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El 31 de Marzo de 1979, naci en el seno de una pareja de profesionales jévenes. Luego
vinieron Carolina y Wilito con entre 3 y 4 afios de diferencia. Mi mama, Patricia Alvear,
profesora de estado en inglés y vendedora de lo que tuviera en frente, junto a mi papa,
Wilfredo Urbina, pequefio empresario de la locomocioén colectiva, sacaron a delante a esta
familia, brindandonos, una infancia inolvidable. De nifia estudié en las monjas hasta 8°
Basico, lo que me form6 una idea muy clara y vivencial de la iglesia catdlica y sus
influencias. En 1° Medio, ingresé al Liceo N° 7 de Providencia, donde egresé de 4° Medio en
el afio 1996. Durante este periodo de mi vida descubri mi vocacion...de la Astronomia pasé
a la Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Durante este periodo, también, desarrollé mis
maximas aptitudes artisticas y sociales, que me llevaron a participar en el coro del Liceo,
donde obtuvimos el 1° lugar en el concurso crecer cantando durante el afio 1994. Ese mismo
afo obtuvimos el tercer lugar regional en Gimnasia Ritmica, representando a mi Liceo y
participé en varias competencias comunales de Gimnasia Aerébica, obteniendo excelentes
resultados. El afio 1997 ingresé a la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile a
estudiar Ingenieria en Biotecnologia Molecular, una carrera que segin entendia combinaba
de una forma perfecta mis intereses y gustos profesionales. Tempranamente en la
Universidad, entré a trabajar como pasante en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal, que mas
tarde se convirti6 en el Laboratorio de Genética Molecular Vegetal y que hoy es el
Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal. EI 2000 comencé a trabajar de lleno en unidades
de investigacion bajo la direccion de la Dra. Lee Meisel, que para ese entonces llevaba a
penas 1 afo en Chile. El 2003 terminé mis estudios de pregrado obteniendo el titulo
Profesional de Ingeniero en Biotecnologia Molecular con Distincién. Ese mismo afio tomé la
importante decision de seguir una carrera académica, entrando al Programa de Doctorado
en Biologia Molecular, Celular y Neurociencias de la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Chile al afio siguiente. Durante este periodo académico he desarrollado mis maximas
aptitudes profesionales e intelectuales y hoy me siento orgullosa y plena y, a pesar de que
quise tirar todo por la borda en muchos momentos durante estos largos 7 afios, hoy sé que
llevar a término este periodo de mi vida a sido una de las decisiones mas importantes que he
tomado.
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Resumen

En plantas al igual que en animales, el desarrollo embrionario, la division
celular, el desarrollo y el crecimiento de 6rganos y la polaridad completa del
individuo son determinadas por el trafico vesicular subcelular y la identidad
de las membranas plasmaticas. Dentro de las proteinas que juegan un rol
central en la formacién de vesiculas y del destino de las proteinas que viajan
dentro de las vesiculas estan las adaptinas. En Arabidopsis thaliana existen
genes para cada una de las adaptinas descritas en animales, sin embargo no
se han caracterizado funcionalmente ni se ha determinado si forman
complejos similares a los descritos en animales. Dado que la ruta secretora
en plantas funciona gracias al frafico de vesiculas al igual que en animales,
las adaptinas deben cumplir funciones similares en este tipo celular. Por ello
nos hemos planteado estudiar su funcion celular y fisiolégica en plantas.
Seleccionamos dos proteinas tipo adaptinas codificadas en el genoma de
Arabidopsis: GAMMA-ADR y EPSILON-ADR adaptina. Disefiamos y
caracterizamos anticuerpos policlonales contra estas proteinas, con el
objetivo de estudiar y caracterizar su ubicacion y distribuciéon subcelular y
ademas estudiamos mediante genética reversa su funcién biolégica en
plantas.

Con nuestras herramientas moleculares y genéticas hemos obtenido
resultados que sugieren que EPSILON-ADR es una proteina soluble

asociada a membranas, ubicada en vesiculas de identidad no determinada.
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A su vez, hemos determinado que la distribucion celular de esta adaptina es
insensible a BFA. A nivel de franscrito y proteina, EPSILON-ADR es
acumulada durante division celular. A la vez, la putativa secuencia promotora
del gen de EPSILON-ADR posee elementos en CIS que responden
especificamente a division celular. Finalmente, la caracterizacion de una
mutante knock-out para EPSILON-ADR, nos ha permitido estudiar la funcién
fisiologica y celular en la que esta proteina interviene. Asi, hemos
caracterizado fenotipos que sugieren que EPSILON-ADR seria necesaria en
el desarrollo de la planta completa, modulando el crecimiento de ciertos
6rganos como hojas y silicuas.

Existen en Arabidopsis tres locus que codifican para GAMMA-ADRs. Estos
genes se expresan homogéneamente en toda la planta. Mutantes knock-
down en los tres genes muestran fenotipos asociados al aumento en el
desarrollo de raices laterales, asi como también disminucién en el tamafio
global de la planta (hojas, raices primarias, tallos). Para determinar la
distribucién subcelular de GAMMAI-ADR, construimos plantas transgénicas
que sobreexpresan GAMMAI-ADR fusionada a GFP, lo que nos mostr6 que
esta proteina se distribuye punteadamente por el citoplasma. La distribucion
de esta proteina es insensible a BFA al igual que EPSILON-ADR. A nivel
celular las mutantes knock-down (RNAi) presentan aumento de la
acumulacion de la proteina KNOLLE post division celular, sugiriendo que
GAMMA-ADRSs participan en el frafico desde la placa celular hacia la vacuola.

A su vez, resultados obtenidos con la mutante nula para GAMMAIII-ADR
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muestran que KNOLLE se acumula mas en estas mutantes respecto de la
planta silvestre, apoyando los resultados obtenidos con la mutante knock-
down.

Todos estos antecedentes nos han llevado a concluir que las Adaptinas
cumplirian roles durante el desarrollo de la planta, en el funcionamiento de la

ruta secretora y en la destinacién de proteinas.
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Abstract

During embryonic development of plants and animals, cell division, growth -
development of organs and the global polarity of the individual are
determined by subcellular vesicular trafficking and the composition of the
plasma membrane. Adaptins are proteins that play a central role in vesicle
formation and sorting of proteins loaded within these vesicles. The
Arabidopsis thaliana genome contains genes that encode for each type of
Adaptins described in animals. However, they have not been characterized
functionally, nor has it been determined whether or not they form complexes
similar to those described in animals.

We have selected two Adaptin-like proteins encoded in Arabidopsis genome:
GAMMA-ADR and EPSILON-ADR. We designed and characterized
polyclonal antibodies against these proteins, with the aim to study and
characterize their subcellular location and distribution. Finally, we studied
their biological function in plants using a reverse genetics approach.

Using molecular and genetic tools, we have obtained results suggesting that
EPSILON-ADR is a soluble, membrane associated protein, located in vesicles
of unknown identity. Additionally, we determined that the cellular distribution
of this adaptin is insensitive to BFA. At the transcript and protein levels,
EPSILON-ADR is highly accumulated during cell division. The putative
promoter sequence of the EPSILON-ADR gene contains CIS elements

described to respond specifically to cell division. Finally, a knock-out mutant
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in EPSILON-ADR has allowed us to study the physiological and cellular
functions in which this protein participates. The phenotypes associated with
this knock/out mutant, suggests that EPSILON-ADR is necessary for normal
plant development, regulating the growth of organs such as siliques and root.

There are three Arabidopsis loci encoding GAMMA-ADRs. These genes are
expressed throughout the plant. Knock-down mutants in the three genes
show phenotypes associated with increased development of lateral roots, as
well as a decrease in the overall size of the plant (leaves, primary roots and
stems). To determine the subcellular distribution of GAMMAI-ADR, we
constructed transgenic plants that overexpress GAMMAI-ADR fused to GFP.
Analyses of these plants, demonstrate us that GAMMAI-ADR is distributed
throughout the cytoplasm in a punctuate pattern. The distribution of this
protein is insensitive to BFA, similar to what was seen with EPSILON-ADR. At
the cellular level, knock-down mutants (RNAI) show increased accumulation
of the KNOLLE protein in cells post cell division, suggesting that GAMMA-
ADRs are involved in trafficking from the cell plate into the vacuole. Null
GAMMAIII-ADR mutants have high accumulation of KNOLLE, supporting the
results obtained with the knock-down mutants. Altogether, these findings
have led us to conclude that Adaptins should play role during plant

development, secretory route and protein sorting.

xviii




1 Introduccion

Durante el desarrollo embrionario tanto de plantas como animales, la division
celular, el crecimiento, el desarrollo de érganos y la polaridad completa del
individuo son determinadas por el trafico vesicular y las caracteristicas de las
membranas plasmaticas (Jaillais y cols. 2007). La ruta secretora y endocitica
son las responsables de generar la identidad de las membranas. Dichas
caracteristicas de las membranas son relevantes respecto a las células
vecinas y respecto de la funcion de la célula (células secretoras o receptoras
de sefiales, epitelios, lumen de érganos, etc.)

En plantas, durante el desarrollo, la hormona Auxina es direccionada por
transportadores tipo PIN, los cuales generan flujos direccionados de la
hormona permitiendo divisién celular, diferenciacién celular y crecimiento de
6rganos (Dello loio y cols. 2008). La ubicacién de los transportadores de
Auxina define identidades en la membrana plasmatica de la célula vegetal.
Estos transportadores estan ubicados de forma polarizada en la membrana
plasmatica de manera dependiente de la actividad de proteinas tipo ARF-
GEF (Kleine-Vehn y cols. 2008). GNOM, es un ARF-GEF de plantas
necesario para la destinacién correcta de algunos de los transportadores de
auxina tipo PIN (Geldner y cols. 2003), el cual es inactivado por BFA
(BreFeldina A), una droga de origen flingico que se une especificamente al

dominio SEC 7 de los ARF-GEF (Zeeh y cols. 2006), inactivandolos. La
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ausencia de GNOM en plantas genera aberraciones a nivel embrionario,
causando letalidad. Ademas se ha determinado que GNOM es necesario
para el desarrollo de raices lateral en plantas (Geldner y cols. 2004;
Steinmann y cols. 1999), demostrando la importancia de la ruta secretora y

endocitica en el desarrollo completo de la planta.

1.1 Ciclo celular y ruta secretora

La maquinaria de ruta secretora es determinante en procesos fisioldgicos y
del desarrollo. En diversos sistemas eucariontes, el sistema de
endomembranas y trafico vesicular se ha caracterizado molecularmente en
detalle, sin embargo su funcién biolégica o los procesos biologicos asociados
a esta no han sido cabalmente estudiados.

Particularmente, defectos en la maquinaria de la ruta secretora de plantas
afectan el desarrollo radicular y el desarrollo del embrién (Lauber y cols.
1997; Vroemen y cols. 1996). Asimismo, afecta la respuesta a estimulos
abioticos como fototropismo y gravitropismo (Hala y cols. 2010; Rahman y
cols. 2010; Santelia y cols. 2008). El correcto destino de proteinas tipo PIN,
transportadores de salida de Auxina, es determinante en procesos celulares
como division celular, comunicacién de célula-célula y percepcion de
estimulos bidticos y abidticos. Diversos estudios en plantas describen la

magquinaria molecular de la ruta secretora que participan durante la division




celular. Por lo general, este tipo de proteinas son esenciales para el
crecimiento vegetal y el desarrollo (Geldner y cols. 2003; Lukowitz y cols.
1996). Por lo tanto, la divisién celular en los sistemas vegetales es un
proceso regulado, que implica la sintesis de novo de proteinas, trafico
vesicular activo para la formacion de placa celular y endocitosis de reciclaje
de membranas (Dhonukshe y cols. 2006; Reichardt y cols. 2007).

La progresion del ciclo celular es finamente regulada y es esencial para
determinar el tiempo de vida y la diferenciacion de células individuales. Las
etapas del ciclo celular son comunes en todo tipo de sistemas celulares: S,
etapa en la cual el ADN se replica; G2, donde las células preparan su
metabolismo para entrar en division celular; M, divisién celular y citocinesis.
La maquinaria especifica para la division celular se ha caracterizado en todos
los sistemas eucariontes desde mamiferos a levaduras. Los filamentos de
actina son necesarios para el movimiento de moléculas al plano de divisién
celular y los microtibulos son necesarios para mover los cromosomas
durante la mitosis (Cao y cols. 2010; Schmit y Lambert 1987; Wadsworth
1993).

En plantas, el sistema de trafico de varias proteinas ha sido caracterizado en
el ciclo celular, especificamente durante la divisiéon celular. Las proteinas
como quinesinas, sintaxinas, ARF-GEF y otras moléculas son necesarias
para iniciar, desarrollar y terminar este proceso (Fendrych y cols. 2010; Haga

y cols. 2007; Kang y cols. 2003; Kang y cols. 2001; Muller y cols. 2010; Park

y cols. 2008; Sollner y cols. 2002; Strompen y cols. 2002; Waizenegger y




cols. 2000; Wang y cols. 2008). Durante la divisién celular se produce
sintesis de novo de proteinas que participan en este proceso (Reichardt y
cols. 2007). La endocitosis es un proceso activo durante la divisién celular,
ya que se requiere reciclaje de membranas para dar origen a dos células
hijas (Dhonukshe y cols. 2006).

Durante la divisién celular e inmediatamente anies de este proceso, la
identidad de las membranas es relevante para el flujo de auxina entre las
células, necesario para el crecimiento de las células hijas después de la
division celular (Boutte y cols. 2006; Men y cols. 2008). Por esta razon,
durante este proceso la ruta secretora es activa y finamente regulada.
Jurgens y colaboradores (Jurgens 2005) han reportado varios componentes
de la ruta secretora que participan especificamente en la divisiéon celular
durante la citocinesis. KNOLLE es una sintaxina esencial para la formacion
de la placa celular (Lukowitz y cols. 1996). Otro componente de la ruta
secretora que participa directamente en la divisién celular es GNOM, una
proteina ARF-GEF que participa en el reciclaje de proteinas desde la
membrana plasmatica (Steinmann y cols. 1999). Quinesinas como la proteina
HINKEL, ayudan a la formacién del fragmoplasma y al movimiento de
microttbulos (Strompen y cols. 2002). Por dltimo, NACK1, un factor de
depolimerizacién de microtibulos, se acumula durante anafase y telofase
(Tanaka y cols. 2004). Sin embargo, la maquinaria de formacién de vesiculas
y selecciéon de cargos durante la division celular en plantas y animales esta

aun en estudio




1.2 Formacién de vesiculas y trafico en la red post Golgi

El mecanismo molecular asociado con la formacién de vesiculas y trafico
intracelular es conservado en los sistemas eucariontes. La formacion de
vesiculas entre el reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi esta
asociado a las proteinas COP y ARF (Eugster y cols. 2000). Entre el aparato
de Golgi, la membrana plasmatica y otros organelos de la red post-Golgi, el
transporte vesicular se vincula al complejo clatrina, que a su vez se ensambla
con proteinas adaptadoras (APs) asociadas a la membrana (Hirst y Robinson
1998). Se han descrito 4 complejos adaptadores caracterizados en
eucariontes: AP-1, AP-2, AP-3 y AP-4. Los 4 complejos adaptadores estan
compuestos por 4 proteinas solubles, adaptinas. La principal funcion
molecular de estas proteinas, es iniciar la formacion de las vesiculas y
seleccionar las proteinas que viajaran en dichas vesiculas. De este modo, las
adaptinas determinan el destino de las vesiculas y su contenido en la red
post-Golgi de la ruta secretora y durante endocitosis (Robinson y Bonifacino
2001). Estas proteinas acomplejadas activan y se unen a las membranas de
los organelos blanco de manera GTP dependiente (Boehm y Bonifacino
2001; Boehm y Bonifacino 2002). Este proceso es regulado por proteinas
tipo ARF-GEF, que promueven la salida de GDP unido a una GTPasa
pequefia (ARF) y la entrada de GTP. Los ARF ubicados en las membranas

de los organelos se activan al unir GTP, exponiendo sitios de interaccion




proteina-proteina. Asi reclutan a las adaptinas, que permitiran la formacion
de una vesicula cubierta por clatrina con cargo seleccionado.

