST del RNA ribosomal

18S  de .4jiabz.dopLsis   fhaJ].¢#cr,  que fue donado gentilmente por Dra. Loreto Holuigue,

Pontificia Universidad  Cat6lica  de  Chile.  Partidores  utilizados:  SK  y KS  del  vector

pB+uescript SK.
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1 .6 Analisis de exDresi6n mediante IVorfifem a/of

A partir de  10-12  gramus  de tejido  se obtuvo  una preparaci6n de RNA total

utilizando el mismo protocolo que en la preparaci6n de DNA gen6mico para Sbatife772

bfof  (Das y col.,  1990). Para todos lus experimentos de IVo7*he77z bfof se utilizaron 40

[ig de RNA, los cuales fueron fiaccionados en un gel de agarosa al 1,5% en condiciones

denaturantes Olormaldchido 1,1% v/v, tamp6n MOPS  IX props  lox: 02M; Acetato

de  Sodio  0,05M, Na2EDTA  0,01M)). Antes  de cargar las muestras  en el  gel,  fueron

denaturadas  con  3  voldmenes  de  buffer  de  denaturaci6n  ¢ormaldehfdo  8  %  via,

Formamida 65 % v/v en tamp6n MOPS). Luego, se incubaron a 70°C por 10 minutes y

se les agreg6   5 ul de rna soluci6n 1:1 (4zul de Bromofenol al  1% p/v, EDTA  1 mM,

Glicerol 50% vtr: Bromuro de Etidio 0.1 mg/inl). Las membranas fueron lavadas a 65°C

en forma consecutiva  por 15 minutos en SSC 5X, SDS 0,1%, por  30 minutos en SSC

2]£ SDS 0,1°/o, y por30 minutos en SSC 0,1}L SDS 0,1%.

Las   membranas   fueron   expuestas   en   rna  pantalla   "Phoxphor  Sdree#   y

ananalizadas  en  un  equipo  `CMolecular  Imnger FX?'  a3io-Rad,  California,  USA).  Para

retirar la marca radioactiva de las membranas 5stas fueron hervidas por 10 minutos en

soluci6n SSC 0,1X, SDS 0,1%. Asf, fas melnbranas pudieron ser utilizadas con mds de

una sonda radioactiva.
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2. Inmunofluorescencin en teiido comDleto.

2.1 Incubaci6n con amticueroos

Para la realizaci6n de las inmunofluorecencias de tejido completo, se utilizaron

plantas crecidas due 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 Paraformaldehfdo 4% p/v en PIPES 50mM, EGTA 5mM pH 6,9 por toda la noche a

4°C y posteriomente s? lav6 3 veces con PBS.  Se incub6 con el anticuerpo primario

diluido  10 veces toda la noche a 4°C en leche/PBS 3%. Luego, se lav6 con PBS y se

incub6  con  el  antiouerpo  segundario  diluido  100  veces  por  1  hora  a  temperatura

ambiente, se lav6 con PBS y se mont6 Ia muestra en un portaobjetos.

22 MicroscoDfa de eDifluorescencia

Una  vez  montadas  las  muestras  en  portaobjetos  fueron  observadas  en  un

microscopio de epifluorescencia Olympus K70 con rna cinara digital  SONY CXC-

390  3CCD  adosada.  Las  imisenes  de  fluorescencia  fueron  tomadas  con  el  filtro

UN3001 a]x488ffim535) y procesadas con el programa Photoshop 7.0.

3. Anflisis de azficares de I)ared ce]ular.

3.10btenci6n de material de Dared celular

Los  tejidos  fueron  congelados  con  Nitr6geno  lfquido  y  molidos  en  mortero.

Luego,  el polvo  resultante fue resuapendido  en Etanol  80% y se homogeniz6 por  I

mrninuto  con  un  Polytron  Blender.  El  homogenizado  se  centrifug6  a  6.000g  por  10

minutos y el residuo insoluble se lav6 con Etanol 80% y luego con Etanol  100%. Este
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material fue luego  agitado por  1  hora con   Metanol/Clorofomo  (1:1)  y nuevamente

centrifugado, a 6.000g por 10 minutos. El residuo insoluble obtenido se lav6 dos veces

con Acetona y se  dej6  secar a temperatura ambiente,  obteni5ndose  luego  de  esto  un

pellet de polisac5ridos insolubles en alcohol.

3.2 Analisis de azticares totales utilizando GC-MS.

Se analizaron plantas etioladas crecidas en places por 4 dfas, 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,  lus tejidos  fueron molidus  en nitr6geno  lfquido y

rresuapendidos en Etanol 70%. El material insoluble en alcohol se lav6 consecutivanente

due veces con Clorofomo:  Metanol  I:1  y Acetona. Utilizando  entre 24 mg de este

material, se realiz6 cousecutivamente rna hidr6lisis, rna reducci6n y rna acetilaci6n de

los azdcares para obtener lus derivados alditol acetatos de 6stos. Los alditol acetatos

volatiles    fueron    analizados    mediante   cromatografia   de    gases    acoplado   a   un

eapectr6metro de nasa (GC-MS). Utilizando inositol como estindar intemo, se obtuvo

el porcentaje mol de galactosa, arabinosa, xilosa, ramnosa, fucosa y manosa.

3.3 Analisis de xiloalucano utilizando esDectfometria de nasa

El xilo9lucano es la hemicelulosa mds al>undante en la pared celular primaria de

Arabidapsis. Este, esta constituido por una cadena lineal de glucosas a la cual se unen de

manera peri6dica y eapecffica residues de xilosa,   xilosangalactosa o xilosa-galactosa-

fucosa. Al digeririo con una endo-Pulucanasa, enzima que cofta solo aquellos enlaces

glicosidicos donde la glucosa no esfa sustituida, los fragmentos   resultantes pueden ser

analizados mediante eapectrometha de nasa a,erouxel y col., 2002) arigura 13).
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Los tejidos analizados fueron molidos en Nitr6geno lfquido y resuspendidos en

Etanol 70%. El material insoluble en alcohol fue lavedo consecutivamente dos veces con

Cloroformo:  Metanol  I :1  y Acetona.  Posteriormente el material  obtenido fue digerido

con  0,2  U  de  una  xiloglucano  endoglucanasa  (XEG)  a  37°C    y  los  oligosacdridos

liberados por la digestion fueron analizados por espectrometria de masa MALDI-TOF,

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

4. Ana]isis bioinformaticus.

4. I Analisis de la reed6n` oromotora

Para  este  analisis,  desde  la  base  de  datos  TAIR  (Swarbreck  y  col.,  2008)

(Archidopsis     irformation     Resource,      h[lp:/i'ww`i'.cu.ah!j±!!}p±;j±!±)]:i±)      sehcocjrounrcos

afoitrariamente lkb de la rect6n rio arriba del primer cod6n codificante del  gen 4/I/772.

En  dicha  region,  analizanus  la  presencia  de  motivos  regulatorios  que  hayan  sido

publicados  en  algdn  organismo  vegetal,  para  lo  cual    utilizamos    la  base  de  datos

PLACE  ¢Iigo y col„  1999) y Plantpag `hltp://plantpag.mpimp-golm.mpg.de/ .

4.2 Analisis de redes de correlaci6n de exDresi6n

Desde la Coxppriehe7rsrfe S^sfe#is BfoJqg}; Dcl/abase del lnstituto Max Planck of

Moleeular  Plant  Physiology  (Steinhauser  y  col.,  2004),  se  obtuvieron  resultados  de

conelaci6n   lineal   entre   perfiles   de   expresi6n   gchica   derivados   del   consorcio

multinacional 4¢Ge#ExpresS. Este proyecto tiene por chjetivo dilueidar el transcriptoma

de Arabidopsis utilizando  lus chips de microarreglus de genoma completo ATHl  de

4ffirferfu".  Las  correlaciones  lineales  de  fpearma#  obtenidas  entre  los  distintos

perfiles de expresi6n analizados fueron transformadas en una m5trica de distancia (d=1 -
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correlaci6n). Bdsicamente las correlaciones de fpearmc}# permiten obtener una medici6n

del grado de asociaci6n entre dos variables ®erfiles de expresi6n) y sus valores toman

valores  entre  0  y  1  en    el  caso  de  tratarse  de  correlaciones  positivas.  Un  valor  de

correlaci6n de 0 indica que no hay conelaci6n. Un valor de 1  indica que la correlaci6n

es  maxima.  En  este trabajo,  utilizanos  las  correlaciones positivas.  Los  datos  fueron

representados como redes sin direcci6n. En cada red se representa aquellos valores de

correlaci6n  con  un  P  value  <  10-2.  Los  resultados  fueron  graficados  utilizando  el

progprmaPadek.
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RESULTADOS

1. Analisis de expresi6n de4fl77+2 en Dlantas silvestres.

AtuTr2  es  rna proteina  que  pertenece  a  una  familia  de  tranaportadores  d?

nucle6tidos  azdcar  de  j47iwbj.drprv.s  r7ZcIJharacr,  hom6logos  a  tranaportadores  de  UDP-

aatcar presentes en humanos QTorambuena y col., 2002). Con el objetivo de analizar los

perfiles  de  expresi6n  de  14f I/Z7:2,  analizanos  datos  de  expresi6n  provenientes  de

experimentos  de  microarreglos.  Los  datos  analizados  en  este  trabajo  provienen  del

proyecto  multinacional  de  transcript6mica  de  Arabidopsis j4fGe#EkyesS  y    hen  sido

normalizados con el chjeto de comparar los distintos perfiles de expresi6n entre si y

facilitar   su   analisis.   Se   trata   de   experimentos   realizados   con   los   chips   ATH1

4givrfezur,   lus   que   fueron   disefiados   para   detectar   el   comportaniento   del

transcriptoma completo de Arabidopsis.  Cuando se analiza este tipo de datos, es posible

utilizar   distintos  m5todos   de   analisis  y  visualizaci6n.   Muehas   veces   rna   buena

visualizaci6n   genera   mayor   entendimiento   qpe   muchos   datos   cndos.      Cuando

analizanos lus niveles de expresi6n de 4f I/Z}:2 a travds de distintus estados de desarrollo

de la planta completa,   ralces y hojas utilizando la plataforma de microarreglos ATHI

£4|ffimae#iz]f", se observa que los niveles de transcrito de f4ZC/rr2 son mucho mas altos en

hojas senescentes que en el resto de los estadios de hojas diaponibles.14fl/Tr2 se expresa

de manera basal pricticamente en todos los tejidos y estadios analizados. Sin embango,

en hojas senescentes la expresi6n de j4fc/7r2 aumenta al)rlxptamente aFigura 2).  Hoy, en

Arabidqpsis y gracias a los grandes proyectos de investigaci6n en transcript6mica,  la
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revoluci6n de los datos ptiblicos de microarreglos es tal que es posible acceder a los

niveles de expresi6n de un gen determinado a trav6s de 15 diferentes zonas de la ralz

que corresponden a distintos tipos celulares en tres  distintos estadios progresivos del

desarrollo  q3inbaum  y  col.,  2003).     Sabemos  que  d4ZUrr2  se  expresa  en  raices

QTorambuena  y  col.,  2005).  Sin  embargo,  inicialmente  desconociamos  si j4fl/T7i2  se

expresa diferencialmente o constitutivamente en las distintas capas celulares de la raiz y

c6mo se comporta su expresi6n a lo largo del desarrollo de esta estructura. Al analizar la

expresi6n de £4f I/Tr2 en ran'ces mds profundamente, observamos que 14f I/rr2 se expresa

de manera bastante  similar a lo largo del  desarrollo de  la raiz en  las  distintas  capas

celulares. Ademds, podemos vcr que mayoritariamente se expresa en la epidermis de la

raiz. a]igura 2-8).

