
UCL(-FC`

ooc-SMCwl   ,

Universidad de Chile
Facultad de Ciencias

'`.T,',I

EPSILON-ADR y GAMMA-ADRs en la ruta

secretora y su efecto en el desarrollo y

crecimiento de la planta

Tesis entregada a la
Universidad de Chile

en cumplimiento de los requisitos
para optar. al grado de

Doctor en Ciencias con Menci6n en Biologia Molecular, Celular y
Neurociencias

Por

Daniela Cecilia Urbina Alvear

Santiago de Chile, 2011

Director de Tesis:  Dra.  Lee Ann Meisel

Profesor Patrocinante:  Dra.  Liliana Cardemil



FACULTAD DE CIENCIAS

UNIVERSIDAD DE CHILE

lNFORME   DE  APROBACION

TESIS  DE  DOCTORADO

Se informa a  la  Escuela de  Postgrado de la  Facultad de Ciencias
que la Tesis de Doctorado presentada por la candidata.

Daniela Cecilia Urbina Alvear

Ha sido aprobada por la comisi6n  de  Evaluaci6n  de  la tesis como
requisito  parcial  para  optar  al  grado  de  Doctor  en  Ciencias  con
menci6n   en   Biologia   Molecular  Celular  y   Neurociencias,   en   el

ii



A [a mujer que cu[tiv6 durante toda su vida la ]ibertad, la honestidad, [a
perseverancia y el optimismo..,con cada respiro...con cada palabra.„en

cada despertar. I .Pat:ricia A[vear.

iii



El  31  de  Marzo  de  1979,  naci  en  el  seno  de  una  pareja  de  profesionales j6venes.  Luego
vinieron  Carolina  y  Wilito  con  entre  3  y  4  afios  de  diferencia.  Mi  mama,  Patricia  Alvear,
profesora  de  estado  en  ingles  y  vendedora  de  lo  que  tuviera  en  frente,  junto  a  mi  papa,
Wilfredo  Urbina,  pequefio empresario de la  locomoci6n  colectiva,  sacaron  a delante a esta
familia,   brindandonos,   una  infancia  inolvidable.   De  nifia  estudie  en  las  monjas  hasta  8°
Basico,   lo  que  me  form6   una   idea  muy  clara  y  vivencial   de  la  iglesia  cat6Iica  y  sus
influencias.  En  1° Medio,  ingress al  Liceo N° 7 de Providencia, donde egress de 4° Medio en
el afio  1996.  Durante este periodo de mi vida descubri mi vocaci6n...de la Astronomia pass
a la Biologia Molecular e lngenieria Genetjca.  Durante este periodo,  tambien,  desarrolle mis
maximas aptitudes artisticas y  sociales,  que  me  llevaron  a  participar en  el  coro del  Liceo,
donde obtuvimos el 1 a Iugar en el concurso crecer cantando durante el afio 1994.  Ese mismo
afio  obtuvimos  el  tercer  lugar  regional  en  Gimnasia  Ritmica,  representando  a  mi  Liceo  y
participe en varias competencias comunales de Gimnasia Aer6bica,  obteniendo excelentes
resultados.  El  afio  1997  ingres6  a  la  Facultad  de  Ciencias  de  la  Universidad  de  Chile  a
estudiar lngenieria en  Biotecnologia Molecular,  una carrera que segon  entendfa combinaba
de   una   forma   perfecta   mis   intereses   y   gustos   profesionales.   Tempranamente   en   la
Universidad,  entte a trabajar como pasante en el  Laboratorio de Fisiologia Vegetal, que mas
tarde   se   convirti6  en   el   Laboratorio   de   Genetica   Molecular  Vegetal   y  que   hoy   es  el
Laboratorio de Bjologia Molecular Vegetal.  El 2000 comence a trabajar de lleno en unidades
de  investigaci6n  bajo la  direcci6n  de la  Dra.  Lee  Meisel,  que  para  ese entonces  llevaba  a
penas   1   afio  en   Chile.   El   2003  termine  mis  estudios  de   pregrado  obteniendo  el  tftulo
Profesional  de  lngeniero en  Biotecnologia Molecular con  Distinci6n.  Ese mismo afio tome la
importante decisi6n  de seguir una carrera  academica,  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  academico  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 se que
llevar a termino este periodo de mi vida a sido una de las decisiones mas importantes que he
tomado.