Estudios en levaduras y células animales han demostrado que AP-2,
formado por a, B2, u2 y o2 se asocia a clatrina y actina, y participan en la
ruta endocitica de varios receptores para factores de crecimiento y vias de
sefializacion (Laporte y cols. 1999; Sorkin y Carpenter 1993; Willingham y
cols. 1980). En la ruta secretora se han caracterizado 3 complejos distintos.
AP-1, formado por y1, p1, n1 y o1, participa en el tréfico de Golgi a la
membrana plasmatica, endosomas y lisosomas (Boehm y Bonifacino 2002).
AP-3, formado por 8, B3, u3 y 63, participa en el trafico hacia lisosomas y se
ha asociado al trafico de neurotransmisores en las células neuronales
(Boehm y Bonifacino 2002), asi como a la secrecién en granulocitos
(Dell'Angelica 2009). Por otra parte, el complejo AP-4, formado por ¢, B4, p4,
y o4, se ha caracterizado s6lo en mamiferos. El 2002, el grupo de Hunziker
(Simmen y cols. 2002) determiné que este complejo cumple un papel en el
trafico a la membrana plasmatica en los sistemas polarizado, como las

células epiteliales.

1.3 Adaptinas y su funcién biolégica en sistemas eucariontes
Estudios realizados en modelos animales muestran un analisis detallado de
la funcién molecular de las adaptinas, sin embargo existen pocos repories

acerca de la funcién biolégica de dichas proteinas. Por ejemplo, el complejo
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AP-1 en mamiferos, se ha asociado al reciclaje de vesiculas sinapticas.
Mutaciones en algunos de los componentes de este complejo provoca
pérdida de la capacidad motora y reduccién de la memoria a largo plazo en
ratones (Glyvuk y cols. 2010).

AP-2, en C. elegans, ha sido asociado al reciclaje de vesiculas sinapticas
(Gu y cols. 2008). Por otra parte, este complejo estd asociado directamente
con la divisién celular en el sistema sensorial de D. melanogaster durante el
desarrollo (Berdnik y cols. 2002)

El complejo AP-3 se ha asociado a la secrecion y reciclaje de
neurotransmisores en células neuronales (Kantheti y cols. 1998). AP-3 en C.
elegans, juega un papel durante el desarrollo. Ademas, se ha reportado que
AP-3 participaria en la replicacion del VIH SIDA (Garcia y cols. 2008).
Asimismo, tanto en ratones como en humanos este complejo participa en la
pigmentacién, y se ha reportado que estd altamente expresado en tipos
celulares como melanocitos y granulocitos (Dell'’Angelica y cols. 1999; Lioyd
y cols. 1998). En D. melanogaster, se ha reportado que AP-3 es responsable
de la pigmentacidn de ojos (Mullins y cols. 2000).

AP-4 sélo se ha descrito en mamiferos y Arabidopsis. En mamiferos, AP-4 se
ha relacionado con el transporte de precursor de B-amiloides en la ruta
secretora (Burgos y cols. 2010) Por otro lado, en el sistema nervioso central
(SNC), AP-4 se asocié con el transporte de receptor de glutamato, ambos

resultados sugieren un papel de la AP-4 en el sistema neuronal. Estos




antecedentes se correlacionan con una alta expresion de la AP-4 en el SNC
(Yap y cols. 2003). Por dltimo, en neuronas, AP-4 se ha asociado a la

autofagia (Matsuda y Yuzaki 2008), sugiriendo un rol en muerte celular.

1.4 Adaptinas en plantas

En plantas se pueden encontrar genes relacionados con las proteinas de los
cuatro complejos adaptadores (Boehm y Bonifacino 2001; Boehm y
Bonifacino 2002). Adaptinas y de AP-1y & de AP-3, se han asociado con el
trafico desde Golgi a la vacuola (Lee y cols. 2007; Song y cols. 2008).

Qiao y colaboradores (2010), informé la funcién biolégica de la AP-1, en
arroz, asociando dicho complejo con procesos como senescencia y
respuesta hipersensible (Qiao y cols. 2010). Asimismo, demostraron que la
proteina AP1M1 se asocia a Golgi y que el gen que codifica para esta
proteina, complementa una levadura mutante en ese gen, lo que sugiere una

conservacién funcional entre mu1 entre plantas y levaduras. AP-2

especificamente, a y pA han sido asociados a la ruta endocitica (Barth y
Holstein 2004). AP-3 de Arabidopsis thaliana se ha caracterizado molecular y
biolégicamente. Feraru y cols. (2010) han asociado a la proteina B-Ap3 con la
biogénesis de la vacuola litica y la funcién celular de este organelo. Se
demostré que esta proteina es necesaria para la maduracién de la vacuola

litica. Asimismo, la transicién de vacuola litica a vacuola de almacenamiento
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también es un proceso regulado por el complejo AP-3 en plantas (Feraru y
cols. 2010). AP-4 no se ha sido estudiado ni caracterizado en plantas.

Dado que la ruta secretora en plantas funciona sobre la base de vesiculas al
igual que en animales, las adaptinas deben cumplir funciones similares en
este tipo celular. Por elio nos hemos planteado estudiar su funcion celular y
fisiologica en plantas.

Seleccionamos por homologia de secuencias dos proteinas tipo adaptinas
codificadas en el genoma de Arabidopsis: GAMMA-ADRs (GAMMA-ADaptin
Related) y EPSILON-ADR (EPSILON-ADaptin Related). Disefiamos Yy
caracterizamos anticuerpos policlonale’sv;g;c;:ontra EPSILON-ADR, con el
objetivo de estudiar y caracterizar su ubicgcic’m y distribucién subcelular.

EX
Paralelamente, generamos plantas transgénicas de GAMMAI-ADR fusionada

a GFP, para el mismo objetivo. i

Para acercarnos a entender las funciones fisioldgicas y celulares de
Adaptinas en plantas caracterizamos mutantes insercionales nulas y Knock-
down para cada adaptina en estudio y construimos plantas transgénicas que

nos permitieron disminuir la expresion de los genes de interés mediante ARN

de interferencia.




1.5 Hipétesis
Mediante su participacion en la ruta secretora, las proteinas tipo adaptinas de
Arabidopsis thaliana son necesarias para el funcionamiento celular y

fisiologico de la planta

1.6 Objetivo general
Determinar el rol de proteinas tipo adaptinas en la ruta secretora y durante el

crecimiento y desarrollo de Arabidopsis thaliana.

1.7 Objetivos especificos

1. Determinar la distribucién celular de GAMMA-ADRS y EPSILON-ADR
en plantas

2. Obtener y caracterizar plantas mutantes con pérdida de funcién y/o
Knock-down para GAMMA y EPSILON-ADR.

3. Analizar fenotipicamente las mutantes y caracterizar la funciones

celulares y fisiolégicas de los genes en estudio




2 Materiales y métodos

2.1 Material vegetal y condiciones de cultivo

Para todos los experimentos realizados en este trabajo se utilizaron semillas
de Arabidopsis thaliana silvestre, ecotipo Columbia (CS6000) obtenidos del
Ohio State Arabidopsis Seed Stock Center. Las mutantes analizadas (Ohio
State Arabidopsis Seed Stock Center) y las plantas transgénicas construidas

tienen el mismo background y se resumen en la Tabla 1.

2.1.1 Cultivo de Arabidopsis en condiciones estériles

Las semillas fueron esterilizadas en tubos de 1,5 ml con 1 ml de etanol 70 %,
las que fueron agitadas manualmente por unos segundos, luego el etanol se
descarté y se agregé 1 ml de cloro comercial, se agito por unos pocos
segundos luego de los cuales se descarté y finalmente las semillas fueron
lavadas 3 veces con agua destilada estéril. Por ultimo, las semillas fueron
suspendidas en agua estéril y sembradas en placas con medio ¥2X MS pH
5,7 (v2X Murashige & Skoog mezcla de sales, amortiguador MES 0.05%),
agar 0,8%, suplementadas con sacarosa 1%. Las plantas fransgénicas
fueron sembradas en medio %X MS agar suplementadas con sacarosa 1% y

kanamicina o higromicina 50 pg/ml, dependiendo del tipo de vector utilizado

para la transgenia.
Las semillas sembradas en placas fueron estratificadas por 48 h en

oscuridad a 4° C y posteriormente fueron cultivadas en una camara de cultivo
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de tejido estérii con condiciones de luz, temperatura y fotoperiodo

controlados (23° C, 16 h luz/8 h oscuridad)

2.1.2 Cultivo de Arabidopsis en hidroponia

Semillas de Arabidopsis thaliana fueron sembradas en medio hidropénico
(KNO3 125 mM, Ca (NO3)2 150 mM, MgSO4 75 mM, KHPO4 50 mM, KCI 5
mM, H3sBO3z 5 mM, MnSO4 1 mM, ZnSO4 200 uM, CuSO4 150 uM, NaxO3Si
150 uM, y hierro acomplejado con DTPA 72 mM), luego de lo cual fueron
puestas en camara de crecimiento con condiciones controladas de luz,

temperatura y fotoperiodo (23° C, 16 h luz/8 h oscuridad).

2.1.3 Transformacién de Arabidopsis thaliana a través de inmersion

floral

Este protocolo fue descrito por Clough y cols. (Clough y Bent 1998), para el
cual se utilizaron plantas de Arabidopsis silvestres ecotipo Columbia crecidas
en hidroponia, de aproximadamente 6 semanas con inflorescencias nuevas
(aproximadamente 3 inflorescencias de 10 cm de largo con flores a punto de
abrir), a las cuales se les cortaron las silicuas ya producidas. Para la
transformacién se prepararon cultivos de Agrobacterium (cepa GV3101),
transformados con los vectores de interés, los cuales se iniciaron a partir de
un pre-inéculo crecido a 25° C por 2 dias en un agitador termorregulado de
agua con agitacién constante y buena aireacion, en medio LB suplementado

con los antibiéticos gentamicina 100 pg/ml, rifampicina 10 pg/ml y el
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antibiético de seleccion para el vector transformante. 100 ul de este pre-
inéculo se utilizaron para inocular 250 ml de LB suplementado con los
mismos antibioticos para generar el cultivo 6ptimo para la transformacion, el
cual se crecié6 a una temperatura de 25° C con agitaciéon constante y alta
aireacion hasta alcanzar una D.O.s0onm de entre 0,6 a 0,8. El cultivo, fue
centrifugado a 6000xg por 10 min a 4° C para precipitar las células las cuales
fueron resuspendidas en 250 ml de solucion de transformacion (Silwett L-77

0,05 % v/v; sacarosa 3% p/v).

Las inflorescencias de las plantas (aproximadamente cuatro plantas por
vector), fueron sumergidas (invertidas) en la solucién de transformacién con
Agrobacterium durante 15 s y posteriormente fueron puestas en oscuridad en
posicién horizontal a temperatura ambiente por 16 h, cubiertas con plastico.
Finalmente las plantas fueron transferidas a una camara de crecimiento con
condiciones constantes de luz, temperatura (23° C) y fotoperiodo de 16 h de

luz y 8 h de oscuridad, a la espera de la recoleccién de semillas.

2.2 Disefio y obtencién de plantas transgénicas RNAI para adaptina

GAMMA-ADR de Arabidopsis

Un segmento de 400 pb comun para los tres loci de GAMMA-ADRs
presentes en el genoma de Arabidopsis thaliana (Figura 1A), fue clonado en
pENTR-SD/TOPO cloning vector (INVITROGEN. Figura 1B). Mediante
recombinacién usando clonasa LR (INVITROGEN), se subclon6 este

segmento en pHELLSGATES, vector compatible con el sistema Gateway,
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que permite realizar la estrategia de ARN de interferencia en plantas (Figura
1C). El nuevo vector, fue transformado en Agrobacterium y posteriormente
mediante inmersién floral, se obtuvieron plantas transgénicas (T0), cuyas
semillas (T1) fueron sembradas en medio suplementado con Kanamicina

para su seleccion.
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Figura 1. Estrategia para construir plantas transgénicas expresando ARN interferentes que permitan silenciar los tres genes
putativos que codifican para GAMMA-ADRs en Arabidopsis thaliana. A. Esquema de los tres loci presentes en el genoma de
Arabidopsis que codifican para GAMMA-ADRSs. En negro se muestran las zonas no codificantes 5" y 3". En Rojo se muestran los exones y
las lineas negras delgadas simbolizan los intrones. La linea fucsia bajo cada locus representa la secuencia de 400 pb comun seleccionada.
B. Vector de entrada del sistema Gateway usado en esta estrategia (Katzen 2007). C. Vector de recombinacion pHELLSAGATES en el que
se clono el fragmento de 400 pb por recombinacion (Wesley y cols. 2001). Esquemas de pENTR/SD/D-TOPO y pHELLGATES fueron
obtenidos desde www.invitrogen.com/site/us/en/home.html y www.pi.csiro.au/home.htm, respectivamente
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2.3 Material microbiolégico y condiciones de cultivo

En este estudio se utilizaron las bacterias E. coli DH50, TOP10, BL21 (DE3)
pLys (Studier y Moffatt 1986) y Agrobacterium fumefaciens cepa GV3101
(Xiao y cols. 2010). Cultivos liquidos de DH5a, TOP10, BL21 (DE3) plLys,
fueron crecidos a 37° C con agitacién constante, en medio LB (pectona 1%,
extracto de levadura 0,5%, NaCl 1% en agua destilada) por la noche. Los
stocks de glicerol, minipreps y midipreps fueron preparados a partir de estos
cultivos de noche. Los cultivos liquidos para llevar a cabo el protocolo de
células competentes son detallados en 2.3.1. Cultivos sdlidos de E.coli
fueron crecidos en una estufa o camara de cultivo a 37° C durante la noche
en medio LB agar (bactoagar 1,5%). Los antibi6ticos usados como medio de
seleccion para bacterias transformadas con los vectores de interés fueron
kanamicina 100 pg/mi, ampicilina 200 pg/ml y espectinomicina 50pg/ml. Los

antibiéticos fueron usados en medios liquidos y sélidos.