Dentro  de  los datos  de  expresi6n    generados por  el  consorcio  multinacional

.4JGe#E#preSs,  existen experimentos  donde las plantas hen sido  sometidas a distintas

condiciones de estr5s y crecimiento. Alli, podemos observar que los niveles de transcrito

de 4f I/Z}2 cambian drdsticamente ante ciertas condiciones de crecimiento en particular

(rigura  3-A).  Interesantemente  observamos  importantes  aumentos  en  el  nivel  de

expresi6n de j4Zt7T7.2 cunndo los dates provienen desde plantas que han sido tratadas con

cicloheximida, un conocido inhibidor de la sintesis proteica   (figura 3-8). Ademds, se

observan altos niveles de expresi6n y cambios temporales en la respuesta, cuando las

plantas son tratadas con baja temperatura y luz ultravioleta (figure 3-A y figura 4).

Estos resultados,  son consistentes con la presencia de posibles   elementos en Cis   de

respuesta a estr5s que se encuentran  en la regi6n promotora del gen que codifica para

AtuTr2  y  evidencian que los niveles de transcritos de esta proteina, asf como los de los
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otros miembros de su familia genica, se encuentran bajo un fmo control transcripcional.

Por ejemplo, en raices, la expresi6n de j4f[/Tr2 aumenta en tratanientos de estr6s por

frio y decrece ante tratamientos de alta temperatura, algo completamente opuesto a lo

que  ocurre  con  los  niveles  de  expresi6n  de  AtuTrl  y  AtuTr3,  dos  genes  muy

correlacionados  en  su perfiles  de  expresi6n  y  que  en  ralces  aumentan  su  expresi6n

cuando las plantas son tratadas a alta temperatura. Estos genes ademds disminuyen su

expresi6n ante condiciones de crecimiento de estr6s por frio qrigura 4).
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Figure 2. 4/I/7T2 se expresa preferentemente en hojas senescentes y en ]a epidermis
radicular.  Hoy  en  14rtlb!.dapsz.s  thaliana  hay  muchos  datos  pdblicos    de  expresi6n
disponibles  en  bases  de  dates  con  distintas  formas  de  visualizaci6n  y  analisis.    La
visualizaci6n utili2ada con los datos, el eFP Browser, fue implementada recientemente y
permite observar los distintos niveles de expresi6n de algdn gen con distintos colores
(Winter y col., 2007). (A) Representaci6n visual de los niveles de expresi6n de 4ft/rr2 a
trav6s de distintos estados  de desarrollo y tejidos.  Los datos provienen  de perfiles de
expresi6n de mi'croarreglos normalizados por el metodo RA44 y fueron generados por el
consorcio multinacional .4ZGG»Express, los que incluyen como minimo una replica por
experimento. En la figura podemos observar que Aft/Tr2 se expresa en hojas y en raices,
con altos niveles de expresi6n en hojas senescentes en comparaci6n con otros tipos de
hojas (en rojo). a3) Representaci6n visual de los niveles de expresi6n de 4fc/rr2 en raiz
de  plantas  de  6  dfas  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 expresi6n en triplicados fueron normalizados por el m6todo
GCOS.  Los datos fueron generados por a3imbaum  y col.,  2003),  donde  15 diferentes
zonas  de  la rafz que corresponden a distintos tipos celulares en tres distintos estadios
progresivos  del  desanollo  radicular  fueron  definidos  y  analizados  en  chips  ATHl
4ffi/megivi*".  En  la figura se  observa que I4/I/rr2  se expresa mayoritariamente  en  la
epidermis de la ralz (en rojo).



29

A.Exp--11''8-9'g'S2'0'3S27'lff8'0-'1 --                                   iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiEl
trata miento con, Itan W per 15 miwuto§ `t ` I

•: 1.`     a A                           a2S

'1                       ',L                      ` I,                                                  ` 'L                      ',lt0£*1.3hCt`121`                  %h

sO.,See.76305JF283ae'0'eeL_OD- ZE-rF:iF:TTTTT¥Iir;|EiTi[flTiFaFTnrffTr-# ###  ff##
i,oh 0.3h                       I h                       3h                                                        ®tl                           1211                    2411

8.
Exp-ab-

15'OJBS'359.76
• i  tliETa!iTRTTTFTr,f?-

'acJ67,057sO906.57S5.ce604334se25 I I
.'6I'S'.ee - -

-    io-0
WbRE

Figure  3. i4ft/7T2    oumenta  su  expresi6n  ante  condiciones  estr6s.  Los  datos  de

£#r::jfarre#nr::nar%o:r;Vjeen]e:5:#efeossdqeueexfup:::]L6:e::r£]ocsr°p=o=eeiL::n?oTr::
multinacional *4fGez9Exp7iess e incluyen como minino una replica por experimento. (A)
Representaci6n  grffica de los niveles de expresi6n de 4f I/rr2 a distintos tiempos de
respuesta a un tratamiento con luz UV por 15 minutos y a estrds por frl'o continuo a 4°C.
j4/I/ri.2 aumenta su expresi6n significativamente en respuesta a luz UV a las 3 horas del
tratamiento tanto en hojas como en ral'ces. Adem5s, aumenta su expresi6n en respuesta a
tratamientos  con  frfo  de  forma  muy  notoria  a  las  12  horas  del  tratamiento,  pero  el
aumento es solo en raices.  (8) Representaci6n grafica de los niveles de expresi6n de
.4fc/rr2  en  Arabidopsis  en  respuesta  a tratamientos  con  cicloheximida  10  LLM  por  3
horas. i4f Urr? aumenta su expresi6n significativamente en respuesta al inhibidor de la
sintesis proteica ciclohexinida tanto en hojas como en raices.
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Figura 4. Perfiles de expresi6n norma]izndos de ]es genes de ]a familia AtuTr. Se
grafican los niveles de expresi6n de 4Jt/rr2 y el resto de los miembros de su faniilia
gchica ante  distintas  condiciones de  crecimiento.  Los  datos provienen  de perfiles  de
expresi6n de microarreglos ATH1 4ffi/metrir" normalizados por el m5todo GC'OS que
fueron generados por el consorcio multinacional 4fGenfapresL5 e incluyen como minimo
una replica por experimento. La  desviaci6n estindar se representa con la ban de enor.
El perfil de expresi6n de +4/I/rr4 no fue graficado pues no presenta grandes aumentos de
expresi6n ante los tratamientos de estr6s aqui' analizndos /vcr /z7b/a s«p/eme#/arz.a  //.
(A) En  rai'ces,  la expresi6n de z4/I/rr? aumenta en tratamientos de estrds por fu'o y
decrece  ante tratamientos de alta temperatura.  Los niveles de expresi6n de AtuTrl  y
AtuTr3 en cambio, se comportan de la manera inversa ante estos tratamientos. AtuTr5
y AtuTr6 no presentan grandee canbios en sus niveles de expresi6n ants fas distintas
condiciones  analizadas, pero  en raices ambos  genes responden a tratamientos de  alta
temperatura.  (8) En tejidos adeos, la expresi6n de j4/I/rr2 responde a tratanientos con
luz UV, asi cono tambich lo hace i4fc/rr/ y i4f I/7+i.  Tat como ocurre en raices,  en
tejidos  aereos  la  expresi6n  de  .4/I/rr/  y  j4f I/7r3  esta  muy  correlacionada  ante  las
distintas condiciones analizadas. Ambos genes reaponden a tratamientos de estrfes por
alta temperatura.
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2. Verificaci6n Dor PCR de la inserci6n de T-DNA.

En este trabajo, caracterizamos una linea insercional de  T-DT`IA  de Arabidopsis

en la regi6n  5'  UTR del  gen que codifica para AtuTrf.  Thabato previo realizado  en

huestro laboratorio logr6 identificar plantas que efectivamente posee una inserci6n de T-

DNA en  su  genoma.  Estas plantas  fueron obtenidas  desde un  grupo  de    semillas de

Arabidopsis  que  fueron  facilitadas  por  la  empresa  biotecnol6gica  fyJ2ge7¢Jcr  bajo  un

acuerdo  de  transferencia  de  material.  Mediante  chequeos  por  PCR  y  analisis  de

segregaci6n  se  logr6  identificar  la  linea i4ZC/T7i2. J;  una  linea  irLsercional  homocigota

para la inseroi6n de T-DNA, pues posee ambas copias del gen 4f I/rr2 interrunpidas con

el elemento insercional en su 5'UTR ararchant, L., 2004;  Tesis de doctorado). Estas

plantas   serin las que caracterizaremos en el resto de este trabajo. La presencia del  T-

DNA en las plantas I4fc/Z}:?. J foe confirmada  utilizando partidores del gen cercanos al

sitio de inserei6n y un partidor que empalma con el borde izquierdo del T-DNA.   Con

este  partidor  ®artider  c)  y  uno  de  lus  partideres  del  gen  (Partidor  a  o  b,  segdn  la

orientaci6n de la inserci6n) es posible amplificar una banda utilizando DP`IA gen6mico

como templedo arigura 5-A). Utilizando uno de los partidores del gen ®artidor a 6 b) y

el partidor del borde izquierdo del T-DNA ®artidor c), se amplifica rna banda al utilizar

DNA {enxplado proveniente de plantas mutantes, sean 6stas heterocigotas u homocigotas.