lv



Agradecimientos

Quiero  partir  este  escrito  agradeciendo  a  cada  una  de  las  personas  que  nan  participado

directa o indirectamente en la formaci6n de la persona que soy hoy, la hija, hermana, amiga,

compafiera, colega, maestra, pareja, mujer, profesional y doctora.

Agradezco  enormemente  la  confianza,  paciencia,  amor e  incondicionalidad  de  mis  papas.

Mamita,  se que estas disfrutando junto a mi  la dulzura y felicidad  de cerrar este ciclo  de mi

vida,  gracias  infinitas  por  desvelarte  conmigo,  por tu  apoyo,  el  animo,  la  alegria  y  lo  mas

importante,   el   ejemplo,   que  hace  de  mi  la  mujer  que  soy  hoy.   Papa  te  agradezco  la

preocupaci6n,  la  contenci6n  y  el  amor...sin  todo  esto  no  hubiera  sido  capaz  de  continuar

caminando  en  la vida  despues  de  que  mi  mamita  se fue.  Wilito,  mi  hermano  preferido  y

taolino, mi hermana favorita, Ies agradezco tanta paciencia, tanto apoyo emocional y a veces

econ6mico.  Les agradezco la preocupaci6n y la contenci6n,  el animo y las alegrias. A toda

mi  bella familia,  primas y primos,  tias,  tios y abuelos que ya no estan pero que siempre me

inculcaron la perseverancia y me incentivaron a ser una mujer profesional  e independiente.

Tantos grandes amigos que he ido conociendo y queriendo durante estos 32 afros.  No los

nombrare pues no  quiero olvidar a nadie,  pero sepan  que su apoyo y contenci6n  han  sido

gravitantes para llegar a estas instancias de mi vida, cerrando un ciclo.

Compafieros de trabajo y amigos, que gracias ha esta tesis he tenido el placer de conocer y

de compartir tantos momentos buenos y no tan buenos; agradezco sus consejos, compafiia,

y sobre todo,  por llenar el dia a dia en el lab de alegrias y locuras.

Finalmente,  quiero agradecer a mi tutora,  la Doctora Lee Ann  Meisel,  que ha sido mi madre

en la ciencia,  de la que he aprendido gran  parte de lo que soy hoy cientificamente.  Quiero

agradecer la confianza que deposit6 en mi y cada una de las oportunidades que me bn.nd6

durante mi formaci6n academica y la paciencia que tiIVo durante los 10 afios que trabajamos

juntas.

V



Por ultimo,  agradezco los consejos y las criticas siempre constructivas de cada uno de los

integrantes de mi comisi6n de tesis,  Doctor Tulio Ntlfiez,  Dra. Ximena Sierralta,  Dra. Ma Paz

Marzolo, Dra. Julieta Gonza[ez y a mi Profesora Patrocinante,  Dra. Liliana Cardemi[.