Cultivos liquidos de Agrobacterium fueron crecidos entre 25 y 28° C [sobre
30° C Agrobacterium pierde el plasmidio Ti, que es el que le permite
transferir su ADN a la planta, (Gelvin 2000)], con agitacion vigorosa y
constante por aproximadamente 2 dias en medio LB suplementado con los
antibioticos gentamicina 100 pg/mi, rifampicina 10 pg/ml y el antibidtico
adecuado para la seleccion del Agrobacterium transformado. Stocks de
glicerol y pre-indculos tanto para la preparacion de células competentes

como para la transformacién de Arabidopsis por la metodologia de inmersion




floral, fueron obtenidos a partir de estos medios liquidos. Los cultivos para la
preparacién de células competentes y transformacion de Arabidopsis por
inmersion floral, estan detallados en 2.3.4 y 2.1.3 respectivamente. Cultivos
sélidos de Agrobacterium fueron crecidos entre 25 y 28° C en medio LB agar
suplementado con los antibiticos mencionados anteriormente, por

aproximadamente 2 dias en estufa o camara de cultivo.

2.3.1 Preparacién de células competentes de E. coli DH5«

Las células competentes de E. coli fueron preparadas segun el protocolo
descrito por Inoue y cols. (Inoue y cols. 1990). Se crecié un cultivo liquido de
3 ml de E. Coli DH5a en medio LB durante la noche a 37° C con agitacién
constante. Un volumen de 250 ml de medio LB fue inoculado con el cultivo
anterior. Este cultivo se incub6 con alta aireacién a 25° C hasta obtener una
D.O.s00nm = 0,6. Alcanzada esta densidad optica, el culiivo se enfrio por 10
min en hielo y se traspas6 a un tubo de centrifuga estéril preenfriado a —20°
C en el cual las células fueron colectadas por centrifugacion a 2500xg por 10
min a 4° C. El sobrenadante fue descartado y las células fueron
resuspendidas en 80 ml de amortiguador TB frio (pipes 10 mM, CaCl, 15
mM, KCI 250 mM), pH 6,7 ajustado con KOH 5 M. Esta suspension fue
incubada por 10 min. en hielo y posteriormente las células fueron colectadas
por centrifugaciéon a 2500xg por 10 min. a 4° C. EIl sobrenadante fue
descartado y las células fueron resuspendidas en 20 ml de amortiguador TB

preenfriado. A esta suspension se le agregé DMSO a una concentracion final

18




de 7 % vy finalmente se alicuoté la suspension en voltiimenes de 200 yl en
tubos de 1,5 ml estériles preenfriados a -20° C. Las alicuotas se congelaron

en nitrégeno liquido y se almacenaron a —80° C hasta ser usadas.

2.3.2 Transformacion de E. coli DH5a

50 pl de células competentes DH50. fueron mezcladas con 2 ul de la reaccidén
de ligacién o recombinacion. Esta mezcla fue incubada durante 30 min. en
hielo y posteriormente incubadas a 37° C por 5 min., luego de los cuales se
le agregé 1 ml de medio LB. Esta solucién fue incubada por 60 min.a37°Cy
finalmente las células fueron recolectadas por centrifugacion a maxima
velocidad (10000xg) por 30 s y resuspendidas en el sobrenadante residual
(aproximadamente 20 a 50 pl) y puestas en placas LB agar con el

correspondiente antibiético para su seleccion.

2.3.3 Extraccion de ADN plasmidial desde E. coli DH5x

La extraccién de ADN plasmidial (lisis alcalina de 10 minutos), se lievo a

cabo basado en el protocolo descrito por Zhou y cols. (Zhou y cols. 1990).

Desde un cultivo de noche de E. coli transformadas con el vector de interés,
se toman 1,5 ml y se sedimentaron por centrifugacién durante 10 s en
microcentrifuga a maxima velocidad (10000xg). El sobrenadante fue
descartado dejando un volumen minimo para resuspenderlas (50 pl). Las
células se resuspendieron totalmente e inmediatamente después se agregé

300 pl de amortiguador TENS (TRIS pH 7,5 10 mM, EDTA pH 8,0 1 mM,
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hZd

NaOH 0,1 My SDS 0,5 %) y se mezclé en vortex por 2 s. Luego se agregd
150 pl de acetato de potasio (KAc) pH 4,7 3My se mezclé en vortex por 2 s.
La suspension fue centrifugada por 2 min. a maxima velocidad (10000xg) en
una microcentrifuga para sedimentar el ADN cromosémico y los residuos
celulares. El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y se le agregé 900
ul de etanol 100 % a temperatura ambiente, inmediatamente el ADN fue
sedimentado en microcentrifuga a maxima velocidad (10000xg) por 2 min. El
sobrenadante fue descartado y el decantado se lavo dos veces con 1 ml
etanol 80 % preenfriado a -20° C. Finalmente el ADN se dejo secar al aire y
se resuspendié en 20 ul de agua libre de nucleasas con RNAsas 10 Hg/mi.
Para secuenciacion o recombinaciones las extracciones de ADN plasmidial

fueron realizadas utilizando un Kit comercial (MIDIPrep Promega).

2.3.4 Preparacién de células competentes de Agrobacterium

tumefaciens

Las bacterias (Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101) fueron crecidas a
28° C en medio liquido de LB hasta alcanzar la fase log (tiempo de
duplicacion de aproximadamente 2 h). 2 mi de este cultivo fueron transferidos
a 50 ml de medio LB fresco y este cultivo se crecié hasta obtener una
D.0.s00nm de 0,5. Posteriormente las células fueron enfriadas durante 10 min.
en hielo y sedimentadas a 3000xg por 5 min., luego de lo cual fueron
resuspendidas en 1 ml de CaCl; 20 mM. Las células fueron alicuotadas en

tubos de 1,5 ml en 200 pl y fueron aimacenadas a —80° C hasta ser

20




utilizadas. Este protocolo se basé en la publicacién de Chen y cols. (Cheny

Kado 1994).

2.3.5 Transformacién de Agrobacterium tumefaciens

Al igual que el protocolo descrito en la seccién 2.3.4, la transformacion de
Agrobacterium se realiz6 basada en la metodologia descrita por Chen y
Kado. (1994). 100 ul de células competentes de Agrobacterium cepa
GV3101, fueron mezcladas con 1 ul del vector binario de interés (a una
concentracion de 1 pg/ul). Dicha mezcla fue congelada con nitrégeno liquido
por 5 min., posteriormente se descongeld la mezcla a 37° C durante 25 min.
Inmediatamente se le agregé 1 ml de medio LB y se incub6 por 3 ha 28° C
con agitacion suave. Finalmente las células fueron recolectadas por
centrifugacion durante 1 min. a maxima velocidad (10000xg) y el
sobrenadante fue descartado dejando aproximadamente 100 pl de medio
para resuspender las células, las cuales fueron puestas en medio LB agar
suplementado con gentamicina 100 pg/mi, rifampicina 10 pg/ml y el
antibiético de seleccion del Agrobacterium transformado. Las placas fueron

incubadas durante 2 dias a 28° C.

2.4 Clonacién de genes de interés en sistema Gateway.

Los CDS de las tres GAMMA-ADRs fueron clonados sin codén de stop en el
vector de entrada del sistema Gateway pENTR SD-TOPO (INVITROGEN).

CDS de EPSILON-ADR clonado en el mismo vector pero con coddn de stop
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incluido (U17999, ABRC, Stock Center), fue obtenido desde el stock center
ABRC. Los partidores usados para amplificar los CDS se resumen en la
Tabla 2. Para sobreexpresar los genes de interés se utilizd el vector
compatibles con el sistema Gateway pGWB6 (Nakagawa y cols. 2007) que

permite fusionar en amino terminal con la proteina GFP.
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2.5 Extraccion de ARN desde material vegetal

Entre 50 y 100 mg de tejido vegetal fue congelado en nitrégeno liquido y
luego molido hasta obtener un polvo homogéneo. Sin descongelarlo se
agregé 1 ml de TRIZOL (INVITROGEN). Se mezclé con vortex por 30
segundos y se incubd por 5 min. a temperatura ambiente. Posteriormente se
agregaron 250 pl de cloroformo, se mezcl6 con vortex por 15 segundos y se
incub6 por 3 min. a temperatura ambiente. Luego de la incubacion se
centrifugé por 12000xg durante 15 min. a 4° C. La fase superior donde se
encuentran los acidos nucleicos se transfiri6 a un tubo con 500 pl de 2-
propanol y se incub6 la mezcla por 5 min. a temperatura ambiente sin
mezclar. Para decantar el ARN se centrifugd a 12000xg por 15 min. a 4° C.
El sobrenadante fue descartado y el ARN precipitado se lavé con etanol al
75% preenfriado, preparado con agua pretratada con DEPC (SIGMA).
Finalmente se precipito por centrifugacién a 8000xg a 4° C por 5 min., se
descart6 el sobrenadante y el ARN precipitado se dej6é secar por 15 min. El
ARN total se resuspendié en 30 pl de agua pretratada con DEPC. Para
eliminar la contaminacion con ADN se tratoé el ARN purificado con DNAsa |.
En 100 pl totales de reaccién con 4 pl de DNAsal (FERMENTAS), se incubo
por 30 min a 37° C. Para detener la digestién se agregdé EDTA y se incubd
por 10 min. a 65° C. Para lavar el ARN y disminuir el volumen se precipitd
con 0,3 voliumenes de LiCl 10 M y se incub6 por 20 min. a -20° C. Por ultimo,

se decanté el ARN por centrifugacion a 12000xg a 4° C durante 30 min.
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Finalmente se lavo, seco y resuspendié como se describié anteriormente.

Para almacenarlo se congel6 con nitrégeno liquido y se guardé a -80° C.

2.6 Andlisis de expresién: RT-PCR, PCR cuantitativo

A partr de ARN total prefratado con DNAsal y cuantificado por
espectrofotometria, se preparé cADN utilizando un kit comercial (FirstStrand
cADN Synthesis Kit. FERMENTAS).

Los experimentos de PCR cuantitativo, fueron realizados utilizando el equipo
APPLIED BIOSYSTEM ONE STEP vy Master mix SYBR Green Fast
(APPLIED BIOSYSTEM). Los partidores utilizados en este estudio y sus
especificaciones estan resumidos en la Tabla 3. El protocolo de PCR
cuantitativo utilizado consta de 10 min. a 95°.C y 40 ciclos que consisten en
3sa95° Cy30sa60° C. Como gen de referencia se utilizé Actina 2 (lto y
cols. 2001). Los datos de PCR cuantitativo fueron expresados utilizando el

algoritmo de AACt (Schmittgen y Livak 2008)

2.7 Electroforesis de geles de agarosa para analisis de ADN

Los geles de agarosa se prepararon entre 1y 1,7 % en amortiguador TAE
1X, con bromuro de etidio (EtBr) 0,5 pg/ml. Como marcador de peso
molecular se utilizé escalera de 1Kb (FERMENTAS) a una concentracion de
100 ng/pl. Los geles fueron corridos en amortiguador TAE 1X a 100 V de

potencia.
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2.8 Anticuerpos policlonales

2.8.1 Disefio y Obtencién de Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales fueron obtenidos desde conejos inoculados con
un péptidos de 14 aminoacidos, los cuales fueron seleccionados para cada
proteina en estudio utilizando algoritmos que usan criterios de hidrofobicidad,
accesibilidad y flexibilidad del péptido obteniéndose un indice de
antigenicidad en el contexto de la proteina completa (Jameson y Wolf 1988,;
Kolaskar y Tongaonkar 1990; Margalit y cols. 1987). A su vez, se tomé en
cuenta para la eleccion del péptido, que éste fuera Unico en las proteinas en
estudio, para asegurar la especificidad de los anticuerpos generados. La
Figura 2, muestra un esquema de las proteinas en estudio y la ubicacion del

péptido seleccionado.

2.8.2 Purificacion de anticuerpos policlonales por columnas de

afinidad

Cada anticuerpo fue purificado desde el suero inmune por cromatografia de
afinidad usando el péptido acoplado. Se utilizd columna de sefarosa 4B
CNBr-activado (Amersham Pharmacia Biotech AB). Una vez purificados, se
cuantificé la concentracién de proteinas utilizando una curva estandar de

BSA. La eficiencia y especificidad se determiné por inmunoblot.
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Figura 2. Esquema de las proteinas en estudio y la ubicacion del péptido seleccionado
para obtencién de anticuerpos policlonales. GAMMAI-ADR (AT1G23900), GAMMAII-ADR
(AT1G600700), GAMMAIII-ADR (AT1G23940) contienen dos dominios conservados.
EPSILON-ADR (AT1G31730) posee un dominio conservado.

2.8.3 Expresion heteréloga de EPSILON-ADR en bacterias utilizando un

sistema inducible por IPTG.

El clén U17999 obtenido desde el Stock Center ABRC, contiene el CDS de
EPSILON-ADR con codén de stop. Este clén es compatible con el sistema
Gateway, por lo tanto, mediante recombinacion utilizando LR CLONASA,
generamos una fusion en N-terminal con HIS-TAG, en un vector de expresién
de bacterias inducible por IPTG (pET300/NT-DEST, INVITROGEN).
Bacterias competentes BL21 (DE3) pLys (INVITROGEN) fueron
transformadas con la construccion y seleccionadas en Medio LB-agar
suplementado con Ampicilina 200 pg/ml. La induccion se llevé a cabo
siguiendo el protocolo sugerido por Novagen para este tipo de vectores (PET
System). Un cultivo de D.0.600=0,6 se incubé por 0, 1,2y 3 ha 37°CenlB
liquido suplementado con IPTG (Calbiochem) al 1 mM. Las muestras se

centrifugaron a maxima velocidad y se lisaron con buffer 2X Laemmli (SDS 4
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%, glicerol 20 %, B-mercaptoetanol 10 %, azul de bromofenol 0.004 % y

TRIS-HC! 0.125 M. pH 6,8) incubadas 5 min. a 100° C.

2.9 Obtencién de extractos proteicos y analisis por inmunoblot

2.9.1 Obtencion de extractos de proteinas totales desde tejido vegetal.

Entre 200 y 400 mg de tejido vegetal fue congelado en nitrégeno liquido y
molido en mortero de porcelana o con puntas de teflon estériles hasta
obtener un polvo homogéneo. Luego se agregé entre 200 a 400 pl de buffer
de extraccion (50 mM de TRIS-HCI pH 8,0, 1 mM de EDTA pH 8,0, B-
mercaptoetanol al 0,25 %, 1 mM de PMSF e IGEPAL al 1 %) preenfriado a 4°
C. Se mezcl6 por vortex e incubd por 5 min. a 100° C. Finalmente, se mezclo
por vortex y se centrifugd a maxima velocidad en microcentrifuga a 4° C por
5 min. El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y se cuantificd la

concentracion de proteinas utilizando el método de BCA.

2.9.2 Obtenciéon de extractos microsomales crudos y fracciones
solubles desde tejido vegetal

Plantas de Arabidopsis de 7 dias fueron molidas en frio en presencia de

sacarosa 0,5 M (para 50 g de solucién: 8 g de sacarosa para gradiente

MERCK: 5 m! de KH,PO,4 1 M pH 6,65; 250 pL de MgCl> 1 M. Llevar a 50 g

de solucion con agua destilada estéril). E! macerado fue filtrado usando gasa

estéril y posterior el filtrado se centrifugd a 14000xg por 10 min. a 4° C. Se

rescatd el sobrenadante y se centrifugé a 100.000xg por 1 h a 4° C. El
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sobrenadante corresponde a la fraccion S100 y el sedimentado fue
resuspendido en STM (para 50 ml de solucién: 8,56 g de sacarosa para
gradiente MERCK; 1 ml de TRIS 1 M pH 7,5 y 100 pL de MgClz 1 M)
corresponde a la fraccion P100. Finalmente las proteinas fueron
cuantificadas por BCA y almacenadas a -80° C hasta que se realizé el

inmunoblot.