para la inseroi6n. Sin embargo, al utilizar tinicamente lus partidores del gen (partidores a

y b) solo se amplifica rna banda desde DNA gen6mico de plantas heterocigotas, ya que

estas plantas poseen rna 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 a7igura 5-

8).    Utilizando  este  m6todo  de  selecci6n  genotfpica por PCR confirmamus  que  las
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plantas caracterizadas en este trabajo,  las plantas j4fc/rr2.J,   son homocigotas para la

inserci6n de T-DNA, logrando distinguirlas por PCR de las plantas heterocigotas para la

inserci6n y que atin poseen una copia del gen .4/I/rr2  intacta en su genoma qrigura 5-

C).  Debido  a  que  el partidor  c,  tanto  con  el partidor  a  como  con  el  b  origina  un

amplificado, suponemos que la inserci6n de T-DNA es compleja y posee dos extremos

izquerdos insertados con orientaciones opuestas.
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Figura 5. Verificaci6n por PCR de la inserci6n de T-DNA en  p]antas homocigotas.
(A) Esquema que representa un T-DNA  inserto en el DNA gen6mico de la regi6n 5` no
traducida  (5'UTR)  del  transcrito  de    j4/I/7r2  en  las  plantas ,4fc/rr2./.  La  caja  gris
representa la region codificante del gen -4f Urr2 incluyendo sus intrones. Las flechas a y
a representan   partidores especiflcos que flanquean el  sitio  de  la inserci6n,  partidores
que originan un amplificado de ~500 bp.  La flecha c representa un partidor del  borde
izquierdo del elemento insercional.  a) Electroforesis en gel de agarosa al  1,5% de los
productos  de  PCR  obtenidos  al  utilizar  como  templado  DNA    gen6mico  de  plantas
homocigotas de la linea insercional,  las cuales fueron utilizadas en el  resto del trabajo
realizado  ®lantas 4/I/rr2./).  Con el par de partidores afl  no  se  obtiene  amplificado
pues la inserci6n de T-DNA es demasiado extensa como para ser amplificada por PCR y
ambas copias del gen poseen la inserci6n (C) Electroforesis en gel de agarosa al 2% de
los productos de PCR obtenidos al utilizar como templado DNA   gen6mico control de
plantas heterocigotas de  la linea iusercional. Debido a que el partidor c,   tanto con el
partidor cr como con el b origina un amplificado, suponemos que la inserci6n de T-DNA
es compleja y posee dos extremos izquierdos insertados con orientaciones opuestas. Se
realiz6 controles con s6lo un primer y no generan amplificados (datos no mostrados).
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3. Analisis de exDresi6n de 4J17Zt2 en la linea insercional.

Mediante experimentos de jvorfife772 bfoj se analiz6 si en la linea £4fz/ZTr27 hay

alteraciones en la expresi6n del gen j4f[/ZTr2. Para ello, se utiliz6 una sonda radioactiva

confeccionada con el   DNA codificante de 14ZC/Z7:2  (CDS)  y la caracterizamos  en un

experimento  de  Sbairhe77z  a/of  (vcr  m5todos).    Alli,  al  cortar  DNA  gen6mico  con

distintas  enzimas  de  restricci6n  e  hibridarlo  con  rna  sonda  radioactiva,  podemos

observar que  bajo  condiciones  de  alta  estrictez  de  hiibridaci6n  la  sonda mos  permite

visualizar solo una banda en los distintos carriles con las distintas enzimas de restricci6n

utilizadas. Esto sugiere que los distintos productos de digesti6n obtenidos contienen el

locus de ,4f[/Z7:2 y que bajo las condiciones de estrictez de hibridaci6n utilizadas no hay

hibridaci6n  ineapecffica  con  otro  segmento  de  DNA  gen6mico  con un  alto  nivel  de

identidad de secuencia con j4fc/Tr2 como lo es 14f I/Tr4, un gen con el cual existe un alto

rivel de identidad nucle6tidico QTorambuena y col., 2002) qrigiira a.



Figura  6.  Caracterizaci6n  de  una  sonda  radioactiva  contra  4fzJTr2  mediante
So#ffaer# b/oJ. Autoradiografia de una membrana hibridada con rna sonda radioactiva
confeccionada con el DNA codificante de £4f[/Tr2 (CDS). En cada carril de un gel  1%
de agarosa se  carg6 4  LLg  de DNA  gen6mico  de plantas  silvestres  de Arabidopsis  y
fueron  cortados  con  distintas  enzimas  de  restricci6n.  Como  en todos  los  carriles  se
observa una thica banda, podemos concluir que bajo estas condiciones de hibridaci6n la
sonda radioactiva confeccionada es una buena herramienta para utilizar en experimentos
de expresi6n de IVorfifem bJof Q7igura 7).
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Cunndo analizamos mediante jvorzhem a/oZ, la expresi6n de 4f I/Tr2 en aquellas

plantas que poseen la inserci6n de T-DNA en ambas copias del gen (plantas 4JC/T7i2. // y

lo comparamos con plantas silvestres control, encontramos que el transcrito reconocido

por la sonda radioactiva es mas abundante en la linea insercional en comparaci6n con lo

observado en plantas silvestres y que este resultado es mas notorio cuando se analiza la

expresi6n utilizando RNA obtehido desde plantas crecidas en cultivo de tejidos al 2% de

sacarosa por 20  dias  aFigura 7).   Ademds,  en  la linea insercional  se  observa que el

transcrito reconocido por la  sonda radioactiva es  de mayor tamafio molecular en  las

plantas ,4f I/Tr2. J que en las plantas control, lo que se observa de forma mucho mas clara

cuando el JVo7¢foe772 a/of es realizado en un gel de agarosa que permite separar mejor las

bandas observadas arigura 7-8). Estos resultados muestran que en la linea insercional

hay alteraciones en la formaci6n del transcrito de [4f I/772 e indican que el analisis de

esta  linea  insercional  puede  entregar  importante  informaci6n  del  rol  biol6gico  de

AtuTr2.
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Figura  7.  Anflisis  de  la  expresi6n  del  gen  que  codifica  para  AtuTr2  mediante
IVo7ttier7! bJof. (A) Se carg6 40 pug de RNA en cada caril de un gel de agarosa al 1% de
agarosa de plantas crecidas en medio MS liquido por 1 1 dfas. CaITil 1 y 3 corresponden
a  plantas  silvestres.  Carril  2  y  4  corresponden  a  muestras  de  la  linea  insercional
j4f[/rr2. J. Se compara plantas crecidas en 1% sacarosa (carril 1-2) y 2% sacarosa (candl
34). a) Se carg6 40 Hg 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 dfas. Carril 1 y 4 corresponden a
muestras  de  plantas  silvestres.  Carril  2  y  5  corresponden  a muestras  de  las  plantas
14f [7Tr2|.  Carril  3  y  6  corresponden  a  muestras  control  obtenidas  desde  una  linea
insercional que posee la inserci6n de T-DNA en otra posici6n.
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4. And lisis fenotiDicos.

Se  analizaron  posibles  fenotipos  macrosc6picos  en  relaci6n  con  el  tango  del

hipocotilo y el ndmero de ralces laterales que diferencie a las plantas silvestres de las

plantas   4Z[/Z7:2. / bqjo distintas condiciones de crecimiento. Plantas crecidas tanto en

placas como en tierra, no muestran diferencias entre la linea insercional 4fc/Z7:2/ y las

plantas control en el largo del hipocotilo o tallo embrionario. Al analizar esta estructu+ra

en plantas de 7  dias crecidas, se observa que el  largo promedio de 6ste es mayor en

plantas  crecidas  en oscuridad  (etioladas)  con reapecto  al obtenido al  analizar plantas

crecidas  en  luz,  pues  el  hipocotilo  elonga  en  etapas  tempranas  del  desarrollo  y  su

elongaci6n  es  inhibida  por  luz.  Las  plantas  J4fc/Tr2./  no  muestran  diferencias  con

reapecto   a  las  plantas   control  en  el   lango   del  hipocotilo,   indapendientemente  si

analizanos plantas crecidas en placas o en cultivo de tejidos en medio l{quido; condici6n

de  crecimiento  en  la  cual  se  creci6  las  plantas  analizadas  en  los  experimentos  de

IVo71he772 6fof a]igura 8). Al analizar el ndmero de rafoes laterales en  plantas crecidas

en medio lfquido, es posible encontrar que en poblaciones de plantas j4JI/Z7:2/   existe

rna tendencia a presentar un mayor ndmero de estas estructuras. Si se analiza en plantas

etioladas crecidas en medio liquido de cultivo de tejidos por 7 dias el nulnero de ralces

laterales, se observa que la mayor prqurci6n de las plantas analizadas poses s6lo 1 o 2

raices laterales  a los 7 dias y de 105 plantas control analizades encontramos que s6lo 5

poseen 3 raices laterales. En cambio,  en las plantas j4f[/r7:2/ encontramos 8 plantas de

un total de 105 que poseen 3 raices laterales. Ademas, incluso 1 planta 4f[/Tr2| posee 4

rafoes laterales qrigura 9-A). Al analizar plantas crecidas por 1 1 dfas las diferencias en

las poblaciones se hacen mas evidentes. La mayor proporci6n de las plantas silvestres
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posee  entre  3  y  6  ralces  laterales.  Sin  embargo  en  las  plantas £4f[/Tr?.I  es  posible

encontrar plantas con hasta 7,  8 o incluso 9 rafces laterales   arigura 9-B).     Cuando

analizamos plantas crecidas en medio lfquido pero en presencia de luz,  el ndmero de

ralces laterales por planta aumenta tanto para las plantas J4fc/Tr2/ como para plantas

Controles.  A  los 7  dias de cultivo ya es posible obtener poblaciones donde  la mayor

proporei6n de las plantas posee entre 3 y 6 raices laterales. Nuevamente se observa que

las plantas z4fc/Tr2| tienden a poseer mas ralces laterales.  Cuando se analiza plantas

crecidas  por  11  dfas  en  presencia  de  luz  en  cultivo  de  tejidos,  ambas  poblaciones

aumentan su ntimero de ralces laterales por planta. Ademas, se mantiene la tendencia de

las plantas ,4f[/T7i2.I a presentar mss rafces laterales. Por ejemplo, de 114 plantas control

analizadas, s6lo 8 pos?en mds de 25 ratces. En cambio, una poblaci6n de igual tamafio

de plantas *4fc/7]:2. J presenta 27 plantas con mas de 25 raices laterales qrigura 10).