Financiamiento

El desarrollo de esta tesis fue posible gracias al apoyo de:

•      Nucleo  Milenio  en  Biologia  Celular  Vegetal  y  Ndcleo  Milenio  en  Biotecnologia  y

Biologia Celular Vegetal (lcM P02-009-F/lcM PCB-P06-065-F, 2004-2010

•      Beca coNIcyT de capital Humano (2007)

•      Beca MECESup de estadia nacional, proyecto UCH 0409 (2005)

•      Proyecto AKA/Conicyt ccF01  (2009-2010)

•      Universidad de Tuebingen. Alemania (2007)

•      Centro de Biotecnologia vegetal. Universidad Andres Bello (2005-2010)

Vl



indice de Contenidos

Fi-nanciamiento...............„.........................................................................vi
indice de contenidos                                   .......................... „..„ .......... „ ....... „ ............... „...„„ ........ vii
indice de figuras ............ „..„ ..... „ .... „ .... „ ................ „ .............. „ .......... „ ................................... x
indice de tablas                                                            ........... „ .... „ ........... „ ........ „ ................. „ .................. xi
Lista de abreviaturas                                                    ....... „..„..„ ............. „..„ ...... „ ............ „.„ ............ xii

Agradecimientos

Resumen................................................................. ............................  xiv

Abstract.....„....„...........................................„...................xvii

1        lntroducci6n                                                                     ............ „„„ ........................................................ 1
1.1            Ciclo celular y ruta secretora ....................................................................... „... 2_
1.2          Formaci6n de vesiculas y tfafico en la red post Golgi .................................... 5
1.3          Adaptinas y su funci6n biol6gica en sistemas eucariontes ............................ 6_
1.4            Adaptinas en  plantas ................. „ ...................................................................... _8_
1.5             Hip6tesis ..................................................... „ .................. „ ......... „ .................... 1_0_
1.6            0bictivo general ......... „ ......................... „ ................ „.„ .................... „...u ........ 10
1.7            0bictivos especificos ........................ „„ ........................ „ ................. „ ............. 10

2       Materia[es y m6todos ............ „ .................. „ ............. „ .............. „.„ .................................  11
2.1           Material vegctal y condiciones de cu[tivo ...... „ ................................... „ ......... 11

2.1.1             Cultivo de Arabidopsis en condiciones est6riles ...... „..„.„..„„...„..„ ...... n.11
2.1.2            Cultivo de Arabidopsis en hidroponia ..... „.."„..„„ ..... „nn„"""..„ ...... " ...... 12.
2.1.3           Transformaci6n de Arabidopsis thaliana a trav6s de inmersi6n floral„ .... 12

2.2         Diseho y obtenci6n de plantas transg6nicas RNAi para adaptina GANIIVIA-
ADR de Arabidopsis ..................................................................................................... 1_3
2.3           Nlaterial microbiol6gico y condiciones de cultivo ......................................... 17

2.3.1             Preparaci6n de c6Iulas compctentes de E. coli DH5ce„..„u...„„ .......... ".„u 18
2.3.2            Transformaci6n de E. colt DH5a.„ ...... „„.„.„.„„„„...„„„ .......... „ .......... „„„.19
2.3.3            Extracci6n de ADN plasmidial desde E. coli DH5a..„„ .... „ .... ".„...„„ ...... „.19
2.3.4           Preparaci6n de c6lulas compctentes de Agrobacterium tumefaciens „ .... 2;0
2.3.5            Transformaci6n de Agrobacterium tumofaciens.„ ...... „..„u„".„„ .... n„„..„ 21

2.4          Clonaci6n de genes de interfes en sistema Gateway ..................................... 21
2.5           Extracci6n de ARN desde material vegefal ............................... „.„ ................ 24
2.6           An6Iisis de expresi6n: FIT-PCR, PCR cuantitativo ......................................... 25
2.7          Electroforesis de geles de agarosa para analisis de ADN ............................. 25
2.8           Anticuerpos policlonales ......................................................................... „ ..... 27

2.8.1            Disefio y obtenci6n de Anticuerpos policlonales „"."...„..„..„ ....... ".u."". 2]
2.8.2           Purificaci6n de anticuerpos policlonales por columnas de afin.Idad„ .... „. Z]
2.8.3            Expresi6n hcter6Ioga de EPSILON-ADR en bacterias utilizando un
sistema inducible por IPTG„ .......... „„ .... „„„ .......... „...„„„.„„„...„.„„.„..„„„ ...... „ .... „„. 2:8