2.9.3 Inmunoblot

Geles de poliacrilamida 29:1 al 10% fueron corridos en condiciones
denaturantes (SDS-PAGE) y transferidos toda la noche a membrana de
PVDF a 150 mA, usando buffer que favorece la transferencia de proteinas de
alto peso molecular (Para un litro: 5,8 g de TRIS base, 2,9 g de Glicina,
Metanol al 20% e Isopropanol al 2,5%). La membrana cargada se lavd con
TBS (1,2 g/L de TRIS base y 9 g/L de NaCl, llevar a pH 7,4 usando HCI
fumante) para eliminar exceso de Metanol. La membrana fue bloqueada
usando una solucién de leche descremada al 5% en TBS-Tween20 (TBS
suplementado con 0,05 % de Tween 20). El anticuerpo primario se preparo
en solucién de blogueo y la membrana se incubd por 1 h a temperatura
ambiente y agitacién constante. Los lavados se realizaron con TBS-Tween20
3X 10 min. El anticuerpo secundario se preparé en solucién de bloqueo y la
membrana se incub6 por 1 h a temperatura ambiente y agitacion constante.
Los lavados se realizaron con TBS-Tween20 3X 10 min. Finalmente la

membrana se lavé con TBS para sacar el exceso de detergente. La
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membrana se reveld con un kit comercial (SuperSignal West Pico
Chemioluminicent Substrate. ThermoSCIENTIFIC). Los anticuerpos primarios

y secundarios usados en este estudio se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Anticuerpos usados en este estudio. Ip: inmunoprecipitacion;  if:
inmunofluorescencia; wb: western blot; E: ELISA

Anticuerpos Usos Qrigen Procedencia
Epsilon-ADR ip, if, wb,E conejo Propio
Knolle if, wb conejo Gerd Jurgens
Knolle if rata Gerd Jurgens
GFP if conejo Invitrogen
BIP wb cabra Santa Cruz
GNOM if, wb conejo Gerd Jurgens
Cl11 (actina) wt cabra Santa Cruz
anti rabbit Alexa fluor 488 if raton Invitrogen
anti mouse Alexa fluor 488 if conejo Invitrogen
anti rabbit HRP wb raton Sigma
anti mouse HRP wb conejo Sigma
anti goat HRP wb conejo Santa Cruz

2.9.4 Cuantificacion de proteinas mediante el método BCA

Se prepar6 una curva de calibracion con BSA de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 pg en 20 pi
totales en agua destilada estéril. Las muestras a cuantificar se prepararon de
la misma forma a 20 p totales. Paralelamente se prepard la solucion de BCA
(SIGMA)-Sulfato de cobre (176,6 pl y 3,6 pl respectivamente) y se agrego
180 pl de esta solucién a cada preparado de proteinas. Se incubé por 30

min. a 37° C y luego 10 min. a temperatura ambiente. Finalmente se midi6 la

absorbancia a 570 nm.

31




2.9.5 Inmunoprecipitacion de EPSILON-ADR de Arabidopsis thaliana

Para llevar a cabo la inmunoprecipitacién se utilizé un kit comercial (Co-IP,
PIERCE), siguiendo las especificaciones y sugerencias del fabricante. El
anticuerpo acoplado a la resina (80 pg) se purifico por afinidad (seccién
2.8.2) y se dializé contra buffer PBS. Se utilizaron 5g de tejido de planta
completa de 10 semanas el cual fue congelado en nitrégeno liquido, triturado
y resuspendido en 2 ml.de buffer de lisis. Se aplic vortex y se agregaré 10
ml de buffer PBS para diluir el buffer de lisis. Finalmente de centrifug6 a
9000xg por 10 min a 4° C y se rescaté el sobrenadante. La concentracion de
proteinas fue determinada por el método BCA. 500 pg de proteina fueron

cargados por columna. Todos los lavados fueron realizados con buffer PBS.

2.9.6 Tincién con cloruro de plata para geles de poliacrilamida SDS-

PAGE

Un gel SDS-PAGE cargado con proteinas de las elusiones de la
inmunoprecipitacion, se tiié con Cloruro de plata. Se lavo el gel con etanol al
30 %, 3 veces por 12 min. Luego con agua destilada 2 veces por 12 min. La
sensibilizacion se realizé con ditionito de sodio al 0,025 % p/v por 1 min. Para
sacar el sensibilizador se lavé con agua destilada 3 veces por 20 s. El gel se
tifié con una solucion de nitrato de plata (0,2 % p/v y formaldehido al 0,008 %
viv) por 20 min. Se siéuic’: con un lavado con agua destilada por 1 min.
Finalmente se revelé con 30 ml de carbonato (Na;COs al 6 % p/v y

formaldehido al 0,4 % v/v) hasta que se oscurecié la solucién, se descarto y
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1

agregod el resto de la solucién de carbonato. Para detener la reaccién se
agreg6 50 ml de solucion acetato (3,5 % v/v en agua destilada), se esper6 a
que burbujee y se agreg6 el resto de la solucion. Finalmente, el gel se lavd

con agua destilada.

2.10 Tratamientos e incubaciones en planta completa y células en

suspensién de Arabidopsis thaliana

2.10.1 Tratamientos con citoquinina y sacarosa.

Plantas crecidas por 7 dias en %X MS suplementado con sacarosa al 1 %
fueron tratadas con 100 nM de t-zeatina (SIGMA) por 30, 60 y 120 min, con
agitacion suave y constante. Como control se usaron tratamientos en el
solvente (%X MS). Las plantas post-tratamiento fueron congeladas en
Nitrégeno liquido y almacenadas a -80° C hasta ser usadas para extraccion
de ARN total.

Plantas crecidas por 7 dias en ¥2X MS suplementado con sacarosa al 1 %
fueron tratadas con %X MS, %X MS suplementado con sacarosa 30 mM y %
MS suplementado con sacarosa 130 mM por 24 horas con agitacién suave y
constante. Las plantas post-tratamiento fueron congeladas en Nitrogeno
liquido y almacenadas a -80° C hasta ser usadas para extraccion de ARN

total.
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2.10.2 Tratamientos con modificadores de ruta secretora.

Plantas crecidas en condiciones estériles fueron incubadas por 1 h. a
temperatura ambiente en %X MS suplementado con sacarosa al 1 % vy
BreFeldina A (BFA) 100pM, con agitacién suave y constante. Como control

del tratamiento se incubd sélo con %X MS suplementado con sacarosa.

2.10.3 Sincronizaciéon de ciclo celular en cultivos de células en

suspension de Arabidopsis

Cultivos de células en suspensiéon MM2 (Menges y Murray 2004) se
mantuvieron semanalmente crecidas en medio MS suplementado con
sacarosa al 3 %, NAA 0,5 mg/l y Kinetina 0,05 mg/l. Una vez por semana las
células fueron diluidas 1:10 en medio fresco (Menges y Murray 2004)

La sincronizacién del ciclo celular se llevé a cabo siguiendo el protocolo
descrito por Menges y Murray (Menges y Murray 2002) Una alicuota de 40 ml
desde un cultivo de 7 dias fue llevado a 200 ml de medio fresco,
suplementado con 4 mg/ml de afidicolina (Calbiochem) e incubado durante
21,5 h a 23° C con alta agitacién. Las células fueron lavadas vigorosamente
con un litro de medio fresco pasandolas a través de una gasa estéril, seguido
de centrifugacion a 1000xg por 1 min., con el objetivo de remover
completamente la afidicolina. Las células se resuspendieron en 250 ml de
medio fresco y se incubaron en camara de crecimiento para permitir su
crecimiento. Se tomaron uno o dos ml de muestraa 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12y 24

h. post lavados. Las muestras tomadas se centrifugaron a maxima velocidad
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en microcentrifuga por 5 min., se descarté el sobrenadante y el decantado se
congeld con nitrégeno liquido y se almaceno a -80° C hasta que fueron

usadas para extraer ARN total.

2.11 Inmunolocalizaciéon en planta completa

Este procedimiento se basa en protocolo de Lauber y cols. (Lauber y cols.
1997). Plantas de 5 a 6 dias de edad crecidas en condiciones estériles
fueron fijadas por 1 h en p-formaldehido fresco al 4 % y lavadas tres veces
en agua destilada por 10 min. Alrededor de 18 plantas se montaron en
portaobjetos Super Frost y se dejaron secar toda la noche a temperatura
ambiente. Posteriormente se pueden almacenar los portacbjetos cargados
con plantas por 1 mes a -20° C o se ocupan de inmediato para el proceso de
inmunolocalizacién. Se dibuja una pelicula con Super PapPen airededor de
las plantas formando una camara y se rehidratan las plantas con MTSB (50
mM PIPES, 5 mM EGTA, 5 mM MgSO; y ajustar con KOH a pH 6,9-7,0) Para
permeabilizar el tejido se trata con Driselasa al 2 % en MTSB por 30 a 40
min. a 37° C. Se lava 3 veces cada 5 min. con PBS (NaCl 8 g/L, KCI 0,2 g/L,
KH.PO4 0,2 g/L y NaHPO,4 1,15 g /L. Ajustar a pH 7,4 con KOH 10 M).
Luego para permeabilizar las membranas, se incuba por 1 h a temperatura
ambiente en 10 % DMSO y 3 % de NP40 en MTSB. Se lava seis veces cada
5 min. con PBS. Posteriormente se incuba con BSA al 4 % en PBS por 1h a
37° C. Luego se incuba con el anticuerpo primario en BSA 4 % en PBS por 4

h a temperatura ambiente en una camara sellada para evitar la evaporacion
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del anticuerpo. Los lavados se realizan con PBS Tween 20 al 0,01% tres
veces cada 10 min. y luego con PBS tres veces cada 10 min. La incubacion
con el anticuerpo secundario (asociado a fluoréforo) se realiza en PBS por 4
hrs. a 37° C en oscuridad y se lava cuatro veces con PBS cada 10 min. y dos
veces en agua destilada cada 10 min. Finalmente para tefiir con DAPI (1
pg/mi), se prepara la tincién en agua destilada y se incuba por 30 min. a 37°
C en oscuridad. Los seis lavados finales son cada 5 min. usando agua
destilada. Para montar se escurre el agua de los portas y se agrega 50 pl de
Citifluor y se cumbre con cubreobjeto. Las muestras listas pueden

almacenarse a 4° C por hasta tres meses.

2.12 Clarificacién de tejido para cuantificacion de raices laterales (LR) vy

primordios (LRP) en Arabidopsis thaliana

Plantulas de 7 dias fueron fijadas en etanol al 70% durante la noche a
temperatura ambiente. Al dia siguiente se empezé la clarificacion del tejido
que lo transparenta permitiendo visualizar estadios muy tempranos del
desarrollo de raices laterales (Malamy y Benfey 1997). Las plantulas fueron
incubadas a 62° C por 40 min. en Solucion | (0,24 N HCI en metanol al 20
%). La solucion fue reemplazada por Solucién Il (NaOH 7 % en etanol al 60
%) y se incubd por 20 min. a temperatura ambiente. Las plantulas fueron
rehidratadas en gradientes de etanol desde 40 a 10 %, a temperatura
ambiente por 2 h con cada solucion. Finalmente se incubd por 2 h en

Solucién [l (etanol al 5 % y glicerol al 25 %). Las plantulas fueron montadas
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cuidadosamente en portacbjetos con glicerol al 50 %. La cuantificacion se

llevé a cabo bajo un microscopio con optica Nomarski con un objetivo 20X.

2.13 Genotipificacién de mutantes insercionales

2.13.1 Extraccién de ADN genémico de hoja de Arabidopsis

Este protocolo se basé y fue modificado de Xin y cols. (Xin'y cols. 2003). Un
pequefio trozo de hoja se molié en un tubo de 1,7 ml con una punta de teflon
estéril en presencia de 200 pl de tampén de extraccion (200 mM TRIS pH
8,0: 250 mM NaCl; 25 mM EDTA y 0,5 % SDS). Se mezclé por vortex
durante 5 s y se centrifugd a maxima velocidad por 5 min. a temperatura
ambiente. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio al que se le agregé
200 pl de isopropanol absoluto. Se mezclé por vortex durante 5 s. Luego por
centrifugacién durante 5 min. a maxima velocidad, se precipito el ADN y se
descarté el sobrenadante. Posteriormente, se lavé el ADN precipitado con 1
ml de etanol al 80 % pre-enfriado y se centrifugé, descartando el
sobrenadante. El ADN se dej6 secar en los tubos boca a bajo sobre un papel
absorbente durante 30 min. Finalmente el ADN fue resuspendido en 20 pL de

agua estéril nano-pura y se almacené a -20° C.

2.13.2 Genotipificacion por PCR

4 uL de ADN genémico se usaron como templado para la genotipificacion de

mutantes insercionales, usando partidores especificos. En este estudio se
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genotipificaron 11 lineas insercionales cuya descripcion se resume en la

Tabla 5.

Tabla 5. Mutantes insercionales caracterizadas en este estudio. a: ausente, n.d: no
determinado, p: presente

GERMOPLASMA ORIGEN BACKGROUND  GENOTIPO  TRANSCRI

CAMMAI Salk_109928C  ABRC Col-0 Homocigotas n.d
(AT1G23900) Salk_032500C  ABRC Col-0 Homocigotas n.d
Salk_032502 ABRC Col-0 Homocigotas n.d
GAMMAII Salk_028208 ABRC Col-0 Homocigotas a
(AT1G60070) Salk_043364C  ABRC Col-0 Homocigotas a
CAMMAII Salk_082956 ABRC Col-0 Hom ac::gotas a
(ATI1G23940) Salk_075177 ABRC Col-0 Homocigotas a
Salk_126133 ABRC Col-0 Homocigotas a
Salk_125109 ABRC Col-0 Homocigotas p
A 'IE:}ID é’;lo;\; 0 Salk_136213 ABRC Col-0 Homocigotas p
¢ ) CS857164 ABRC Cal-0 Homocigotas a

2.14 Cuantificacién de glucosa total en semillas de Arabidopsis thaliana

100 mg. de semillas Col-0 y eps?1.3 fueron molidas y homogenizadas en
nitrégeno liquido utilizando morteros de porcelana. El polvo de semilia
congelado fue resuspendido en 500 ul de agua estéril miliQ, y centrifugado a
14000xg por 3 min. a 4° C. Se rescataron 250 pl de sobrenadante y se
volvieron a centrifugar en las mismas condiciones descritas arriba.
Finalmente se prepararon diluciones que permitan leer en el

espectrofotémetro dentro del rango dinamico del equipo y la sensibilidad del
ensayo. Usando el protocolo descrito en el kit utilizado, se cuantificaron mg/pl

de glucosa. 10 ul de una dilucién 1:5 del extracto de semillas fueron
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mezclados con 100 pl de Glucose Assay Reagent (SIGMA) y se incub6 por
15 min. a temperatura ambiente antes de medir a 340 nm. Los datos fueron
normalizados por dos controles, muestra blanco de homogenizado de
semillas y muestra blanco de glucose assay reagent. Experimento realizado

en triplicado técnico y bioldgico.