C.
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Figura  9.  Distribuci6n  de  frecuencia  de]  ndmero  de  raices  laterales  en  p]antas
etioladas creeidas en cultivo de tejidos (A) Plantas crecidas en medio Murashige and
Skoog pH 5,8 (MS) liquido 1% sacarosa por I semana n = 105 plantas silvestres control;
n =105 plantas .4f(/rr2. /. (8) Plantas crecidas en medio MS liquido 1% sacarosa por 11
dias; n = 85 plantas silvestres control; n=85 plantas .4/I/rr2. /.
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Figura  10.  Distribuci6n  de frecuencia del  ndmero de  raices  ]aterales  en  p]antas
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 4/I/Tr2. /. a3) Plantas crecidas en medio MS liquido 1 %
sacarosa por 11 dias; n = 114 plantas silvestres control; n =114 plantas [4J(/rr2. /.
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5. An£Iisis de Dared celular.

Debido a que la linea insercional 14J[/Z}2.I posee Ofectos  sobre los niveles de

expresi6n de 4ZC/Tr2,\ decidimos analizar posibles efectus en estas plantas sobre la pared

celular. Para ello, analizanos posibles efectos sobre los polineros de azdcar que poseen

galactosa en  su  estructura, pues  sabemos  que AtuTrfe  es  capaz  de tranaportar UDP-

galactosa QTorambuena y `col., 2005). Para los analisis de pared celular nos centranos en

aquellos tejidos donde |4fc/ZTr2 se expresa de foma importante y donde posiblemente

encontremos un mayor efecto en las plantas .4f ur7.2. I.

5.1 Analisis mediante inmunofluorescencia en raices comDletas

£4f[/ZTr2 se expresa a riveles muy altos en la epidermis de las rafoes. Debido a

esto, decidimos analizar posibles efectos en las   plantas £4f[7r7.2.J sobre los   polfmeros

de azticar que contengan galactosa en la superficie de las raices. Ramnogalacturonano I

QGD  es  un  homopolinero  de  (1+4)-or-D-ficido  galactur6nico  con  sustituciones  de

galactosa  en  su  estructura.  Mediante  la utilizaci6n  de  anticuerpos  monoclonales  que

reconocen residuos presentes en ramnogalacturonano es posible analizar z.79 sz.f# cambios

en  la composici6n  de esta pectina en  la  superficie  de  la raiz.  (Willats  y  col.,  2001).

LM5 reconoce 4 residuos de galactosa en cadenas  de (1+4+P-D-galactosa presentes en

RGI. LM6 reconoce 5 arabinosas en cadenas de (1i5)"-L-arabinanosa presentes en

RGI. Mediante inmunofluorescencias utilizando estos anticuerpos, analizamos posibles

ccambios en los patrones de marca en las ral'ces completas de  plantas 4fc/T7.27  qrigura

11). Sin embargo, en estos experimentos no logranos observar diferencias en el patr6n

de marca de fluorescencia entre plantas 14fc/Tji2/  y plantas silvestres control.
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Figura   11.   Inmunofluorescencias   de   raices   incubadas   con   los   anticuerpos
monoclona]es LM5 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 metodos).  Se muestran imisenes representativas de los patrones de marca de
plantas control y plantas de la linea insercional .4/I/rr2.J  incubadas con el anticuerpo
LM5  y  LM6.  LM5  reconoce  4  residuos  de  galactosa  en  cadenas    de  (li4)-a-D-
galactosa de ramnogalacturonano I. LM6 reconoce 5 arabinosas en cadenas de ( 1 +5)-ex-
L-arabinanosa de ramnogalacturonano I. Al analizar los patrones de marcaje podemos
concluir  que  no  existen  diferencias  entra  la  linea  insercional 4/I/Tr2./  y  las  plantas
silvestres control con ninguno de los dos anticuexpos utilizados. Barra, 50 Li,in.
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52 Analisis de azdcares totales en muestras de Dared celular

Otra aproxinaci6n para evaluar posibles  cambios  en  la pared  celular de    las

plantas [4Z[/Tr2| es directamente analizar muestras de pared celular y comparar contra

plantas  silvestres.  Para  realizar  estos  experinentos,  analizamos  muestras  de  pared

celular obtenidas tanto desde plantas crecidas en tiena como desde plantas crecidas en

cultivo de tejidos. La composici6n en %mol de azticares totales en estas muestras fue

analizada utilizando cromatografia de gases acoplado a un espectr6metro de masa (GC-

MS).    Cuando analizamos la pared celular en plantas etioladas crecidas en cultivo de

tejidos  en  medio  MS  lfquido  20/o  sacarosa,  observamos  que  las  plantas  .4fc/772/

crecidas bajo estas condiciones por 20 dias poseen mayor %mol de manosa, fucosa y

ramnosa que las plantas control en su pared celular. Ademds, presentan menor contenido

de xilosa y arabinosa aigura 12-A). Plantas crecidas bajo las mismas condiciones, pero

s6lo   11   dias,  presentaron  tambien  diferencias  con  reapecto  a  las  plantas  control.

Presentando menor %mol de manosa en su pared celular. qigura 12-8).

Cuando analizanos la pared celular en plantas crecidas en tierra, en las plantas

.4Jur7.2+ no hay cambios raproducibles en el contenido de galactosa, manosa, xilosa,

arabinosa,  fucosa ni ramnosa   con reapecto  a plantas control.  Sin embargo,  debemos

mencionar que estas mediciones las realizamos en dos oportunidades, son dos replicas

biol6gicas. En uno de los experimentos realizados, observamos diferencias en las plantas

j4f c7rr2| con reapecto a plautas control en el contenido de galactosa, manosa y fucosa

Origura 12-8). Sin embango, la replica biol6gica de este experimento no raprodujo este

resultado ai'igura 12-0. Por tratarse de plantas crecidas en temporadas y estaciones del

afro   distintas,   puede  haber  un   efecto  mds   complejo   involucrado   en   la  falta   de
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reproducibilidad en estos experimentos, pues las plantas fueron crecidas en rna edmara

de oreciniue"to dispordMe en ct Instituto Mac Planck f;or Molecular Plait Physiology

con accesibilided a luz natural.  Como conclusi6n de los experimentos, podemos decir

que las plantas .4f I/Tr2. J presentan diferencias en su pared celular con reapecto a plantas

silvestres cuando son crecidas en cultivo de tejidos, observindose que  presentan mayor

porcentaje de moles de manosa en ]a pared celular, independientemente de si las plantas

son crecidas  11 o.20 dfas  en cultivo de tejidos.

5.3 Analisis de xiloalucano

Si  bien  el  experimento  anterior mos  indica  que  la linea  insercional  no  posee

diferencias reproducibles en  la compusici6n de azdeares totales en material  obtenido

desde  la pared celular,  6sta es rna aproximaci6n poco eapecffica, pues  el analisis no

indica en qu6 producto glicosilado se enouentran las diferencias. Ademds, esta t6cnica

no    permite  analizar  cualquier tejido,  pues  se  requiere  mucha  biomasa  inicial  para

realizar el  experimento.  Debido  a  lo  anterior,  decidinus  analizar  la  composici6n de

xiloglucano en la linea insercional, pues se trata de la hemicelulosa mds al>undante en

Arabidopsis,  es  posible  analizarlo  a  patir  de  muy  poca  muestra  de  tejidos  y  esta

constituido por distintos azdcares como 8lucosa, xilosa, galactosa y fucosa (Scheible y

col.,  2004).  Para  analizarlo  se  digiere  este  polisacaldo  con  una  enzima  endo-P-

glucanasa (RIG)  y  se  analiza la composici6n relativa de los distintos oligosacatdos

liberadus mediante eapectrometrfa de nasa MALDI-TOF qrigura 13). Utilizando esta

metodologia, se realiz6 analisis de xiloglucano fro ev.f" en raices. Ademds, se analiz6 este

polisacdrido  en  plantas  crecidas  en  cultivo  de  tejidus  qigtlra  14).    Los  resultados
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obtenidos indican que existen pequefios cambios en las plantas ,4f[/T7:2| en xiloglucano

y  que  estas  diferencias  son  reproducibles  y  estadfsticamente  significativas.  Como

conclusi6n de este analisis,  podemos decir que tanto  en rafces como  en muestras  de

xiloglucano obtenidas desde plantas crecidas cultivo de tejidos se observa un aumento

en  las plantas j4£Z/ZTr2.J    en el  contenido  del   oligosacalido  acetilado  de xiloglucano

XFG con respecto a plantas silvestres (vcr Figura 13-14). Podemos concluir tamhi6n

que en las plantas ,4ZC7T7:2.J,  independientemente de la condici6n de crecimiento o  el

tejido  analizado  se  observa un  aumento  en  el  contenido  de  oligosacaridos  acetilados

totales y en el contenido de oligosacdridos fucosilados totales. Debemos mencionar, que

la acetilaci6n en xiloglucano ocurre en los residuos de galactosa. Ademds, n6tese que los

residuos de fucosa justamente se unen a los de galactosa en las mol6culas de xiloglucano

(ver Figura 13-14).
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20 dias med]o liquido 2% Sac.

Gal          man           Xut           Ara           FLic          Rna

liojas roseta / tierra

Man             Xyl              Afa             Ftic             Rna

11 dies med!o liquido 1% Sac.