2.9          0btenci6n de extractos proteicos y analisis por inmunoblot ..................... „ 29
2.9.1           0btenci6n de extractos de proteinas totales desde tejido vegctal.„u" ..... 29
2.9.2           0btenci6n de exlractos microsomales crudos y fracciones solubles
desde tejido vegctal ............................. „„ .... „„ ....... „ .....,. „„ ...... „ .... „.„..„„..„ ......... „ .... 29
2.9.3              lnmunoblot ...... „ ............. „„„n ...... „ .... „.„„."„n...„ ......... „„„...„„ ...... „„ ....... 30

Cuantificaci6n de proteinas mediante el metodo BCA..."..m„u„nu.„..„ ..... 31
lnmunoprecipitaci6n de EPSILON-ADR de Arabidopsis thaliana .............. 32
Tinci6n con cloruro de plata para geles de poliacrilamida SDS-PAGE.".. $2

vii



.34

2.10       Tralamientos e incubaciones en planta completa y celulas en suspension d_e.-i;=bidopsisthaliana............„....„............:............................................................n......33

2.10.i          Tratamientos con citoquinina y sacarosa ............ „..„„..„.„..„„..„..„„..„n„ 3_3.
2.10.2         Tratamientos con modificadores de ruta secrctora.
2.10.3         Sincronizaci6n de ciclo celular en cultivos de c6Iulas en suspension de
Arabidopsis.......nn.mnnu..."u,...............nn"...n...............nn"wnnn.............nn..unnn..::34

2.11         Irimunolocalizaci6n en planta complcta.„ ............................ _...... :_..I: .............. 35
2.12       Clarificaci6n de tejido para cuantificaci6n de raices laterales (LR) y
primordios (LRP)  en Arabidop-sis thaliena ....._.............................................................. 3.6.•2.13         Gehotipificaci6n de A.utantes insercionales ...... _..... _.._..: ......._ .................. „ ....... 37

2.13.1          Extracci6n de ADN gen6mico de hoja de Arabidopsis ....... u..u .... „..„m.„u 37
2.13.2          Genotipificaci6n pdir PCR n„„..n„ .......... "„„_„„._u:.:„„":„..:...:.."„„"..„.„„.:::&J

2.14       Cuantfficaci6n de glu6osa total en semillas de Arabidopsis thaliana .......... 3_8_
2.15       Analisis de microscopia confocal, epifluorescente y Nomarski ................... 3_9_
2.16         Analisis estadistico de daitos ............................... „ ......................................... 39

3        Resu[tados„„„ ........... „ ........................................................... „ ....
3.1          Capitulo I: EPSILON-ADR  en la c6Iula vegefal y su posible papel en
desarrollo-y division celular ......... „ ............................................ : ........ :.._ ..........._ ............. 40

3.1.1       -    El transcrito de EPSILON-ADRse encuentra enriquecido en silicuasy
cultivos de c6Iulas en suspension ...............................................,............................ „" 4_0_
3.1.2            El ciclo celular regula la expresi6n de EPSILON-ADR en plantas.._..„"„". 4_1_
3.1.3            EPSILON-ADR es una proteina tejido especl'fica asociada a membranas. 46

3.1.3.1          Disefio, obtenci6n y especificidad de anticuerpos policlonales..„" 46
3.1.3.2         EPSILON-ADR es una proteina presente en tejidos con alta division
celular, asociada a membranas e insensible a BEA.m".„ ..... „.„.„.m„ ........ „n„"... AI
3.1.3.3         EPSILON-ADR es una proteina acumulada principalmente en caliptra
lateral, epidermis y corteza de raices de Arabidopsis thaliana ..... _„..".n..._.„_..... " 51
3.1.3.4         EPSILON-ADR esta asociada a organelos o cuerpos intracelulares no
caracterizados ..................................................................................................... „ 52
3.1.3.5          6EPSILON-ADR forrna parte de un complejo proteico en planfe_s?._._54