2.15 Anélisis de microscopia confocal, epifluorescente y Nomarski

Se utilizd un microscopio invertido Olympus IX71. Las imagenes de
transmision fueron analizadas con microscopia Nomarski (DP20 y DP60). La
microscopia confocal se realizé utilizando un equipo Olympus espectral Fluo
View 1000, contando con los siguientes LASERs: diodo de 405 nm,
multilinea de Argén (457 nm, 488 nm y 515 nm), y LASER HeNe de 543 nm.

Las imagenes fueron editadas con el software Photoshop CS2.

2.16 Analisis estadistico de datos

Las diferencias significativas entre medias se determinaron utilizando
ANOVA (Analisis de Varianza) combinada con la prueba de Tukey en los
casos que se compard entre mas de dos muestras. Se utiliz6 siempre una
prueba de un factor. En los casos que se comparé entre dos muestras se
utilizo la prueba de t student con un p<0,05. Los analisis se llevaron acabo

utilizando el software GraphPad Prism 3.0.
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3 Resultados

3.1 Capitulo I: EPSILON-ADR en la célula vegetal y su posible papel

en desarrollo y divisién celular

Dado que los perfiles de expresion génica y la acumulacion de proteinas, asi
como su ubicacion subcelular y distribucion in planta, son herramientas que
entregan informacion Util para generar una hipdtesis acerca de las funciones
de una determinada proteina. En esta tesis se utilizé esta estrategia

experimental para obtener informacion relevante acerca de EPSILON-ADR.

3.1.1 El transcrito de EPSILON-ADR se encuentra enriquecido en

silicuas y cultivos de células en suspensién

Mediante ensayos de PCR cuantitativo, se construyé un perfil de expresion,
determinando la abundancia relativa de transcritos de EPSILON-ADR en
distintos tejidos y estados de desarrollo de la plantas. (Figura 3). Células en
suspension y silicuas son los tejidos que acumulan mayores niveles de
transcrito de EPSILON-ADR. La menor acumulacién de transcrito se observa
en flores, hojas y tallos. Este perfil de expresién sugiere que los tejidos con
mayor tasa de division celular acumulan altas concentraciones del transcrito

del gen en estudio.
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Figura 3. EPSILON-ADR se expresa mayoritariamente en cultivos de células en
suspension y silicuas. Niveles relativos del transcrito de EPSILON-ADR determinados por
PCR cuantitativo. Se comparé contra plantulas de 7 dias (SD), utilizando actina 2 como gen de
referencia. CS, células en suspension; SD, plantulas de 7 dias; RO, raices; LE, hojas; SH, tallo;
FL, flores; SI, silicuas. Experimento realizado en triplicado biol6gico y técnico., Se muestra un
experimento representativo de una muestra bioldgica en sus respectivas replicas técnicas. Las
barras representan la media y su respectivo error estandar. Diferencias significativas respecto a
SD, fueron establecidas mediante Prueba de Tukey (ANOVA, p< 0,05): **= p<0,01 y ***=p<
0,001.

3.1.2 El ciclo celular regula la expresion de EPSILON-ADR en plantas

Existen estimulos medioambientales y hormonas que son capaces de inducir la
division celular en plantas. Con estos antecedentes analizamos si citoquinina y
“sacarosa pueden regular la expresion de este gen, ya que se ha reportado que
ambas sustancias inducen division celular en plantas (Polit y cols. 2003). Las
plantas fratadas con 100 nM de tras-zeatina (citoquinina enddgena) muestran
induccion del transcrito de EPSILON-ADR a los 30 min. de tratamiento,
alcanzando su maximo a los 60 min. A las 2 h, sin embargo, la expresién decae
a niveles comparables con el control sin fratamiento (Figura 4A), sugiriendo que

EPSILON-ADR es activado en la respuesta temprana a citoquinina. Como
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control de la induccién por citoquinina, analizamos la abundancia del transcrito
de ARR7 (Lee y cols. 2007), un receptor de respuesta a citoquinina, cuya
transcripcién es activada tempranamente en tratamientos con la hormona
(Figura 4B). Paralelamente, plantas fratadas con sacarosa 0, 30 y 130 mM
durante 24 h, mostraron induccién del EPSILON-ADR y de genes de division
celular como CICLINA-B1 [(Ito 2000) Figura 4C y D] de una manera dosis
dependiente. Estos resultados muestran que EPSILON-ADR es inducido por
compuestos que promueven la divisién celular en plantas.

Paralelamente, para relacionar a nuestro gen en estudio y su expresion con un
proceso celular en particular, se analizaron los elementos CIS presentes en las
putativas secuencias promotoras del gen en estudio. Utilizando la Base de
Datos PLACE identificamos elementos en CIS del tipo MSA (Mitosis Sequence
Activator (Ito y cols. 1998), lo que sugiere que el promotor de este gen estaria

siendo activado durante division celular (Figura 5A).
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Figura 4. EPSILON-ADR es inducido por citoquinina y sacarosa. Niveles relativos de
transcritos de EPSILON-ADR (A) y ARR7 (B) determinados por PCR cuantitativo. Se compard
contra plantas no tratadas con la hormona. Barras muestran los niveles de transcrito en plantas
tratadas con t-Zeatina 100 nM por 0, 30, 60 y 120 min. Las barras representan la media de una
réplica biolégica con su respectiva réplica técnica y el error estandar. Niveles relativos de
transcritos de EPSILON-ADR (C) y CICLINA B1 (D), determinados por PCR cuantitativo en
plantas pretratadas por 24 horas sin sacarosa, con 30 6 130 mM de sacarosa. Se comparo
contra plantas tratadas con 30 mM de sacarosa. Las barras representan la media de una réplica
biolégica con su respectiva réplica técnica y el error estandar. Se utilizé actina 2 como gen de
referencia en ambos experimentos. Experimentos realizados en triplicado biolégico y técnico.
Se muestra un experimento representativo. Las diferencias significativas se determinaron
mediante la prueba de Tukey (ANOVA p<0,05). *= p<0,05, **= p<0,01 y ***= p<0,001, respecto
atiempo 0 (A y B) y 30 mM de sacarosa (C y D)

Estos resultados de expresion y andlisis de elementos CIS nos sugieren la
induccién de la expresion de EPSILON-ADR durante la divisidén celular. Para
abordar esta hipotesis, utilizamos cultivos de células en suspension de

Arabidopsis thaliana, y llevamos acabo la sincronizacién del ciclo celular usando
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afidicolina, droga que detiene reversiblemente el ciclo celular durante la fase S
(Menges y Murray 2002). En la Figura 5B, se muestran los niveles de expresion
relativos de los genes KNOLLE [marcador transcripcional de fase M, (Haga y
cols. 2007)], H4 [HISTONA 4, marcador transcripcional de fase S, (Zhang y
cols. 2005)] y el perfil de expresion relativo de EPSILON-ADR durante la
progresion del ciclo celular. EPSILON-ADR presenta un maximo de expresion
que coincide con el marcador transcripcional de fase M, KNOLLE. Asimismo,
los mas bajos niveles de la expresion de gen coinciden con el marcador
transcripcional de fase S (Figura 5B).

Estos resultados junto con la presencia de elementos CIS activadores de
mitosis (Figura 5A), asi como la induccién con citoquinina y sacarosa (Figura 4),
son evidencias que asocian la expresion del gen que codifica para la proteina

EPSILON-ADR con el proceso de division celular en Arabidopsis.

Figura 5 (Pagina siguiente). Expresion de EPSILON-ADR es regulada durante el ciclo
celular. A. Secuencia rio arriba del codon de inicio de EPSILON-ADR, presenta elementos en
CIS, comunes en genes que son expresados durante division celular. Arriba, elementos MSA
(mitosis specific activator) presentes en el promotor de Ciclina B1;1, descrito por lto y
colaboradores (2001), abajo, putativa secuencia promotora de EPSILON-ADR. B. Células en
suspension de réapida division fueron utilizadas para sincronizar ciclo celular. Las células se
trataron por 21,5 h con 5 pM de afidicolina. Se recolectaron muestras cada 2 h post
tratamiento. Como marcadores transcripcionales de la progresion del ciclo celular se usaron
Histona 4 (H4) y KNOLLE. Los niveles relativos de transcritos se analizaron mediante PCR
cuantitativo, comparando contra el tiempo 0 y utilizando actina 2 como gen de referencia.
Experimentos realizados en triplicado biolégico y técnico. Se presenta un grafico
representativo de una muestra biologica con sus respectivas replicas técnicas. Las barras
representan el error estandar. Las diferencias significativas fueron determinadas por la prueba
de Tukey (ANOVA, p< 0,05). *= p<0,05, ***= p<0,001
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3.1.3 EPSILON-ADR es una proteina tejido especifica asociada a

membranas

3.1.3.1 Disefio, obtencién y especificidad de anticuerpos policlonales.

Para determinar la localizacién subcelular de EPSILON-ADR en plantas se
disefiaron y obtuvieron anticuerpos policlonales en conejo a partir de un peptido
de 14 aminoacidos (Figura 2). El anticuerpo fue purificado desde el suero
inmune utilizando cromatografia de afinidad, uniendo el péptido. Para la
caracterizacion de los anticuerpos se usé expresion heterdloga de la proteina
EPSILON-ADR en E. coli utilizando un sistema inducible por IPTG (Figura 6).
Como observamos en la Figura 6, sé6lo se visualiza la proteina EPSILON-ADR
en extractos proteicos de bacterias crecidas en presencia de IPTG, sin
embargo, en ausencia del inductor el anticuerpo no reconoce bandas. La
especificidad del anticuerpo se pudo determinar utilizando el anticuerpo en
extractos de proteinas totales de distintos tejidos de la planta (Figura 7A),
donde el anticuerpo reconoce una Unica banda de aproximadamente 100 KDa,
tamafio que corresponde al predicho para EPSILON-ADR de Arabidopsis
thaliana. Con este experimento ademas, construimos el perfil de acumulacion
de la proteina EPSILON-ADR, determinandose presencia de ésta en silicuas, lo
gue coincide con el perfil de expresion, que muestra la mas alta acumulacién
del franscrito en silicuas (Figura 3). Ademas se observa la proteina en tejidos

como flores y plantulas y ausencia de ésta en fallos y hojas maduras (Figura 3)
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Figura 6. El anticuerpo policlonal conira anti-EPSILON-ADR reconoce a la proteina
expresada en un sistema heterélogo. EPSILON-ADR de Arabidopsis thaliana fue expresada
en bacterias utilizando un sistema heterélogo inducible por IPTG. Las bacterias fueron inducidas
por 1, 2 y 3 horas. El western blot utilizando anti EPSILON-ADR usando una dilucién 1:500 y
anticuerpo secundario anti Rabbit 1:5000. n=2

3.1.3.2 EPSILON-ADR es una proteina _presente en tejidos con alfa division

celular, asociada a membranas e insensible a BFA

Mediante inmunoblot, se determiné que EPSILON-ADR es una proteina
asociada a fraccién microsomal (P100) y cuya distribucién no es alterada en
presencia de BFA (Figura 7B). Con el fin de ver in sifu la distribucién de
EPSILON-ADR en raices de Arabidopsis, realizamos inmunolocalizaciones.
EPSILON-ADR se acumula de una forma punteada y cortical en células en
division (Figura 8) y mas bien homogéneamente distribuida por la célula en
interfase. Asimismo, esta sefial punteada in situ tampoco se ve alterada en
presencia de BFA (Figura 9), lo que coincide con los resultados obtenidos por
Inmunoblot (Figura 7). Estos resultados en conjunto sugieren que esta proteina

estaria asociada a membranas intracelulares en plantas.
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Figura 7. La proteina EPSILON-ADR tiene una distribucion tejido especifica, esta
asociada a membranas y su distribucion subcelular es insensible a BFA. A. Inmunoblot
para detectar EPSILON-ADR en proteinas obtenidas desde distintos tejidos y estados de
desarrollo de Arabidopsis. S7D, plantulas de 7 dias. LE, hojas. SH, tallo. FL, flores. S|, silicuas.
Actina se usé como control de carga. Anti-EPSILON-ADR se us6 a una dilucién de 1:500 y anti
actina a una diluciéon de 1:200. B. Inmunoblot para detectar EPSILON-ADR (la dilucién del
anticuerpo es de 1:500) en proteinas obtenidas desde plantas tratadas con BFA 100uM por 1hy
plantas controles. Se obtuvieron fracciones microsomales crudas (P100) y fracciones solubles
(S100). Como control del tratamiento con BFA se usé GNOM (la dilucién del anticuerpo es de
1:200), el que se acumula en P100 en presencia de BFA. Fraccién soluble y P100 se
controlaron con actina (la dilucién del anticuerpo es de 1:200) y BIP (la dilucién del anticuerpo

es de 1:400) respectivamente. n= 2
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Figura 8. EPSILON-ADR se acumula durante la division celular en raices de Arabidopsis
thaliana. Inmunolocalizaciones en raices de Arabidopsis thaliana. A, Anticuerpo anti EPSILON-
ADR. B, Anticuerpo anti KNOLLE. C, Tincién nuclear con DAPI. D. Imagen combinada de A-C.
La barra representa 5um. n= 10
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3.1.3.3 EPSILON-ADR es una proteina acumulada principalmente en caliptra

lateral, epidermis y corteza de raices de Arabidopsis thaliana

Mediante inmunolocalizaciones en raices, quisimos caracterizar la distribucién
tejido o célula especifica de EPSILON-ADR. La Figura 10 muestra que la sefial
del anticuerpo anti EPSILON-ADR no esta presente en todos los tipos celulares
de la raiz primaria, observandose solamente en células de la caliptra lateral,
epidermis y corteza. Estos resultados sugieren que EPSILON-ADR es una

proteina tejido especifico.

Epidermis

Corteza

Caliptra lateral

Figura 10. EPSILON-ADR se distribuye preferencialmente en células de la caliptra lateral,
epidermis y corteza en raices de Arabidopsis thaliana. Inmunolocalizacién en raices de
Arabidopsis thaliana, utilizando anticuerpos policlonal purificado por afinidad contra EPSILON-
ADR (rojo) y DAPI (azul). Imagen representativa de al menos 20 plantas. Barra de tamafio

representa 50 um.
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3.1.3.4 EPSILON-ADR esté asociada a organelos o cuerpos intracelulares no

caracterizados

Para investigar la identidad de los organelos en las que se localiza EPSILON-
ADR, se realizaron co-inmunolocalizaciones. EPSILON-ADR no colocaliz6 con
marcadores de reticulo endoplasmatico [(Haseloff y cols. 1997). Figura 11A],
Golgi [NAG y N-ST (Reichardt y cols. 2007). Figura 11B-C], TGN [Ai y KN
(Dhonukshe y cols. 2006). Figura 11D-E], PVC y vacuola litica [ALEU (Feraruy
cols. 2010). Figura 11F] ni endosomas [SNX1 (Pourcher y cols. 2010), GNOM-
BFA (Geldner y cols. 2003) y ARA8 (Dhonukshe y cols. 2006; Ueda y cols.
2001), Figura 11G-l], sugiriendo que EPSILON-ADR se asocia a estructuras

intracelulares no caracterizados.
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Figura 11. EPSILON-ADR reside en organelos de identidad no caracterizada.
Inmunolocalizaciones utilizando marcadores fluorescentes de organelos (GFP) y anti EPSILON-
ADR (Rojo), DAPI en azul. A. Reticulo endoplasmatico (KDL_GFP). By C, Golgi (NAG y N-ST).
Dy E, TGN (Ai y KNOLLE). F, PVC y/o vacuola litica (ALEU). G-I, endosomas (SNX1, GNOM-

BFA y ARAB). Barrasen A, B, D, F, G e | representa 10 umy en C, E y Hrepresentan 5 um. N=
3 plantas
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3.1.3.5 ;EPSILON-ADR forma parte de un complejo proteico en plantas?