Gal           Man           xpl           Ara           Fuc           Rha

Hojas ro8eta / t]erra  (rfeplica)

1111
Gal            Ahan            Xwl             Arm            Fuc           Rha

Figura 12. Ana]isis `de azricares totales mediante cromatografia de gases acoplado a
un  espectr6metro  de  nasa  GC-MS.  Gal=galactosa,  Man]nanosa,  Xyl=  Xilosa,
Ara=arabinosa, Fuc±ucosa, Rha]amnosa. I =   plantas control;  I = linea insercional.
Las diferencias estadfsticamente significativas con un P value < 0,05 en un contraste de
medias usando la distribuci6n t-Student se marcan con una flecha. Las barras de error
representan `la desviaci6n estindar  entre  como  minimo  tres replicas t6cnicas.  (A)  Se
analiz6 muestras de pared celular obtenidas desde plantas etioladas crecidas 20 dias en
cultivo de tejidos en medio Munashige and Skoog Q4S) liquido al 2% de sacarosa. a3)
Se analiz6 tambi5n 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 analiz6
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 .4ZC/Tr2.J.  a) Se' realiz6 una replica biol6gica 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
replica biol6gica no se observan diferencias entre las plantas £4ft/ZTr2|   y las plantas
control en ninguno de los azdcares analizados.
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Figura 13. Es posib]e realizar analisis de composici6n relativa de ]os o]igosaedridos
de xi]oglucano que se obtienen desputs de fragmentarlo enzimfticamente con una
endog]ucanasa.  (A)  Esquema de oligosacaridos de xiloglucano  que  son  solubilizados
luego de digerirlo enzimaticamente. Este polimero de azdcares esfa constituido por una
cadena lineal de glucosas a la cual se unen de manera peri6dica y especifica residuos de
-xilosa,   -xilosa-galactosa o -xilosa-galactosa-fucosa.  Se representa con letras al  grupo
de azticares que se unen a la cadena lineal de glucosas (Glc).  X = xilosa;  L = xilosa-
galactosa;   F  = xilosa-galactosa-fucosa.  (8)  Ejemplo de una espectrometrfa de masas
MALDI-TOF obtenida al analizar material de pared celular de plantas silvestres luego
de digerirlo con una endcLP-glucanasa (XEG), enzima que corta solo aquellos enlaces
glicosfdicos  del  xiloglucano  donde  la  glucosa  no  esfa  sustituida,  los  oligosacdridos
resultantes pueden ser analizados mediante espectrometria de masa para luego analizar
la composici6n relativa de cada uno de 6stos con respecto al total mediante un analisis
estadistico de las sefiales correspondientes a varios espectros qerounel y col., 2002).



49

A.8.
Raises de ptantas crecidas en places ana]izadas dr sinf.

0.7-06..g!0.5.

I

!i::ia.1-0-

I

J

FT¥   I       ,rllE
1111 Ifl       FTrEFT'1''11'''S\,.#*`S`prsfa`SSFh`Frf`Srfe,;S`SSfi` SS  `   ®«R   `  pr`

Plantas 20 dins etioladas/ medic lfquido 2% Sac.

a.6.9a,Si!::0,201

''
'

ii Iillu
-i    -+    -i    -:-:   _i    -i    --i.=±   +    :    --:     --`

Figiira 14. Anilisis de ]a estructura del xiloglucano mediante espectrometria de
nasa  MALDI-TOF.  Se  marcan  con  una  flecha  las  diferencias  estadisticamente
significativas con un P value < 0.05 en un contraste de medias usando la distribuci6n t-
Student.  Las  barras  de  error  representan  la  desviaci6n  estandar  entre  seis  replicas
tecnicas.  +AC  indica  la  variante  acetilada  de  un  oligosacatdo  de  xiloglucano  en
particular. (A) Analisis i.# $7./2f en las ralces de plantas crecidas 12 dias en placas al 3%
sacarosa. Plantas control =  I ;  ,4f I/7r2/  = .. a3) Andlisis de composici6n relativa
de oligosacdridos de xiloglucano desde plantas etioladas crecidas 20 dias en cultivo de
tejidos en medio liquido, 2% sacarosa. Control =  in ; ]4/I/Tr2./ = I.   Se observan
diferencias  estadfsticanente  significativas  en  los  mismos  oligosacatdos  que  en  la
parte (A).
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6. Analisis Bioinformaticos.

Gracias   a   que   el   genoma   de   4Jitzbz.dopsis   ZhaJia7gcr   esfa   completamente

secuenciado  y  al  aumento  explosivo  de  informaci6n priblica,  hoy  en  dia  es  posible

realizar analisis bioinformaticos y acceder a un mdltiples herramientas en base de datos

con  mucha  facilidad.  Tenemus  acceso  a    las  secuencias  de  los  genes,  sus  regiones

traducidas   y  no   traducidas   predichas   (Swaforeck   y   col„   2008).   Contamos   con

informaci6n de los inicios de transcripci6n de cada gen e incluso podemos acceder a

bases de datos que mos entregan dates de expresi6n analizadus I(Steinhauser y col., 2004;

Swarbreck y col., 2008) 6C6mo podemos aumentar nuestra informaci6n funcional de

4f L7Z7.2 utilizando estas herramientas?

6.1 Analisis de la regi6n promotora

La linea insercional j4ft/Tr2/ presenta rna inserci6n de T-DNA 233 pb rfo arriba

del  inicio  de  la  traducci6n  predicho  para  el  gen  z4fUr7.2.  Para  analizar  la  regi6n

promotora de .4fc/rr2, seleccionamos arbitrariamente un segmento de   lkb de la region

rio arriba del cod6n de inicio de la transcripci6n de este gen, region que  no se sobrapone

con  la  secuencia  del  gen  contiguo.  Utilizando  dicha  regi6n,  analizamos  si  en  este

segmento de DNA podemos encontrar la presencia de motives en  Cis regulatorios que

hallan sido publicados en algdn organismo vegetal utilizando la base de datos PLACE.

qigo y col., 1999). Al analizar el promotor de j4f[/rr2, se observa en 61 la presencia de

las  secuencias  de  distiutos  elementos  en  Cis  consenso  en  organismos  vegetales.  Sin

embargo,  el  hecho  de  encontrar  cierta  secuencia  consenso  Cis  regulatoria    en  un

segmento del promoter de un gen no necesarianente demuestra que ese elemento en Cis
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sea efectivanente una caja regulatoria de la transcripci6n de ese gen y de que podanos

usar la informaci6n de ese elemento regulatorio para inferir propiedades de la expresi6n

del  gen  o  de  su  producto  proteico.  Ademds,  los  principales  problemas  para  obtener

informaci6n 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 pricticamente 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 rfo

arriba  de  un  gen  por  si  solo  no  entrega  informaci6n  directa  de  utilidad  para  la

dilucidaci6n  funcional  de  la  expresi6n  del  gen.  Sin  embargo,  si  se  analiza todos  los

genes es posible obtener informaci6n valiosa. Por ejemplo, saber si un elemento en Cis

presente en el promotor de un gen esta con mayor o menor frecuencia que la esperada, es

decir `comparar con el ndmero de veces que en promedio esta 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  esfa

presente en todos los genes del genomaL   Para solucionar este problema en los analisis

que realizamos en la regi6n promotora y obtener informaci6n relevante, analizamos un

largo arbitrario de promotor para cada gen de Arabidopsis de  lkb, 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 4/I/Tr2 existe algdn 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 esfa 5 veces en el promotor de 4fc/rr2 y ese
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elemento s6lo estf presente una vez en el promotor de  1.000 de los ~27.000 genes del

genoma,  eso  indica  que  ese  elemento  esfa  muy  sobre  representado  en  la  regi6n

promotora del gen con respecto a lo esperado, pues tomando un gen al azar se espera que

la probabilidad  de  encontrar  en  51  un  elemento  en  Cis  sea de  0.037  (I.000/27.000).

Tomando  los  elementos  regulatorios  que  estin presentes  en  la  regi6n  promotora  de

j4f I/I;12  y  comparando   cada  uno   con  sus  respectivas  frecuencias   en  el   genoma,

encontramos que de los 65 elementos en Cis encontrados alli, s61o 1 de estos esta sobre

representado en el promotor de j4JC/rr2, el denominado elemento QARBNEXTA. Esta

caja regulatoria previamente ha sido descrita en el gen de una extensina en 87iussz-sca

IVcrpas, planta comdnmente conocida como canola o raps y se ha demostrado que puede

inducir la  expresi6n de  secuencias rio  abajo    bajo  escenarios    de  estr5s por dafio  o

tensi6n  @1liott  y  col.,   1998)  arigura  15-A).    6Qu6  potenciales  elementos  en  Cis

regulatorios podria alterar la inserci6n de T-DNA en las plantas ,4f[7rr2. I? Debido a que

la inserci6n de T-DNA se encuentra en la zona del gen ,4f urr2 correspondiente a su

regi6n 5 `UTR, analizamos qu6 potenciales elementos en Cis regulatorios estin alterados

por  la  inserci6n.  La  caja  regulatoria  GT1-CONSENSUS  se  encuentra  justamente

localizada en la zona donde se localiza la inserci6n de T-DNA en las plantas .4Jt/ZT7:2. J y

se encuentra intermmpida. Este elemento en Cis es una caja consenso que es reconocida

por el factor de transcripci6n GT-I,  el cual se  ha demostrado  es capaz de activar la

transcripci6n g5nica mediante la interacci6n directa con elementos de la maquinaria de

la transcripci6n (Le Gourrierec y col., 1999) Grigura 15).
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E[emento en Cis Frecuencta en promoter AtuTr2 Frecueneia esperada

I    QARBNERTA* 1 0.097

Figura  15. Ana]isjs de elementos en  Cis  regulatorius en  la  region  rio arriba de]
inicio de la traducci6n del gen 4/I/Tr?.  (A) Esquema de DNA  gen6mico donde se
representa  el  gen  ,4/I/Tr2,  su  regi6n  codificante,  los  UTR  y  su  regi6n  promotora.
Utilizando la base de datos PLACE (IIigo y col.,  1999), se analiz6 la zona de  lkb n'o
arriba del inicio de la transcripci6n de 4/I/Tr2, buscando a" la presencia de motivos en
Cis regulatorios que hallan sido publicados en algdn 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 i4f I/77?,  tomando como criterio de
euriquecimiento  aquellos elementos en Cis cuya frecuencia sea al  memos 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 lkb. Ademds, representamos con una caja verde el elemento en Cis que esfa
localizado justamente 233 bp rio arriba del ATG donde se encuentra la inserci6n de T-
DNA  en  las  plantas  4f[/rr2./.  Esta  caja  regulatoria  correspone  al  elemento  GTl-
CONSENSUS y esfa presente en el 5`UTR. a) Tabla donde se presenta con asterisco el
elemento en Cis QARBNEXTA, pues esta presente en el promotor de AtuTr2 con rna
mayor frecuencia de lo esperado por simple azar.
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6.2 Analisis de redes de coITelaci6n de exDresi6n

La  construcci6n  de  redes  y  su  analisis  estin  comenzando  ripidamente  a  ser

utilizados  para  caracterizar  los  sistemas  biol6gicos,  ya  que  entregan  rna  poderosa

visualizaci6n  de  la numerosa informaci6n disponible.  Las redes  se rapresentan como

grafos, donde los vertices (o nodos) son genes y los trazos (o arcos)  representan algdn

tipo de relaci6n entre 5stos. En este trabajo analizamos redes de coexpresi6n,  utilizando

dates de correlaci6n de   expresi6n que estin diaponfoles en la Co;„p7'iede7zs£1)e fystg#!:s