3.1.4            Genctica reversa para el estudio de la func.Ion Biol6gica de EPSILON-
ADR en Arabidopsis thaliana ....... „„.m„„.„.„..n ...... „.„n ....... „ .... „„„...„..._._..„.„:„ .... „„„ 55

3.1.4.1         Caracterizaci6n genotipica y fenotipica de una mutante Knock-out en
EPSILON-ADR„ ......... n...„„„„„".„„...„„„n...„„„„ ..... „„„..„..„„„.„„„ .... "„„ ...... „. 55

3.1.5           EPSILON-ADR esfa conservado entre plantas y vertebrados en
secuencias y posible funci6n. ..............  61

3.2           Capitulo ll: GANIIVIA-ADRs y su rol biol6gico en plantas ............................... 65
3.2.1             Plantas RNAi contra GAMIVIA-ADRs de Arabidopsis thaliana ...... „„ ..... "„. 65
3.2.2            GAMNIA-ADRs participan en el desarrollo y crecimiento de 6rganos en
Arabidopsis thaliana ......... 65

3.2.3            GA:NIMArA\DF`s participarian en el trafico de la proteina vINol:LE en
raices de Arabidopsis thaliana ...............................................,...................................... 10
3.2.4           Gammal-ADR se distribuye punteadamente en c6Iulas de la raiz de
Arabidopsis.................................„„ .............................  71

4       Discusi6n                                                                                       ...... „„ ........ „ ....... „ ................ „ .... „ ........ 74
4.1          La funci6n biol6gica de EPSILON-ADR esta asociada al ciclo celular ......... 74
4.2         Niveles de transcrito y prcteina de EPSILON-ADR, sugieren mecanismos
moleculares de regulaci6n tejido especifico ............................................................... 77
4.3         La distribuci6n de EPSILON-ADR sugiere un compartimiento subcelular no
dofinido en tejidos especificos de la raiz .................................................................... 7_8_
4.4          6EPSILON-ADR es parte de un complejo prcrfeico en plantas? .................... 81

viii



4.5         EPSILON-ADR y su participaci6n en desarrollo embrionario y crecimiento d_e.
82

Plantas....................„.-........„-.„.....--:--._....-:..-...--......-.-:..--.-..-....--„-...--..--..:.:..-._n_...._._...:_-_.._.._...,._..8_6•4.7         El tfafico de KNOLLE hacia la degradaci6n en vacuola podria estar mediadg

directa o indirectamente por GAMNIA-ADRs en Arabidopsis ±haliana -......... : .-.... : .-..- n. 89
4.8         GAMIVIAI-ADR esta asociada a estructuras intracelulares en c6Iulas de la raiz
de Arabidopsis thaliana ................................................................................................ 92

5        Conclusiones                                        ....................................... „ ......................................... „..„ 94

6        Referencias                                                   .......................... „ ................. „ ....................... „ ............  97

lx

raices.....--......--........-----......-....---.........-.....---.....--........................-....---.......-......-.....

4.6         GAMNIA-ADR participaria en el desarrollo y crecimiento de 6rganos en



indice de figuras

Figure 1. Estrategia para construir plantas transg6nicas expresando ARN interferentes

que permitan silenciar los tres genes putativos que codifican para GAIVIIVIA-ADRs en
Arabidopsisthaliana.............................................................................................................15

Figure 2. Esquema de las prcteinas en estudio y la ubicaci6n del p6ptido seleccionado

pare obtenci6n de anticuerpos policlonales ........................................................................ 28

Figure  3.  EPSILON-ADR  se  expresa  mayoritariamente  en   cultivos  de  c6Iulas  en

suspensi6n y silicuas ...................................................... „ .... „ ........ „ ....... „ .......................... 41

Figura 4. EPSILON-ADR es indue.Ido por citoquinina y sacarosa ....................................... 43