Mediante inmunoprecipitacidén utilizando el anticuerpo policlonal purificado por
afinidad fue posible purificar una especie proteica que sugiere un complejo de
alto peso molecular. La Figura 12, muestra un gel SDS PAGE post precipitacion
tefiido con nitrato de plata, donde es posible distinguir una banda nitida de alto
peso molecular en el carril 4 (sobre 200KDa) El gran tamafio de esta banda
sugiere que esta especie proteica podria formar parte de un complejo de alto
peso molecular o bien que es una proteina insoluble en nuestro buffer de
extraccion, generando agregados de alto peso molecular. Asimismo, los
controles negativos del ensayo no muestran presencia de proteinas,
descartandose que esa banda corresponda al anticuerpo no unido (carril 3) y la
unién inespecifica de proteinas a la columna se descarta con los controles del
carril 1 y 2 que corresponden a resina inerte y a resina sin anticuerpo unido,
respectivamente. Pese a esto, estos resultados no son concluyentes respecto a
si en esta especie proteica se encuentra nuestra proteina en estudio, lo que

hace necesario realizar un inmunobilot de la fraccion purificada.
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170 KDa —p

Figura 12. Ensayo de inmuno precipitacion utilizando anticuerpo contra EPSILON-ADR
muestra una banda de alto peso molecular. SDS-PAGE para resolver las elusiones de las
columnas de inmunoprecipitaciéon en buffer no reductor. 1. Columna inactiva incubada con
anticuerpos y proteinas totales de Arabidopsis. 2. Columna activada sin anticuerpo incubada
con proteinas totales de Arabidopsis. 3. Columna activada con anticuerpo anti EPSILON-ADR
acoplado, incubada con buffer de extraccién de proteinas. 4. Columna activada, con anticuerpo
anti EPSILON-ADR acoplado e incubado con proteinas totales de Arabidopsis thaliana.

3.1.4 Genética reversa para el estudio de .la funcién Biolégica de

EPSILON-ADR en Arabidopsis thaliana

Mediante genética reversa es posible acercarse a entender y dilucidar la funcion
fisiolégica de un gen en la planta completa. Tanto la pérdida como la ganancia
de funcién y los fenotipos que estas modificaciones genéticas provocan en una
planta entregan informacion clave de los procesos celulares y/o fiéiolqgicos en

*

los que un gen participa.

3.1.4.1 Caracterizacion genotipica y fenotipica de una mutante Knock-out en

EPSILON-ADR

Se han aislados 3 mutantes homocigotos en EPSILON-ADR (Tabla 5), de los
cuales eps1.3 presenta ausencia de transcrito y proteina (Figura 13A 'y B, Tabla
+/‘),

5). Al analizar fenotipicamente la mutante eps?7.3 en heterocigocidad (eps7.3

se observaron silicuas menos alongadas (Figura 14 A y D), con disminucion
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tanto en el numero de embriones (Figura 14 B y D) y presencia de embriones

abortados (Figura 14 C y D).

Figura 13. (Pagina siguiente). Mutante eps1.3 homocigota es nula para la presencia de
transcrito y proteina, presenta defectos en el crecimiento de raiz primaria, fenotipo que
es exacerbado en ausencia de sacarosa. A. RT-PCR de cADN obtenido a partir de ARN de
plantulas silvestres (Col-0) y mutantes (eps1.3) de 7 dias crecidas en MS suplementado con 1%
de sacarosa. Se amplificé un fragmento de 500 pb del CDS de EPSILON-ADR (superior) y
como control de carga se amplificé un fragmento de 200 pb del gen actina 2 (inferior). B.
Western blot. que muestra la presencia de la proteina EPSILON-ADR en extractos de proteinas
totales de plantulas silvestres (Col-0) y mutantes (eps1.3) de 7 dias crecidas en MS
suplementado con 1% de sacarosa. Utilizando anti EPSILON-ADR de Arabidopsis thaliana, es
posible distinguir una banda de aproximadamente 103 KDa (superior). Membrana de
trasferencia tefiida con rojo de Ponceau, como control de carga de proteinas (inferior). C y D.
Plantas de 7 dias crecidas en 30mM de sacarosa, (C) y en ausencia de sacarosa (D). Ey F.
Plantas de 10 dias crecidas en 30mM de sacarosa (E) y ausencia .de sacarosa (F). G y H.
Andlisis cuantitativo del largo de la raiz primaria de plantas de 7 dias crecidas ausencia (G) y .en
30 mM de sacarosa (H). Las Barras representan la media con su respectivo error estandar.
Experimentos realizados con n mayor a 60 plantas por experimento. La significancia estadistica
se determind mediante analisis de t de student. p< 0,001
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Figura 14. Mutante insercional eps1.3” presenta defectos en silicuas y embriones. A-C,
analisis cuantitativo de fenotipos en silicuas en mutantes eps1.3" largo de silicuas (A), n° de
embriones por silicua (B) y embriones abortados (C). n=6. D, fotografias de silicuas de plantas
WT y mutantes heterocigotos. Se analizaron silicuas maduras antes de la desecacion. La regla
muestra 1 cm y subdivisiones de 1 mm. Las diferencias significativas fueron establecidas
mediante analisis de t student (p<0,05). *= p<0,05 y **= p<0,01. n=6

En homocigocidad, la planta presenta fenotipos alterados que fueron
cuantitativa (Figura 13 G y H) y cualitativamente analizados (Figura 13 C-F y
Figura 15). La planta completa presenta disminucion de tamario, es decir,

rosetas mas pequefias (Figura 15, abajo), pérdida de dominancia apical, es
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decir, numerosas inflorescencias poco alongadas y silicuas muy pequefias
(Figura 15, arriba) Estos resultados sugieren que la ausencia de la proteina
EPSILON-ADR en Arabidopsis thaliana, genera defectos a nivel de desarrollo
embrionario y tamafio de 6rganos, lo que puede asociarse a procesos celulares
como division o elongacién celular, asi como también, a diferenciacion celular
(presencia o ausencia de tipos celulares y/o numero de células)

Finalmente hemos observado, que esta mutante presenta defectos
exacerbados de disminucion de largo de las raices primarias cuando son
germinadas en ausencia de sacarosa en el medio (Figura 13 C-H). Para
determinar si este fenotipo es debido a defectos de acumulacion de azlcares
en las semillas, se midio el contenido total de glucosa en semillas y se comparo
dicho contenido entre plantas Col-0 y eps7.3 homocigotas. La Figura 16
muestra que eps7.3 presenta menor contenido de glucosa total sugiriendo que
estas mutantes presentan un defecto en el almacenamiento de carbohidratos
durante embriogénesis y/o durante la desecacién del embrion maduro,
sugiriendo que esta caracteristica en la mutante seria un potencial responsable
directo o indirecto de los defectos en la germinacién y el crecimiento

observados en esta planta.
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Figura 15. eps1.3 homocigota, presenta reducciéon en el tamafio de 6rganos aéreos.
Fotografias representativas que muestran diferencias en inflorescencia y silicuas en plantas de
2 meses (arriba) y roseta de 3 semanas (abajo).
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Figura 16. Contenido total de glucosa en semillas de Arabidopsis thaliana Col-0 y eps1.3
homocigotas, sugiere defectos en almacenamiento de carbohidratos en semillas. Se
obtuvo extracto de glucosa total desde 100 mg de semillas desecadas de Arabidopsis Col-0 y
eps1.3. Contenido total de glucosa fue estimado usando absorbancia de 340nm. Las barras
representan el promedio de tres replicas biolégicas con su respectivo error estandar. Se realizé
analisis estadistico t student (p<0,01), confirmando diferencias estadisticamente significativas.

3.1.5 EPSILON-ADR esta conservado entre plantas y vertebrados en

secuencias y posible funcién.

Buscamos las posibles secuencias ortélogas a EPSILON-ADR en los genomas
disponibles en las bases de datos publicas. Sélo enconiramos estas secuencias
en los genomas de vertebrados y ausencia en modelos como S. cerevisiae, D.
melanogaster y C. elegans. Ademas buscando en los genomas de plantas
secuenciados y disponibles publicamente, fuimos capaces de encontrar la
secuencia en todos los sistemas vegetales analizados incluso en algas y
hongos parasitos de vegetales. En la Figura 17 se presenta un dendograma,

con el andlisis filogenético de EPSILON-ADR en distintos sistemas eucariontes.

Como outgroup se usé GAMMA-ADR de distintos sistemas eucariontes. Un




segundo andlisis fue buscar en los putativos promotores de los ortélogos de
EPSILON-ADR, elementos en CIS tipo MSA, activadores de mitosis.
Sorprendentemente todas las secuencias rio arriba de los genes para
EPSILON-ADR de vertebrados y plantas analizados, excepto maiz, presentan
una o mas copias de este tipo de elementos CIS (Tabla 6). Sin embargo,
Alamo, presenta un consenso para factores de transcripcion tipo MYB2, similar
al presente en ameba.

Estos resultados sugieren una posibie conservaciéon de funcién durante la
division celular de esta adaptina en sistemas tan diversos como peces y algas

(Tabla 6).
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3.2 Capitulo ll: GAMMA-ADRs y su rol biolégico en plantas

3.2.1 Plantas RNAi contra GAMMA-ADRs de Arabidopsis thaliana

En el genoma de Arabidopsis existen tres loci que codifican para proteinas tipo
GAMMA-ADR. Nosotros disefiamos una estrategia de ARN de interferencia
(RNAi) que nos permitiera silenciar los tres loci simultaneamente. Asi,
generamos plantas transgénicas con niveles disminuidos de expresion de las
tres GAMMA-ADRs (Figura 18A). Analisis de PCR semi cuantitativo muestran
que GAMMAI-ADR y GAMMAIII-ADR son los transcritos mas afectados por la

construccion de RNAI (Figura 18A).

3.2.2 GAMMA-ADRs participan en el desarrollo y crecimiento de 6rganos

en Arabidopsis thaliana

Analisis fenotipicos de dos lineas independientes de plantas RNAi para
GAMMA-ADRs homocigotos (3A7B y 3E6t) mostraron defectos en el tamafio de
los érganos y de la planta completa (Figura 19A-C) A su vez, estas plantas
mostraron pérdida de la dominancia radicular, es decir, aparicion temprana de
raices laterales, acompariado con la disminucion del tamafio de la raiz primaria
(Figura 19A y 20).

Paralelamente hemos aislado y caracterizado genotipicamente plantas
mutantes nulas para cada uno de los tres loci de GAMMA-ADRs (Tabla 5). El

andlisis fenotipico de una de las mutantes nulas para GAMMAIII-ADR (gamm3-
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6, Figura 18B y 20B) mostré aumento en el nimero de raices laterales al igual
que la mutantes RNAi (Figura 20). Este fenotipo coincide con la dramatica
disminucion de GAMMAIII-ADR en las mutantes RNAI (Figura 18A) y ausencia

total del transcrito para GAMMAIII en la mutante nula gam3-6 (Figura 18B)
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Figura 18. Analisis de expresion de mutantes en GAMMA-ADR. A. PCR semi cuantitativo
para GAMMA |, Il y Ill de cADN derivado de mutantes RNAi (3A7B) y plantas silvestres, Col-0.
B, Locus de GAMMAIII-ADR y esquema de la posicién de la insercion en el locus del gen.
Abajo, PCR desde cADN derivado de plantas silvestres ecotipo Col-0 y mutante gamma3-6.
Actina 2 fue usado como gen de referencia.
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3.2.3 GAMMA-ADRSs participarian en el trafico de la proteina KNOLLE en

raices de Arabidopsis thaliana

A nivel celular esta descrito por el grupo de Hwang (Song y cols. 2008), que
GAMMAI-ADR participaria en el transporte hacia la vacuola. Este antecedente
nos llevé a mirar el trafico de la proteina KNOLLE, la cual es transportada
desde TGN a la vacuola via MVB, una vez terminada la division celular
(Reichardt y cols. 2007). En dos lineas independientes de mutantes RNAI
estimamos cualitativamente que KNOLLE estda mayormente acumulada en
células post division celular (Figura 21A-C). Asimismo, la mutante nula para
GAMMAIII-ADR presenta aumento en el contenido total de la proteina KNOLLE
respecto a las plantas silvestres (Figura 21D). Estos resultados sugieren que
GAMMAIIl estaria participando en el trafico de KNOLLE hacia la vacuola una

vez finalizada la division celular.
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Col-0 kn_BFA s . 3A7b kn_BFA e

3E6t kn_ BFA, 22T

Figura 21. Disminucién o ausencia de GAMMA-ADRs en plantas genera posibles defectos
en el trafico hacia la vacuola. Proteina KNOLLE se sobre acumula en mutantes contra
GAMMA-ADR. A-C. Inmunolocalizaciones contra KNOLLE en células de la raiz, en plantas
pretratadas con BFA 100uM por 1 h n= 6. Plantas Col-0 (A) y mutantes RNAi 3A7b (B), 3E6t
(C). D. Inmunoblot detecta mayor acumulacién de KNOLLE en mutante gamm3-6 n= 2. Barra de

tamario representa 10 pm.

3.2.4 Gammal-ADR se distribuye punteadamente en células de la raiz de
Arabidopsis

Para analizar la distribucion subcelular de GAMMA-ADRs, disefiamos vy

caracterizamos un anticuerpo policlonal capaz de reconocer las tres proteinas

simultaneamente, sin embargo este anticuerpo resulté presentar una baja
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especificidad, reconociendo un sin ntimero de proteinas. Por lo cual tomamos la
estrategia de obtener plantas transgénicas con GAMMA-ADR fusionadas con la
proteina GFP bajo un promotor constitutivo. Al analizar las plantas para
GAMMAI-GFP, no logramos visualizar ’ﬂuorescencia de GFP, sin embargo los
analisis de transcrito mostraban aumento en GAMMAI-ADR y presencia de GFP
(Figura 22A). Por ello realizamos inmunolocalizaciones contra GFP. En la
Figura 22B se muestra el pairon de distribucion de GAMMAI. Este patrén
punteado y homogéneamente distribuido en células de la raiz. Ademas,
determinamos que este patrén punteado no cambia en plantas pretratadas con
BFA, sugiriendo que la distribucion de GAMMAI-ADR es insensible a BFA al

igual que el patrén de EPSILON-ADR.
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4 Discusion

4.1 Lafuncién biolégica de EPSILON-ADR esté asociada al ciclo celular

Durante este estudio se abordé el posible rol de EPSILON-ADR en la division
celular en plantas. Fuimos capaces de mostrar, mediante andlisis de expresion,
durante la progresion de ciclo celular, que EPSILON-ADR de Arabidopsis
thaliana es regulado durante este proceso, alcanzando el maximo de expresion
a las ocho horas de la progresion del ciclo celular, tiempo que coincide con el
maximo indice de mitosis reportado en varios frabajos que utilizan esta misma
técnica para sincronizar el ciclo celular en cultivos de células en suspension de
plantas (lto y cols. 1998; Zhang y cols. 2005), Adicionalmente, este maximo
coincide con el peak de expresion de genes caracterizados como exclusivos de
la division celular como KNOLLE (Haga y cols. 2007). Este gen posee
elementos MSA en su secuencia promotora al igual que EPSILON-ADR.
Interesantemente, durante la progresién del ciclo celular los minimos de
expresion de EPSILON-ADR son al tiempo cero y luego a las 24 h. Estos
tiempos coinciden con los que se regisiran en el proceso de sintesis de ADN
(Ito y cols. 1997) Estos resultados nos sugieren que EPSILON-ADR tiene un
perfil de expresién durante el ciclo celular, caracterizado por la represion

durante la fase de sintesis de ADN e inducido alcanzando el maximo de
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expresion en la fase de mitosis [a las 8 h. post tratamiento con afidicolina (lto y
cols. 1997)].