Bjo/og)7 Database (Steinhauser y col., 2004). Se ha demostrado que la mayoria de los

genes   que   son   coregulados   transcripcionalmente   codifican   para   proteinas   que

interacthan, formando pane de rna misma via o proceso metab6lico (Ge y col., 2001;

Persson y col., 2005; Usadel y colng 2005). Asi, el analisis de conelaciones de expresi6n

y  la  construcci6n  de  redes  transcripcionales  se  ham  transformado  en  rna  poderosa

herramienta para ayudar a asignar funci6n y a encontrar nuevas proteinas involucradas

en cierto proceso biol6gico. En nuestras redes, si dos genes correlacionan muy bien en

sus perfiles de expresi6n, tienen un trazo mds corto que conecta. Si la colrelaci6n no es

tan buenao  la distancia entre los nodos es mayor, pues las conelaciones de expresi6n

fueron rapresentadas como distancia (ditancia=1- correlaci6n) (Usadel y col., 2005). Con

el  objetivo  de  asignarie  algdn  rol  metab6lico  a  AtuTr2  y  evaluar  sus  potenciales

interacciones de expresi6n con genes del metabolismo de la pared celular, utilizando los

dates  de  correlaci6n  de  expresi6n  construinos  redes  de  coexpresi6n  g6nica  que

representan los niveles de  conelaci6n de expresi6n de £4Jur7i2 con genes involuonados

en el metabolismo de la pared celular (Tabla 3). Lo que hemos realizado es utilizar

redes para rapresentar las correlaciones entre los distintos perfiles de expresi6n de los
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genes que mos interesaba saber si coexpresaban. Asi, ficilmente podemos representar de

forma visual muchos datos de similitud entre perfiles de expresi6n en rna sola imagen.

Ademas, facilmente se puede identificar aquellos nodos que no interacthan con algdn

gen de interfes, pues no hay un trazo que los one. Debemos sefialar, que si bien dibujar

los  valores  de  correlaci6n  en  rna  red  entrega rna visualizaci6n  aproximada  de  los

valores de distancia entre los nodos, resulta muy dtil, pues el analisis de los datos en rna

tabla es ,muy dificil de analizar si se trata de muchos pares de datos de correlaci6n y

analizar las interacciones de un gen en un contexto global es mucho memos intuitivo.

Se analizaron datos de coexpresi6n g6nica obtenidos al analizar microarreglos

generados por el consorcio multinacional j4ZGe]zExp7ieLrs, los que incluyen experimentos

donde  las  plantas  fueron  crecidas  ante  distintas  condiciones  de     estr6s  y  fueron

generados  tanto  a patir  de  tejidos  a6reos  como  de  raices.  Estos  microarreglos,  son

agrupados  como  experimentos  de  expresi6n  condicional  bajo  estr6s.  Al  analizar  las

correlaciones lineales de fpea77#arz utilizando estos dates, tanto para ralces como para

los tejidos adeos en la base de datos utilizada hay 60 experimentos de microarreglos

disponibles y   miden  las  respuestas  globales  de  expresi6n  a  distintos  tratamientos y

tiempos. Cada experimento  como minimo posee rna replica y sus respectivos controles.

Dentro de los tratamientos incluidos en los experinentos hay tratamientos con agentes

que producen estr5s oxidativo y   genot6xico, tratamientos con alta y baja temperatura,

sal,  luz ultravioleta, dafio fisico y sequia.   Al analizar los datos de coexpresi6n entre

4Z[/Tr2 y los genes incluidos en la tabla 3 utilizando estos datos, observamos que en

tejidos a5reos de estas plantas, el perfil de expresi6n de j4fc/Tr2 correlaciona con el de

GONST4,  MUR2,  MUR1,  GER2,  GAUT,  MURA  y  GorN{ST1,  con  eomehacirones  de
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Jfpeo7i"¢#  significativas  con un P value S  10-2    qigura  16-A).  En  rafces  en tanto,

AtuTr2  comctacjro"a con UGD1,  RT1,    SUD3,\  UGD2,  GONST3,  MUR3,  NDpasa2,

JVDpaso3 ); jvDP¢stz5. Ademds, al igual que en tejidos a5reos, tambi6n correlaciona con

A4t/RJ  ¢igura  16-8).   .4ZC/Tr? coexpresa con genes que codifican para enzimas que

participan en el metabolismo de nucle6tidos azdcar en el citosol, como MUR1, GER2,

SUDS, UGD1. Ademds, coexpresa con genes involucrados en la biosintesis de productos

glicosilados propiamente tal, como  AVR2, G4 I/I, .XTJ y con putativos transporiadores

de nucle6tidos azdcar como Gousz3 y GOArsl214 Qlandford y col., 2004). La proteina

MURl participa en la interconversi6n de GDP-D-manosa a GDP-L-fucosa en el citosol

@onin y col., 1997) y plantas con mutaciones puntuales en el gen que codifica para esta

proteina  poseen  efectos  sobre  el  xiloglucano  (Lerouxel  y  col.,  2002).  Ademds,  las

91icosiltranferasas MUR2 y XTl ban sido involucradas en la biosintesis de xiloglucano

(Faik y col., 2002; Perrin y col.,  1999; Perrin y col., 2003). Tanto en rafces como en

tejidos  a5reos ,4Z[7rr2  posee    niveles  de  correlaci6n  de  expresi6n  significativos  con

genes involucrados en el metabolismo de la pared celular y altos niveles de correlaci6n

de expresi6n suSeren una interacci6n funcional entre las proteinas codificadas por los

genes que la poseen (Ge y col., 2001; Persson y col., 2005; Usadel y col., 2005). As£,

los  resultados  obtenidos  mos  indican  que  bajo  condiciones  de  estr6s  AtuTr2  puede

interactuar funcionalmente con proteinas involucradas en el metabolismo de la pared

celular, pues coexpresa con genes involucrados en este proceso metab6lico ante distintos

escenarios de crecimiento bajo tratamientos de estr6s.
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Tabla 3.

Lista de  genes invo]ucrados en ]a biosintesis de la pared celular. De la base de datos
Ce//  7ya/J  Ivav!.gator  (Girke  y  col.,  2004)  se  descarg6  los  c6digos  de  acceso  y  los
nombres  de  algunos  genes  involucrados  en  la  biosintesis  de  celulosa  y  callosa,  la
interconversi6n de nucle6tidos azdcar en el citosol y la biosintesis de hemicelulosas y
pectinas.  Ademas,  se  agreg6  a  estos  genes  transportadores  de  nucle6tidos  azdcar  y
nucle6sido difosfatasas (NDpasas). La familias de genes GONST y AtGTr son putativos
transportadores    de    GDP-azbcares.    La    familia   AtuTr   corresponde    a   putativos
transportadores  de  UDP-azdcares.  El  gen  denominado  AtuTr  corresponde  al  locus
AT5G59740, anotado como un putativo transportador de UDP-azdcar.

EPIMERASA / DEHLDRATASAS BIOsiRTESIS DE HEMICELULOSAS
CITOSOL]CAS

GER1 Polip6ptido reversiblemen&e glicosilado
GER2 RGP1
UGE1 Xi logl ucano galactosi ltonsforasa
UGE2 MUR3
RHM1 Xi logl ucano fucosi lfrons+®rasa
RHM2 MUR2   (AIFUT1)
SUD1 Xi logl uca no xi lost ttranferasa
SUD2 AtxT1
SUD3 AIXT2
MUR1-GMD2 BI0SiNTESIS DE PECTINA

MUR4-UXE1 GAUT
GAE1 GAUT2
GAE2 QUA1
GMD1 GAUT4

DEH[DROG ENASAS CITOSOLICAS NUCLEOS[DO-DIFOSFATASAS
UGD2 NDpasal
UGD3 NDpasa2
uGD1 NDpasa3
B[OsiNTESIS DE CELULOSA NDpasa4
CesA8 (Iexl ) NDpasa5
CesA1 NDpasa6
CesA2 (Alh-A) TRANSPORTADORES NUCLEOTIDOS AZUCAR

CesA3 (AIh-B) AtuTrl AtGTrl
CesA4 (lRX5) AtuTr2 AtGTr2
CesA7 (lRX3) AIUTr3 AIGTr3
BIOSINTESIS DE CALLOSA AtuTr4 GONST1
AtGSL6  (CALS1) AtuTr5 GONST2

AtuTr6 GONST3
AtuTr GONST4

cONST5
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Figura   16.   Redes  de  coexpresi6n  obtenidas  al  utilizar  datos  de  expresi6n
condicional.  Con  los  genes  de  la  Tabla  3  y  con  BIP,  una  chaperona  de    retlculo
endoplasmico, construimos redes de coexpresi6n (vcr m6todos).  Se analizaron  datos
de coexpresi6n g6nica obtenidos al analizar microarreglos generados por el consorcio

:I::tiidnfciaonn,:`fi:g::?g:::si,.i`::e3u:ei::`trueyse?.exi3:tivm.:n:::.dt:::.e.;as##ssg,eio=
UV,  dafio  fisico  y  sequia).   Se  analiza  en  total  60  experimentos  en  raices  y  60

:exppreersfemnefant:;u::lot:ji:::r::rd:S;o::::£6:i:i:°u:apyv¥:er±Pij:.%.P(|r)egg:r;gtee:tj°d.asa:
utilizar  datos  de  correlaci6n  de  expresi6n  obtenidos  desde  tejidos  a5reos.  El  nodo
correspondiente a 14ft/rr2 se destaca en amarillo. (8) Red obtenida al utilizar datos de
correlaci6n  de  expresi6n  obtenidos  desde    raices.  En  ambas  redes  se  observa  que
4fc/Tr2 posee correlaciones de expresi6n signiflcativas con genes involucrados en el
metabolismo de la pared celular.
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DISCUSION

;.C6mo las glicosiltransferasas acceden a los nucle6tidos azticar?

Las glicosiltranferasas son enzimas capaces de medlar la biosintesis de polineros

de azdcar en la rota secretoria. Estas enzimas, poseen su sitio catalftico orientado hacia

el lumen del Golgi y utilizan como sustrato nucle6tidos azdcar que son producidos en el

citosol.   En plantas, se ha postulado la participaci6n de tranaportadores de nucle6tidos

azticar (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 tranaporte para distintos nucle6tidos azdcar que rna vez incolporados al

lumen  del  organelo  pueden  potencialmente  ser  utilizados  por  las  glicosiltranferasas

como  sustrato. AtuTrfe  es rna proteina de 4rtz5z.drprv.a fhaJj.cr79a de 345  aminoacidos

altamente   hidrofobica,   localizada   subcelulamente   en   el   aparato   de   Golgi,   cuya

expresi6n y subsiguiente caracterizaci6n bioquinica, tanto en levaduras como en hojas

de tabaco, indican  que es capaz de tranaportar UDP-galactosa. Este nucle6tido azdear es

sustrato  para  la  biosintesis  de    distintos  productos  glicosilados  de  la pared  celular

sintetizados en la n]ta secretoria.  Incluyendo hemicelulosas, pectinas y glicoproteinas

como arabinogalactanos  y extensinas QTorambuena y col., 2005; Scheible y col., 2004;

Somerville y col., 2004). Nuestro trabajo,  plantea el uso de plantas con alteraciones en

la  expresi6n  de 14ZC/Tr2  como  herramienta  en  el  estudio  del  rol  biol6gico  de  esta

proteina,  pues un  analisis  de  6stas plantas puede  entregamos  nuevas  luces  sobre  los

procesos biol6gicos en que ]a proteina AtuTr2 esfa involucrada, pues       eranos que
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cambios  en  los  niveles  de  expresi6n  de  una  proteina  de  estudio  pueden  producir

alteraciones en los procesos en que 6sta participa. Ademds, tenemos el antecedente de

que  la  carencia  de  algdn  TNA  puede  producir  alteraciones  estructurales  sobre  lus

polisacdridos producidos en la mta secretoria y provocar efectos tanto a nivel celular

como del organismo complete en organismos eucariontes Qlirschberg, 2001), lo que nos

hace pensar que plantas con alteraciones en la expresi6n de algdn TNA pueden tener

importantes efectos en su matriz extracelular.

En este trabajo, hemos caracterizado rna linea insercional de Arabidopsis qu?

posee una inseroi6n de T-DNA  233 bp rio arriba del inicio de la traducci6n del gen que

codifica para AtuTr2 y evaluamos tanto posibles efectos sobre la pared celular como

posibles fenotipos existentes en estas plantas.

;.Est5 Ia inserci6n de T-DNA en el 5'UTR del gen j4f I/ZTr2?

Segdn la anotaci6n del genoma de TAR 8 (Swarbreck y col., 2008), la inserci6n

de   T-DNA en la linea analizada en este trabajo se encuentra   en la regi6n 5'UTR del

gen  que  codifica  para  AtuTr2.  En  trabajo  previo  realizado  en  nuestro  laboratorio

mediante PCR y analisis de segregaci6n, encontramos que la linea insercional 4f[/Z72.I

efectivamente posee una inserci6n de T-DNA en su genoma. Ademfs,  tenemos plantas

que poseen anbas copias del gen j4f I/7Tr2 con una inserci6n de T-DNA, es decir, que son

homocigotas  para  la  inseroi6n.  Utilizando  partidores  del  gen  cercanos  al  sitio  de

inserei6n y utilizando  un partidor que empalma  con  el  borde  izquierdo  del  T-DNA,

realizanios reacciones de PCR a plantas heterocigotas y homocigotas para la inserci6n

de T-DNA y a plantas silvestres control angura 3. Interesantemente utilizando ambos

partidores del gen que flanquean el sitio de la inserci6n ®artidor a 6 b) y el partidor del
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borde  izquierdo  del  T-DNA  ®artidor  c),  se  amplifica  rna  banda  al  utilizar  DNA

gen6mico como templado. Esto nus indica que   la inserci6n de T-DNA es compleja y

que probal]lemente hay dos extremos izquierdos del T-DNA con orientaciones opuestas

en el sitio de la inserci6n. I,as plantas 4fc/Tr2.I, nombre con el cual denominamos a las

plantas  con  la  inserci6n  de  T-DNA  en  ambas  copias  del  gen,  posee  inserto  DNA

ex6geno de tamafio desconocido que puede alterar la expresi6n de j4fc/Z7:2. Por ejemplo,

al interrmpir algdn elemento en Cis regulatorio presente en la zona de la inserci6n. Sin

embango, no  basta con  suponer dichos efectos.  Justamente la  caracterizaci6n  de  rna

linea insercional lleva cousigo evaluar si esta produce algdn efecto sobre la expresi6n

del gen de estudio.

;Existen alteraciones en la exoresi6n de 4ft/rr2 en la linea insercional 4JIT7.2. J?

Contestar  esta  pregunta  es  fundamental,  pues  si  la  linea  4fc/ZTr2.J  posee

alteraciones en la transcripci6n de 4fz/ZTr2, se convierte en rna muy buena herramienta

en la dilueidaci6n del rol biol6gico de este tranaportador. La inserci6n de T-DNA en la

linea insercional j4ft/Tr2| se encuentra en la regi6n 5`UTR del transcrito de j4ZC/Tr2.

Sabemus que en lus onganismus eucariontes, la activaci6n transcripcional de un gen es

un fendmeno combinatorio, en el cual participap ademds de elementos reguladores que

se unen a elementos en Cis, complejus rearreglos de compactaci6n de cromatina (Struhl,

1999). En este contexto, pensar que rna inserei6n de DNA forinco en la region 5`UTR

de un gen   puede alterar la transcripci6n de un gen tiene mucho  sentido.  Segtin  los

analisis realizados, el elemento insercional esta intermmpiendo una secuencia que puede

ser reconocida por el factor de transcripci6n GT-I. Se ha demostrado que la alteraci6n

de  las  cajas  que  reconoce  GT-1  pueden  alterar  los  niveles  de  expresi6n  inducible
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promovidos  por  este  factor  de  transcripci6n  @uchel  y  col.,  1999),  lo  que  mos  hace

pensar en la posibilidad de que una alteraci6n en este elemento Cis regulatorio en el

5`UTR de 4fl/Zi2 sea responsable de las alteraciones en los niveles de expresi6n de

4f I/ZTr2  detectadas  en  las plantas 4f c77Tr2+.  Nuestros resultados de  experinentos  de

IVo7if¢e" a/of,  a7igura 7) indican que en la linea insercional existen alteraciones en la

expresi6n del gen j4f[/r7.2, pues se observa un mayor tanafio molecular del transcrito y

una mayor abundancia de 6ste. Estos resultados validan el uso de las plantas .4fc/rr27

en estildios de bdsqueda 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 inserci6n de T-DNA  en el  5`UTR de 4JC/Tr2,

exista la expresi6n de otro transcrito reconocido por la sonda utilizada y cuyo nivel de

expresi6n en las plantas silvestres sea muy bajo. Por ejemplo, el transcrito de z4fc/rr4

posee dos regiones con un nivel de identidad a nivel nucleotidico del 79 y 81% con la

sonda  confeccionada  con  la  secuencia  codificante  de  14f uT7i2  y  es  un  transcrito

expresado normalmente a muy bajos niveles.  Sin duda, el  uso en trabajos futuros de

otras lineas   mutantes en estos genes permitiri por cierto complementar este trabajo,

pues muchas preguntas quedan abiertas. 6En las plantas j4fc/rr2| habri mds proteina

AtuTr2? 4El transcrito de mayor tamafio molecular observado en las plantas j4Z[/rr2|

es capaz de ser traducido a una proteina funcional? En este trabajo no desarrollamos

alguna metodologi'a que mos permitiera medir niveles de la proteina AtuTr2. Sen'a muy

interesante poder evaluar los niveles de proteina AtuTr2 en  las plantas <4fc/rr2.J   y

contrarrestarlos  con  las  mediciones  de  transcrito  realizedas  por JVorfifem  a/of.  Asf,

podriamos efectivamente saber si el transcrito an6malo en tamafio molecular observado
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en las plantas .4f c7rr2. J es capaz de ser traducido a proteina. Mss atn, es posible incluso

realizar mediciones de transpor[e de nucle6tidos azdcar en vesiculas de Golgi obtenidas

desde plantas .4fuT7i2. J y compararlas con mediciones realizadas en plantas silvestres,

para asi ademas de tener informaci6n de los niveles de proteina AtuTr2 en estas plantas,

tener mediciones de actividad de transporte.

{..Posee la linea insercional algdn fenotipo a nivel de la estrLictura maprosc6pica2

Al crecer la linea insercional en tierra o en placas, observamos que no posee un

fenotipo  morfol6gico  evidente.  Esto  mos  llev6  a  analizar plantas  crecidas  en  otras

condiciones,  tal  como  plantas  erecidas  en  cultivo  de tejidos  en  medio  lfquido.  Esta

condici6n  de  crecimiento  fue  la  utilizada  en  los  experimentos  de  expresi6n  que

evidencian que hay alteraciones en el transcrito de 4fc/rr2 en las plantas j4/I/7}2.I. Al

analizar el ntimero de rafces laterales en plantas crecidas en esta condici6n, observamos

que  en  la  linea  insercional  hay  rna  mayor tendencia  a  desarrollar  estas  estructuras

qigura  9-10).  Las  raices  laterales  se  caracterizan  por  la  importancia  que  en  su

iniciaci6n y desarrollo poseen factores como la luz, hormonas, azbcares y elementos de

la pared celular (Takahashi y col., 2003; van Hengel y col., 2002). Las rafces laterales se

forman desde un primordio que emerge desde la rafz principal  y que madura en  dos

grandes etapas. Primero, el primordio logra emerger gracias a ]a expansion celular que

sufren las c6lulas de su base. Segundo, ]a nueva rafz lateral comienza a elongar, lo que

ocurre gracias a un aumento en la divisi6n celular (Malamy y col.,1997). Debido a que

j4f I/rr2 se expresa mucho mds en  la epidermis que en el resto de las capas radiculares y

que  esta  capa  de  c6lulas  participa  activamente  en  los procesos  de  diferenciaci6n  y

reorganizaci6n  celular  que  ocurren  para  dan  origen  a  rna  raiz  lateral,  resulta  muy
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interesante encontrar una mayor tendencia a formar raices laterales en las pob]aciones de

plantas j4fc/rr2| analizadas  qrigura 2; 9; 10).  Otro experimento que realizamos para

evaluar posibles fenotipos en estas plantas, fue el analisis de azticares 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  ,4fc/rr2/  con

respecto a plantas control  arigura  12).  Cuando  se analiz6 muestras de pared  celular

obtenidas desde plantas etioladas crecidas 20 dfas en cultivo de tejidos liquido al 2% de

sacarosa, se observ6 diferencias en la composici6n de azdeares 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 dfas en cultivo de tejidos 1% de sacarosa, se observ6

tanbi5n diferencias en las plantas 14ZC/Tr2.J, pero s6lo la manosa mantuvo su mayor

composici6n   en la linea insercional si comparanos 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

impor[antes disminuciones en galactosa y un aumento en manosa en la linea insercional

4ft/Tji2.J   qrignra   12-C).  Sin  embargo,  realizamos  una  replica  biol6gica  de  este

experimento  y  no  logramos  reproducir  estas  diferencias  qrigura  12-D).  Nosotros

pensamos que una posible explicaci6n a esta falta de reproducibilidad, es el hecho que

las  plantas  fueron  crecidas  en  temporadas  distintas  del  afro  en     una  c5mara  de

crecimiento  con  acceso  a  luz  natural.  Es  necesario  realizar  mss  experimentos  para

corroborar  o  descatar  las  diferencias  encontradas,  pues  diversos  factores  en  ]as

condiciones de crecimiento, tal como  la estaci6n del afro por ejemplo,   pueden  estar
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alterando los resultados. Cuando en plantas completas crecidas en cultivo de tejidos, elm

placas   o   en  raices,   se   analiz6   la  composici6n   relativa  de   oligosacdridos   de   la

hemicelulosa  mds  abundante  en  Arabidopsis,  el  xiloglucano,  se  encontr6  canbios

raproducibles en la linea insercional y estadisticamente significativus. Como 4f[/T7i2 se

expresa de forma importante en ralces, analizar el xilo8lucano z.# stf# en estas estructuras

permite evaluar un posible efecto sobre este polinero en un tejido donde un efecto de la

inserci6n   podria ser mas notorio. Ademds, es posible compararlo con los perfiles de

oligosacatdos   de   xfloglucano   obtenidus   en   ohas   condiciones   de   crecimiento.