Paralelamente, quisimos determinar si la transcripcién de EPSILON-ADR era
regulada por inductores de division celular en plantas, por lo cual determinamos
los niveles relativos de transcritos en plantas pretratadas con sacarosa y
citoquinina. La ausencia de sacarosa en cultivos celulares provoca detencién de
la progresion del ciclo celular en fase G1, por lo que es un compuesto esencial
para la correcta progresion del ciclo celular (Hirano y cols. 2008; Hirano y cols.
2011). Ademas, se ha demostrado que en meristemas la concentracién de
glucosa es alta (Borisjuk 1998), sugiriendo que este compuesto es necesarios
para la proliferacion celular.

Citoquinina es una hormona vegetal sintetizada en los meristemas capaz de
inducir la divisién celular en plantas, asi como también promueve la
diferenciacién celular en algunos tejidos. Nuestros resultados demuestran que
tanto citoquinina como sacarosa son capaces de inducir la expresion de
EPSILON-ADR y de genes activados durante division celular como CYCB1;1
(lto 2000). Todos estos antecedentes son fuerte evidencias de que EPSILON-
ADR es inducido durante divisién celular en plantas.

Se ha demostrado que durante el proceso de division celular en plantas hay una
alta tasa de sintesis de novo de proteinas (Reichardt y cols. 2007) que van a
permitir la formacién de la placa celular y a su vez una alta tasa de endocitosis

que contribuye al mismo proceso (Dhonukshe y cols. 2006). Esto sugiere que
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proteinas de la maquinaria de ftrafico vesicular y del sistema de
endomembranas son altamente requeridas durante este proceso celular.

El 2001, el grupo de Bonifacino (Boehm y Bonifacino 2001) realizé un analisis
filogenético respecto de la conservacion de proteinas Adaptinas en los sistemas
eucariontes. En ese entonces, reporté que AP-4 estaba sélo presente en
plantas y mamiferos. Sin embargo, hoy existe gran cantidad de informacién de
genomas, lo que nos llevo a realizar nuevos analisis filogenéticos. La Figura 17
muestra un analisis filogenético donde se agrupan GAMMAI-ADR y EPSILON-
ADR desde levaduras a mamiferos. Interesantemente, a diferencia de
GAMMAI-ADR que se encuentra presente en todos los sistemas, EPSILON-
ADR sélo esta presente en vertebrados y plantas, lo que sugiere que este tipo
de proteinas debe cumplir una funcién necesaria en sistemas superiores y

complejos.

Asimismo, se analiz6 la presencia de elementos CIS tipo MSA (lto y cols. 1998)
en las secuencias promotoras de los putativos ortélogos de este gen presentes
en varios sistemas vertebrados, encontrando estos elementos en todas las
secuencias analizadas (Tabla 6). Estos resultados sugieren que tanto en
plantas como en vertebrados, EPSILON-ADR estaria siendo regulada
positivamente durante la divisién celular, lo que apoya la idea de que esta
proteina participaria en un proceso celular altamente regulado. Estos datos son
interesantes y proponen una hipétesis que no ha sido abordada a la fecha,

probar experimentalmente que estos motivos en CIS presentes en los
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promotores de los ortdlogos de Epsilon adaptina funcionan activados durante la
divisién celular en otros sistemas, abordando la posible conservacion de funcién

biolégica de esta proteina.

4.2 Niveles de transcrito y proteina de EPSILON-ADR, sugieren

mecanismos moleculares de requlacion tejido especifico.

Especificamente en mamiferos ha si probado recientemente que AP-4 participa
en el trafico de proteinas precursoras de B-amilodes en el sistema nervioso
central (Paolini y cols. 2011), mostrandose entonces que este complejo tiene
una determinada funcién en un tejido especifico. Por otro lado, en neuronas
también se ha visto que AP-4 participa en otras dos funciones celulares, trafico
de receptores de glutamato y apoptosis (Yaps y cols. 2003, Matsuda y Yuzaki
2008). Todo esto correlacionado con los altos niveles de transcrito de los
componentes del complejo AP-4 detectados ubicuamente distribuidos en
distintas partes del cerebro en mamiferos (Yaps y cols. 2003). Nosotros hemos
caracterizado la expresion de EPSILON-ADR, componente del putativo
complejo AP-4 de Arabidopsis thaliana. Este gen presenta alta expresion en
silicuas (Figura 3), érganos donde se forman, desarrollan y maduran los
embriones que finalmente generaran una semilla lista para germinar. Asimismo,
hemos observado que en ausencia de EPSILON-ADR (mutante nula eps1.3) las
silicuas sufren defectos en su elongacion, contenido de embriones y finalmente

cantidad de semillas, sugiriendo que este gen cumple un rol importante en el
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desarrollo de este 6rgano. Los analisis de cantidad o presencia de proteinas,
muestran presencia de ésta en silicuas (Figura 7). Sin embargo, en oérganos
como flores hemos detectado la presencia de la proteina, pero los niveles de
transcrito son muy inferiores respecto a los observados en silicuas. Ademas las
flores presentan un desarrollo normal en las mutantes nulas para EPSILON-
ADR, sugiriendo que la presencia de esta proteina en este 6rgano, no es
necesaria para su correcto desarrollo. Estos datos nos hacen pensar que la
presencia de esta proteina en flores es producto del almacenamiento o
acumulacién de azlcares para procesos posteriores, como la fecundacion de la
flor y el desarrollo de silicuas y embriones, sugiriendo que en tejidos como las
flores la proteina EPSILON-ADR es estable y por esta razon los niveles de su
transcrito no son correlacionables con los niveles de proteinas encontrados en
ellas. Ejemplos de proteinas o moléculas estables o acumuladas en flores y/o
gametos podrian estar relacionados con la fecundacién misma, ya que tanto el
polen como los 6rganos reproductores femeninos sufren severos cambios
estructurales al iniciarse la fecundacion por lo que dichos tejidos deben estar
preparados molecular y metabélicamente para hacer frente a estos procesos

(Higashiyama 2011).

4.3 La distribucion de EPSILON-ADR sugiere un compartimiento

subcelular no definido en tejidos especificos de la raiz

Una de las formas de acercarse a la determinaciéon de funcion, rol o

participacién de una proteina en un determinado proceso celular, es el estudio
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de su distribucion celular y subcelular. En mamiferos, donde se ha
caracterizado molecularmente esta proteina y sus compafieras del complejo
AP-4, se ha demostrado que esta se asocia por interaccién proteina-proteina
directamente a una GTPasa pequefia ubicada en la membrana del TGN (Hirsty
cols. 1999). El estudio de EPSILON-ADR a nivel de proteina fue abordado
mediante la utilizacién de anticuerpos especificos contra esta proteina de
Arabidopsis. Mediante inmunoblot determinamos que EPSILON-ADR se asocia
a membranas. Sin embargo la naturaleza de esas membranas no la hemos
podido dilucidar a pesar de haber realizado colocalizaciones con marcadores de
distintos compartimientos subcelulares (Golgi, TGN, PVC, Endosomas de
reciclaje, endosoma tardio, vacuola y reticulo endoplasmatico). Es importante
sefalar que a diferencia de las células animales, la célula vegetal es un
complejo sistema que esta rodeada por una pared celular que le da firmeza a la
célula y a la planta completa y protege a la célula del medio extracelular
(Liepman y cols. 2010). Ademas, posee un gran numero de aparatos de Golgi,
dictiosomas, que se distribuyen homogéneamente por todo el citoplasma. El
reticulo endoplasmatico es de distribucion cortical y, en vez de lisosomas,
posee vacuolas liticas y de almacenamiento (Foresti y Denecke 2008). Estas
diferencias hacen compleja la determinacion de un compartimiento subcelular
en la célula vegetal. Debido a esto, existe un gran nimero de marcadores que
caracterizan compartimientos subcelulares (Brandizzi y cols. 2004; Hanton y
Brandizzi 2006), si bien en este estudio se utilizaron nueve marcadores de

compartimientos subcelulares no se puede descartar que no hayamos usado el
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marcador correcto que se localice en organelos o comportahientos donde
reside la proteina EPSILON-ADR o que efectivamente esta proteina se asocie a
un nuevo compartimiento subcelular no descrito previamente.

Finalmente mediante inmunofluorescencia determinamos que EPSILON-ADR
es una proteina tejido especifica ya que se acumula en tipos celulares como
corteza, epidermis y endodermis en raices de Arabidopsis (Figura 10). La
distribucion espacial dentro de la planta completa o de érganos, como raices, va
a ayudar a entender los procesos celulares y fisioldgicos en que participa
nuestra proteina en estudio. Se ha estudiado y determinado que cada tejido o
tipo celular de la raiz posee funciones especificas y es necesaria para el
correcto desarrolio de este organo. Las células del cortex o corteza son
relevantes para la regulacién de la respuesta gravitropica en plantas debido a
que en este tipo celular se provoca una relocalizacion de transportadores de
Auxina (PIN2), proceso que es esencial para esta respuesta tropica (Rahman y
cols. 2010). Las células de la epidermis, presentan la particularidad de regular
por posicion el desarrollo de pelos radiculares, siendo una capa celular que
contribuye a la arquitectura de la raiz (Masucci y Schiefelbein 1996). Finalmente
la cap lateral o caliptra lateral es un tejido protector, al igual que la columella
(punta de la raiz), esta a cargo de sensar sefiales del medio ambiente y es un
tejido altamente secretor (Tsugeki y Fedoroff 1999). Estos tres tejidos de la raiz,
donde EPSILON-ADR se acumula preferentemente, tienen en comun ser tejidos
externos que sensan, secretan y participan en respuestas fisiologicas de la

planta como gravitropismo.
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4.4 ;EPSILON-ADR es parte de un complejo proteico en plantas?

Como se sefald previamente, en mamiferos la proteina EPSILON se asocia a
tres proteinas formando el complejo adaptador AP-4 (Hirst y cols. 1999). Para
dilucidar si esta proteina forma parte de un complejo proteico en plantas, se
inmunoprecipité la proteina usando el anticuerpo policlonal desarrollado en este
estudio. Este experimento revel6 que el anticuerpo es capaz de asociar una
especie proteica de alto peso molecular (sobre 200 KDa, Figura 12). Este
resuitado sugiere que EPSILON-ADR podria formar parte de un complejo
proteico, sin embargo nuestros resultados no nos permiten descartar que bajo
nuestras condiciones experimentales, la proteina en estudio forme agregados
gue migran a un alto peso molecular en una electroforesis o que se trate de ofro
tipo de artefactos. Sin embargo, para poder determinar que esta banda de alto
peso molecular esta formada por un complejo de proteinas, se hace necesario
secuenciar las elusiones o contar con anticuerpos que sean capaces de
reconocer los componentes del putativo AP-4 de Arabidopsis thaliana.
Recientemente el grupo de Friml (Zwiewka y cols. 2011) ha demostrado que el
complejo AP-3 en plantas es capaz de coprecipitar sugiriendo su formacién in
vivo. Este hallazgo prob6 por primera vez que los APs de plantas son
funcionalmente conservados. Estos resultados nos permiten pensar que
EPSILON-ADR efectivamente formaria parte de un complejo de alto peso
molecular, conformado por proteinas similares a las descritas en mamiferos

para el complejo AP-4.
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4.5 EPSILON-ADR y su participacién en desarrollo embrionario_y

crecimiento de raices

Una segunda estrategia para entender y dilucidar la funcidn celular y fisioldgica
de una proteina, es mediante genética reversa, es decir buscar mutantes nulas
ylo knock down en el gen de interés. El andlisis fenotipico de mutantes permite
entender como este gen regula o participa en procesos de la planta. En este
estudio se caracterizaron tres mutantes insercionales para el locus de
EPSILON-ADR. Dos de ellas son Knock-down, es decir, tienen disminuida la
expresion del gen de interés. Sin embargo, el transcrito y su producto proteico
estan presentes en la planta. Ambas mutantes Knock-down no presentan
fenotipos macroscopicos, sin embargo una tercera mutante que es nula o
Knock-out para transcrito y producto proteico de EPSILON-ADR (Figura 13),
presenta fenotipos en desarrolio embrionario y desarrollo de érganos como
raices, rosetas y tallos. En heterocigocidad, esta mutante presenta defectos
durante el desarrollo embrionario, aborto de embriones y disminucion en el
largo de silicuas y numero de embriones, estos defectos sugieren que
EPSILON-ADR es una proteina relevante durante el desarrollo embrionario en
plantas y que la ausencia o disminucién de ésta durante este proceso genera
letalidad embrionaria o disminucion en la sobrevida del embrion, lo que puede
ser producto de defectos en el correcto desarrollo de gametos.

Los gametos son fipos celulares con alta actividad secretora. Durante la

elongacién del tubo polinico, la célula debe destinar gran parte de su
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magquinaria a la sintesis de membrana y pared celular asi como también de
proteinas de membrana, lo que sugiere una alta actividad del sistema de
endomembranas (Li y cols. 1997). Los gametos femeninos de la planta, asi
como las flores son reservorios de proteinas de aimacenamiento y azlicares
(Makela y cols. 2005) que facilitan tanto la fecundacién como el desarrollc del
embrion y finalmente afectan la germinacién de las semillas y el desarrollo
durante los primeros dias de la plantula, cuando su capacidad fotosintética esta
en desarrollo (Angeles-Nunez y Tiessen 2010; Fallahi y cols. 2008). eps1.3, la
mutante nula para transcrito y producto proteico de EPSILON-ADR, presenta
defectos en el desarrolio temprano de plantulas cuando se germinan en
ausencia de sacarosa Figura 13G-H), sugiriendo que presenta defectos en el
almacenamiento de azlcares. Para comprobar esta hipétesis se midieron las
concentraciones de glucosa total en semillas. Estos resultados muestran una
disminucion significativa de la cantidad de azucares solubles totales en la
mutante eps71.3 respecto de semillas silvestres (Col-0), sugiriendo que el
defecto en el crecimiento temprano de las plantulas en ausencia de sacarosa
podria deberse a la disminucién de azuUcares en las semillas. Este defecto
podria tener su origen durante el desarrollo embrionario temprano y durante el
desarrollo de la flor, receptaculo del gameto femenino. Pese a estos defectos,
las plantas homocigotas son capaces de generar semillas viables, sin embargo
estas plantas presentan silicuas muy pequenas (Figura 15) y con baja cantidad
de embriones, sugiriendo que existe una via alternativa que permite el

desarrollo embrionario en estas mutantes. Una alternativa para explicar los
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defectos durante el desarrollo embrionario es la division celular. Se ha
reportado que en embriones la radicula se encuentra en fase G1 del ciclo
celular (Yu y cols. 2003). El hecho de que las raices de eps7.3, en ausencia de
sacarosa, no sean capaces de crecer normalmente, sugiere que estas plantas
no pueden activar la progresién del ciclo celular debido a defectos en detectar
azlcares, ausencia de aztcares o incapacidad de detectar citoquinina o ambas.
Tanto sacarosa como citoguinina son capaces de activar la progresion del ciclo
celular induciendo a Ciclina D3 (Riou-Khamlichi y cols. 1999; Riou-Khamlichi y
cols. 2000). Estos antecedentes sugieren que la ausencia de sacarosa o
glucosa en el embrion impediria la entrada en divisién celular de las células de
la raiz, deteniendo el crecimiento y desarrollo de este 6rgano. Nosotros hemos
sido capaces de determinar que EPSILON-ADR es inducido fuertemente por
sacarosa. Todos estos antecedentes en conjunto nos permiten sugerir que
EPSILON-ADR seria necesaria para el desarrollo de la raiz durante la
germinacién y regularia directa o indirectamente el contenido de azUcares en el
embrion. La activacién de la expresion de EPSILON-ADR participaria en un
proceso de feedback positivo, donde los carbohidratos almacenados en el
embrion serian necesarios para inducir o activar la progresién del ciclo celular
mediante la activacién transcripcional de genes necesarios en este proceso
celular, entre ellos EPSILON-ADR (Figura 23)

Por otro lado, estas mutantes presentan una pérdida de dominancia apical del
tallo, es decir, pobre desarrollo vegetativo (rosetas pequefias) y aumento en el

ntimero de inflorescencias. Este fenotipo podria ser un mecanismo
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compensatorio que permitiria que estas plantas tengan un ntmero de silicuas
suficientes que les permitan preservarse hasta una préxima generacion.