Interesantemente, tanto en raices como en plantulas completas o en plantas crecidas en

placas o oultivo de tejidos, se observa un aumento en la linea insercional en el contenido

del   oligosacalido de xiloglucano XFG acetilado (vcr Fjjgura 13-14),  oligosac5rido

que contiene galactosa, xilosa y fucosa. Ademds, en la linea inseroional se observa un

aumento  en  el  contenido  de  oligosacaridus  acetilados  totales  y  en  contenido  de

oligosacaridos  fucosilados  totales.  Esto  nus  indica,  que  hay  un  efecto  en  la  linea

insereional sobre el xilnglucano, indapendientemente de la condici6n de crecimiento o el

tejido  analizado y que justamente  se  observan  canbius  en  oligosacdridos  que  estin

decorados con residuos de galactosa en su estructura.

;.Oue mos indica el Derfil de exoresi6n de [4f I/r7:2?

Al analizar el perfil de expresi6n de j4f[/Tr2 utilizando datos normalizados de

expresi6n provenientes  de  experimentus pfrolicos  de  microarreglos,  observamos  que

I4f I/7+2 se expresa en mayor medida en hojas senescentes y en la epidermis de ]as rafces

qFigura 2). Ademas, podemos ver que sus niveles de expresi6n aumentan ante distintas

condiciones de   estr6s, tales como tratamientos con  temperatura, sal y lur ultravioleta
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arigura 3;  4). Estos resultados mos parecen bastante coherentes en el  contexto de un

posible papel de AtuTr2 en la formaci6n de productos glicosilados en la ruta secretoria,

ya que se ha descrito que la  luz UV produce importantes alteraciones en la pared celular

y su metabolismo en  c6lulas 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 estr5s qfovacs y col., 2002; Li` y

col., 1993). Ademds, se ha demostrado que la tolerancia a sales en plantas requiere de la

participaci6n de productos glicosi]ados en la mta secretoria  y que plantas mutantes en la

glicosilaci6n  de proteinas presentan  deficiencias  en la formaci6n de  elementos  de  la

pared celular (Gillmor y col., 2002; Kang y col., 2008).

Al  analizar  los  perfiles  de  expresi6n  de  j4f I/Tr2,  observamos  importantes

aumentos en el nivel de expresi6n de 4J[/ZTr2 cuando los datos de expresi6n provienen

de plantas crecidas en medio MS  liquido tratadas con cicloheximida por 3 horas, un

conocido inhibidor de la sintesis proteica. Esta inducci6n de expresi6n es especifica en

respuesta  a  ciclohexinida  y  no  en  respuesta  al  tratamiento  en  si  de  adici6n  del

compuesto en el medio de creciniento, pues la inducci6n de expresi6n no ocune al tratar

las plantas con otros compuestos a la misma concentraci6n o con tratamientos control

(Tabla suplementaria 1). Estos resultados son muy interesantes, pues ninorin otro de

los miembros de la familia AtuTr posee un aumento tan notorio en su expresi6n cuando

las plantas son tratadas con ciclohexinida y ]a inducci6n es bastante importante (Tabla

suplementaria 1). Desconocemos la raz6n de esta importante inducci6n, pero sin duda

pensamos que este hallazgo puede ser muy importante para experimentos futuros, pues

sabemos que la expresi6n de 14fc/rr2 esfa relacionada con la de otros miembros de su
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rfumilia g6nica y no tenemos mayor informaci6n de c6mo se regula la expresi6n de estos

genes. Por ejemplo, en raices, la expresi6n de f4fc/I+2 aumenta en tratamientos de estr5s

por frio y decrecen ante tratamientos de alta temperatura. AIgo completamente opuesto a

lo que ocurre con los niveles de expresi6n de AtuTrl y AtuTr3, que en raices aumentan

su  expresi6n  cuando  las  plantas  son  tratadas  a  alta  temperatura  y  disminuyen  su

expresi6n ante condiciones de crecimiento de esrfes por fife continuo (vcr Figura 4).

N6tese  que  la  expresi6n  de 14f I/TrJ  y 14f I/T7j  esfa  muy  conelacionada.  4/I/7Tr2  en

cambio,  no  posee  afros  niveles  de  conelaci6n  con  ninguno  de  lus  genes  AtuTr

analizados.

;.Cual es el rol biol6rico de AtuTr2?

Tanto AtuTr2 como AtuTrl y AtuTr3 son proteinas de la misma familia g6nica

que hah demostrado estar localizadas en la ruta secrctoria y que pueden actuar como

TNA.  Sin embargo, pese a que son genes de la misma familia y a que comparfen su

funci6n   molecular,   no   necesariamente   estan   involucrados   en   el   misino   proceso

metab61ico. La proteina AtuTrl ha sido recientemente localizada subcelularmente en el

retfculo endopl5smico y relacionada con un proceso celular denominado UPR (Uirtyroifed

Pro/ez.#  Reqpouse),  proceso  que permite  a  la  c5lula reaponder  ante  el  estrgs  celular

gatillado por la acunulaci6n de proteinas mal plegadas en la ruta secretoria, pues plantas

mutantes  en  esta  proteina  presentan  un  aumento  en  la  expresi6n  de  otras  proteinas

asociadas  a UPR,  como  las  chaperonas  de  retfoulo  endoplasmico  Calnexina y  BIT.

a`eyes y col., 2006). Tanto ,4fl/TrJ como j4/[7rr3 poseen altos niveles de correlaci6n

con  Cofirerhacr  y  .Bjp,  lo  que  evidencia  que  estas  proteinas  estin  funcionalmente

relacionadas. AtuTh2 en cambio, esfa localizada en el Golgi y por ende su funci6n de
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transporte probablemente  juega un papel en los procesos metab6licos 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 nucle6tidos

azdcar  en  el  Golgi,    esfa  la  biosintesis  de  hemicelulosas,  pectinas  y  glicoprotefnas

QVorambuena y  col.,  2005;  Scheible  y col.,  2004;  Somerville  y col.,  2004). Nuestros

resultados y la infomaci6n reunida hasta la fecha, mos indican que la transcripci6n de

£4f I/Tr2 esfa muy regulada y que ante escenarios metab6licos de respuesta a estr6s hay

una relaci6n funcional entre AtuTr2  y otras proteinas involucradas en el metabolismo

de la pared celular. Ademds, tenemos evidencias de que en las plantas .4f I/Fr2| hay

efectos sobre la composici6n de xiloglucano,   lo que mos hace pensar que parte de la

UDP-galactosa  incorporada  al  Gold  por  esta  proteina  puede  ser  canalizada  hacia

91icosiltransferasas  involucradas  en  la biosintesis  de    este polisacdrido,  tal  como  la

xiloglucano galactosiltransferasa MUR3 Q4adson y col., 2003). Sin embargo, debemos

recalcar   que   hay   otros   polisacdridos   que  no   fueron   evaluados   en   este   estudio

directamente  y que tambi5n pueden  estar alterados  en  las  plantas .4fc/rr2.J,  pues  la

UDP-galactosa es sustrato de la biosintesis de glicoproteinas y de varios otros polineros

de   azdcar   no    celul6sicos   sintetizados   en    Golgi   ademds   de   xiloglucano   que

potencialmente   podrian    presentar    alteraciones,    tales    como    galactomananos    y

arabinogalactanos.
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•  Los  niveles  de  transcrito  de  j4ft/T7:2  cambian  drdsticamente  ante  distintas

condiciones de creciniento y responden a tratamientos de esties.

• La linea insercional 4Z[/Tr2/ presenta alteraciones en la expresi6n de ,4f I/ZTr2,

donde se observa un mayor tamafio molecular del transcrito y rna mayor abundancia de

6ste.

•    En    la    linea    insercional   ,4f[/7Tr2.J    hay    diferencias    reproducibles    y

estadisticamente   significativas   en   ]a   composici6n   relativa   de   oligosacdridos   de

xiloglucano.

• Ante escenarios metab6licos de respuesta a estr5s hay una relaci6n funcional

entre AtuTr2  y otras proteinas involucradas en el metabolismo de la pared celular.
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Tabla suplementaria 1. Dates normalizados de expresi6n de la familia AtuTr.    Se
presenta un pequefio grupo de datos de expresi6n en distintos tejidos y ante distintas
condiciones   de   crecimiento.   Los   datos   provienen   de   perfiles   de   expresi6n   de
microareglos  ATH1  £4jgivrmegiv7.x" normalizados  por  el  m6todo  GCOS.  Estos  dates,
fueron generados por el consorcio multinacional 14fGe#Expness e incluyen como minino
una  replica  por  experimento.  Los  valores  promedios  de  expresi6n  normalizados se
presentan para cada gen. La   desviaci6n est5ndar (SD) de cada nivel de expresi6n se
representa en cada columna  SD. Se observa que 4fc/Tj.2 se expresa de forma muy fuerte
en hojas senescentes y se induce mucho su expresi6n cuando las plantas son tratadas 3
horis con ciclohexinida.
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