Dado que nuesiros resultados muestran asociacién de EPSILON-ADR a
membranas, no es exirafio pensar que forme parte del sistema de
endomembranas y que participe en procesos de secrecion y/o endocitosis y en
el almacenamiento de aztcares y proteinas. Lo interesante es que ademas de
participar en estos procesos, nuestros resultados asocian a esta proteina y su
transcrito a la division celular (Figura 23). Especulando a partir de nuesiros
resultados podemos inferir o generar hipétesis acerca de que EPSILON-ADR
participaria en procesos celulares vitales para el desarrollo embrionario, como

son almacenamiento de azUcares y divisién celular.
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Flores/Gametos Silicuas/ embriones en Semillas/embriones
en desarrollo desarrollo maduros en latencia

Plantulas

AZUCARES

R

Figura 23. Esquema de los posibles mecanismos moleculares y fisiologicos en los que
EPSILON-ADR participaria en plantas. A. EPSILON-ADR es inducido por sacarosa, a su vez,
los azlcares activan la progresion del ciclo celular, induciendo division celular. B. Flores,
silicuas y plantulas presentan EPSILON-ADR como proteina y transcritos, a su vez, estos
6rganos presentan alta division celular. Finalmente, los niveles de azucares se incrementan
desde la gametogénesis hasta la semilla en latencia, los que son utilizados en las primeras
etapas de la germinacion, donde la planta emergente no es fotosintéticamente activa.

4.6 GAMMA-ADR participaria en el desarrollo y crecimiento de organos

en plantas
Para entender la implicancia biolégica de las proteinas GAMMA-ADRs en
plantas, nos propusimos realizar estudios de genética reversa, es decir
caracterizar mutantes nulas y/o Knock down para los tres loci presentes en el

genoma de Arabidopsis thaliana (Tabla 5). Paralelamente, disefiamos y
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construimos plantas transgénicas que nos permitieran realizar la estrategia de
ARN interferencia (RNAI) para silenciar o reducir [a expresion de los tres genes
simultaneamente. Esta Ultima estrategia se planifico dado que en plantas es
habitual que la ausencia de un gen de una familia génica sea suplida por otro
gen de esa familia (Gruis y cols. 2002), impidiendo visualizar fenotipos que nos
den luces de la funcion de ese gen en particular. Asi esta estrategia nos
permitié6 determinar que los tres loci de GAMMA-ADRs participarian en el
desarrollo y crecimiento de 6rganos como rosetas, raices y tallos, debido a que

su crecimiento esta alterado en las plantas RNAI.

Mediante genética reversa hemos visto que la ausencia o disminucion de la
expresion de GAMMA-ADR causa disminucion en el tamafio de érganos como
rosetas y tallos. La elongacion y divisién celular son procesos que requieren alta
trafico vesicular secretor y endocitico para poder generar nuevas membranas y
pared celular (Dhonukshe y cols. 2006; Ovecka y cols. 2005; Reichardt y cols.
2007). Asimismo, determinamos que estas mutantes presentan aumento en el
desarrolio de raices laterales. Este fenotipo nos permite inferir que GAMMA-
ADRs podrian participar en dos proceso que regulan el desarrolio de este tipo
de érganos: trafico vesicular en las células que se reprograman para generar
primordios de raices laterales o en la division celular que permite la progresion
del desarrollo de este tipo de 6rganos. Para poder responder estas hip6tesis es
necesario conocer el tipo celular en el que se acumulan GAMMA-ADR en

raices, ya que se ha descrito que las células del periciclo se reprograman para
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entrar en divisién celular y generar las raices laterales (Malamy y Benfey 1997).
Finalmente, sabemos que el desarrollo de raices laterales es regulado
finamente por ciclo celular, y comunicacion cruzada enire las hormonas
citoquinina y auxina (Aloni y cols. 2006). Este Gltimo antecedente nos sugiere
que el aumento en el nimero de primordios y raices laterales en nuesiras
mutantes puede deberse a un defecto en la destinacion de receptores o
transportadores de las hormonas implicadas en el desarrollo de las raices

laterales.

4.7 El trafico de KNOLLE hacia Ia_degradacion en vacuola podria estar

mediado directa o indirectamente por GAMMA-ADRs en Arabidopsis

thaliana

A nivel celular las plantas RNAi mostraron defectos en la acumulacién de la
proteina KNOLLE, sugiriendo que GAMMA-ADRSs participarian en el trafico de
esta proteina. Fuimos capaces de ver aumento de la acumulacion de KNOLLE
en células post mitéticas pretratadas con Brefeldina A, droga que altera el
trafico endocitico y reciclaje a la membrana plasmatica en plantas (Geldner y
cols. 2003; Tanaka y cols. 2009). La proteina KNOLLE es una sintaxina que
viaja desde el TGN hasta la placa celular en formacion y se acumula
exclusivamente en células en division (Reichardt y cols. 2007). Se ha descrito
que luego de terminada la citocinesis, la proteina KNOLLE es llevada via
endosoma temprano y MVB a la vacuola, donde es degradada. Dicha ruta de

trafico es alterada por BFA (Reichardt y cols. 2007). Nuestros resultados
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muestran que las mutantes RNAi presentan alta acumulaciéon de KNOLLE en
células post mitéticas en presencia de BFA, sugiriendo que el transito alterado
por BFA puede ser la ruta por la cual GAMMA-ADRs participa en su trafico.
Asimismo, la mutante nula para GAMMAII-ADR (gamm3-6) presenta mayor
acumulacion de KNOLLE, sugiriendo que GAMMAIII-ADR, estaria implicada en
el trafico de KNOLLE hacia la vacuola para su degradacion. Sin embargo, estos
resultados también sugieren la existencia de una ruta alternativa que lleva a
KNOLLE hacia la vacuola, debido a que la acumulacién de la proteina no es
excesivamente alta sugiriendo una lenta degradacién, pero no nula. Esta
conclusion tiene soporte en el modelo generado por Reichardt y cols (2007,
Figura 24A), donde se propone que existen 2 rutas paralelas para el trafico de
KNOLLE desde la placa celular a la vacuola, ambas sensibles a wortmanina.
Ellos proponen que existe una ruta dependiente de BFA donde KNOLLE va al
TGN o endosoma temprano y luego via MVB (cuerpos muiti vesiculares) llega a
la vacuola para su degradacién (Reichardt y cols. 2007). La ofra ruta va
directamente desde el MVB hacia la vacuola sin pasar por TGN. Finalmente, el
trafico desde TGN a MVB es alterado por BFA, por lo que KNOLLE se acumula
en TGN bajo esta condicién (Reichardt y cols. 2007). En nuestras mutantes
RNAI, la sefial de KNOLLE y el tamafio de los cuerpos KNOLLE positivos son
mayores (Figura 21, Figura 24B), sugiriendo que la degradacion de KNOLLE en
la vacuola es mas lenta cuando el transcrito de los tres GAMMA-ADRs esta
disminuido. Paralelamente la mutante nula para GAMMAIII-ADR presenta

mayor cantidad de KNOLLE (Figura 21) aun sin tratamiento con BFA,
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sugiiendo que la ausencia de esta proteina provoca un retardo en la
degradacién o un aumento en la sintesis de novo de la proteina. Midiendo los
niveles de expresién de KNOLLE y usando cicloheximida para detener la
sintesis de novo de proteinas, podriamos establecer si este aumento en

KNOLLE es por un retardo en la degradacion de KNOLLE especificamente.

90




Figura 24. Esquema que representa las posibles rutas donde GAMMA-ADRSs participarian
en el trafico de KNOLLE. Trafico de la proteina KNOLLE (flechas verdes) basado en el trabajo
de Reichardt y cols. (2007). Célula vegetal silvestre (A), celula de mutantes para GAMMA-ADRSs
(B). Barras blancas representan las rutas bloqueadas por BFA. Cruces en rojo representan las
posibles vias donde GAMMA-ADRs participan. En el trafico de KNOLLE. Flecha blanca
representa el trafico retrégrado desde GA hacia ER. N, nucleo. ER, reticulo endoplasmatico.
MVB, cuerpos multivesiculares. V, vacuola. TGN, red trans Golgi. EE, endosoma temprano. GA,
aparato de Golgi. CP, placa celular.

91




4.8 GAMMAI-ADR esti asociada a estructuras intracelulares en células

de Ia raiz de Arabidopsis thaliana

Ha sido reportado por el grupo de Hwang (Song y cols. 2006) que en
protoplastos transformados, la ubicacién subcelular de GAMMAI-ADR es el
TGN y PVC y participaria con proteinas EPSINAS y VSR para el trafico
vesicular a la vacuola central de la célula vegetal. Nosotros utilizando una
proteina de fusién con GFP bajo un promotor constitutivo (35S) fuimos capaces
de mostrar que GAMMAI-ADR posee una distribucién punteada dentro de las
células de la punta de la raiz, lo que sugiere asociacién a estructuras
intracelulares. A su vez, esta distribucién es insensible a BFA y no colocaliza
con KNOLLE, (Figura 22). Es importante destacar que no podemos descartar
que esta distribucion y su insensibilidad a BFA sean artefactos de la
sobreexpresion del gen, es decir, la alta abundancia de la proteina puede
provocar agregados de proteinas que se muestren como un patrén punteado
distribuido homogéneamente por la célula y que por esta distribucion veamos
insensibilidad a BFA. Sin embargo, existen antecedentes publicados en la
literatura que muestran que en plantas el complejo AP-3 también es insensible
a BFA (Feraru y cols. 2010) y nosotros mostramos que EPSILON-ADR (posible
componente de AP-4) serian insensibles a BFA. Estos antecedentes sugieren
que la distribucién de los APs en plantas podrian ser insensibles a esta droga, a
diferencia de lo que esta reportado para animales y levaduras (Boehm vy

Bonifacino 2002; Simmen y cols. 2002). Asimismo, el posible artefacto de
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GAMMAI-ADR, no colocalizaria con KNOLLE, debido a que serian agregados
citosolicos. Para descartar el hecho de una posible agregacion citosélica por la
abundancia ectépica de la proteina sobreexpresada, se deberia realizar
fraccionamiento subcelular y determinar que esta proteina cofracciona con
algiin extracto especifico y que esta distribucién no es alterada por
pretratamientos con BFA.

Finalmente, los resultados en conjunto hacen interesante el estudio de estos
fenotipos en las mutantes individuales para cada GAMMA-ADR, asi como la
fusion con GFP de cada una de las tres proteinas para determinar cual proteina
o mas de una de ellas, participan en esta ruta descrita para el frafico de

KNOLLE desde la placa celular hacia la vacuola en células post mitéticas.
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5 Conclusiones

En esta tesis doctoral se propuso describir y caracterizar las funciones

bioldgicas de las proteinas tipo Adaptinas presentes en Arabidopsis thaliana.

Para esto, se seleccionaron dos Adaptinas que en mamiferos han sido descritas

como participantes en el trafico vesicular secretorio y de la red post Golgi,

GAMMA Adaptina, componente del complejo AP-1 'y EPSILON Adaptina,

componente del complejo AP-.4. Nuestros resultados a nivel celular nos

sugieren que en Arabidopsis thaliana:

a)

b)

c)

d)

EPSILON-ADR se asocia a membranas intracelulares y a diferencia de lo
descrito para los sistemas animales, nuestros resultados muestran que
en plantas la distribucion celular de esta proteina es insensible a BFA,;
EPSILON-ADR tiene una distribucién preferentemente cortical en células
en division y en interfase se distribuye por toda la célula
homogéneamente. Por otro lado, GAMMAI-ADR se distribuye
homogéneamente en las células de la raiz.

nuestros resultado sugieren que GAMMA-ADRSs participarian en el trafico
de KNOLLE hacia la vacuola, lo que la relacionaria a un proceso celular
como el trafico vesicular post mitosis (Figura 21);

mediante andlisis de expresion hemos determinado que EPSILON-ADR
es regulada positivamente por sacarosa y citoquinina, ambos

compuestos capaces de inducir divisién celular en plantas, sugiriendo
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que esta proteina puede ser requerida durante este proceso celular, lo
que se confirmé midiendo la alta expresion de EPSILON-ADR durante

mitosis en células en suspension (Figura 4 y 5).

A nivel de planta completa podemos concluir que:

a)

b)

d)

ambas proteinas participan en el crecimiento y desarrolio de érganos en
Arabidopsis thaliana;

GAMMA-ADR esta involucrada en el desarrollo de raices laterales y
crecimiento de raiz primaria, mientras EPSILON-ADR esta involucrada
en crecimiento la raiz primaria;

la ausencia o disminuciéon de ambas proteinas y su transcrito generan
defectos en el crecimiento y desarrollo de hojas y tallos.
Especificamente, EPSILON-ADR participa directa o indirectamente en la
dominancia apical del tallo (Figura 14);

EPSILON-ADR esta involucrado en el desarrollo embrionario y
crecimiento de silicuas. Este fenotipo se apoya en la alta acumulacion del
transcrito y la presencia de proteina en este tejido vegetal (Figura 3 y

7A).

Ademas, es importante destacar que esta tesis generdé herramientas

moleculares como anticuerpos policlonales especificos para EPSILON-ADR

de Arabidopsis thaliana. Ademas generamos plantas transgénicas que

sobreexpresan GAMMAI-ADR fusionada a GFP y plantas con los tres

transcritos de GAMMA-ADR de Arabidopsis con bajos niveles de transcrito.
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Estas herramientas seran utiles en el futuro para seguir ahondando en el

estudio de estas proteinas en plantas y sus funciones celulares.
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