Figura 5 (Pagina siguiente). Expresi6n de EPSILON-ADR es regulada durante el ciclo

celular...................................................„.............„.........................................................„.....44

Figure  6.  EI  anticuerpo  policlonal  contra  anti-EPSILON-ADR  reconoce a  la  proteina

expresada en un sistema hcter6[ogo ................................................................................... 41

Figure  7.  La  proteina  EPSILON-ADR  tiene  una  distribuci6n  tejido  especifica,  esta

asociada a membranas y su distribuci6n subcelular es insensible a BFA ........................ 48

Figura   8.   EPSILON-ADR   se   acumula   durante   la   division   celular   en   raices   de

Arabidopsis thaliana ............................................................................................................. 49

Figure 9. Anticuerpo contra EPSILON-ADR genera un patron punteado en c6Iulas del

meristema de la raiz, que no se ve alterado en presencia de BEA ....................... „ ............ 50

Figura  10.    EPSILON-ADR se  distribuye  proferencialmente  en  c6Iulas  de  la  caliptra

lateral, epidermis y corteza en raices de Arabidopsis thaliana ...................... „ ................ ". 51

Figura 11. EPSILON-ADR reside en organelos de identidad no caracterizada .................. 53

Figure 12. Ensayo de inmuno precipitaci6n utilizando anticuerpo contra EPSILON-ADR

muestra una banda de alto peso molecular ................................................... „ .................... 55

Figura 13. (Pagina siguiente). Ivlutante epsl .3 homocigota es nula para la presencia de

transcrito y proteina,  presenta defectos en  el  crecimiento  de  raiz primaria, fenctipo

que es exacerbado en ausencia de sacarosa ................. „ ............... „„..„ ............................ 56

Figure 14. Ivlutante insercional epsl .3+I-presenta defectos en silicuas y embriones ........ 58

Figura 15. epsl .3 homocigota, presenta reducci6n en el tamaho de 6rganos a6reos ...... 60

Figure  16.  Contenido  total  de  glucosa  en  semillas  de  Arabidopsis  thaliana  Col-0  y

epsl.3   homocigotas,   sugiere  deifectos   en   almacenamiento   de   carbohidrattos   en

semillas........................................................................................„..............................„........61

Figura 17 EPSILON-ADR es una prcteina conservada s6Io entre vertebrados y plantas.. 63

Figure 18. Analisis de expresi6n de mutantes en GAMNIArADR .................... „ ................... 67



Figura  19.  Disminuci6n  de  la  expresi6n  de GANIMA-ADR  genera  disminuci6n  en  el

tamaho de 6rganos en  la planta ........................................................................................... 68

Figura 20. Disminuci6n y/o ausencia de GANINIA-ADR provoca aumento en el namero

de raices laterales en plantas ............................................................. „ ................................ 69

Figura  21.  Disminuci6n  o  ausencia  de  GAMNIA-ADRs  en  plantas  genera  posibles

dofectos en el trdfico hacia la vacuola ........................................ „ ........ „ ............................. 71

Figure 22. GANINIAI-ADR se distribuye punteada y homog6neamente en c6Iulas de la

raiz................................................."......................-.-..................................-....-.................73

Figura 23. Esquema de los posibles mecanismos moleculares y fisiol6gicos en los que

EPSILON-ADR participaria en plantas ................................................................................. 86

Figure   24.   Esquema   que   representa   las   posibles   rutas   donde   GANINIA-ADRs

participarian en el tfafico de KNOLLE ................................... „ ............................................. 91

indice de tablas

Tabla  1.  Partidores  y  protocolos  usados  pare  realizar  analisis  genotipicos  de  las

mutantes caracterizadas en este estudio ............................................................................ 16

Tabla 2. Partidores para amplificar CDS de los genes en estudio ...................................... 23

Tabla 3. Partidores utilizados en ensayos de PCR cuantitativo en este estudio ............. „ 26

Tabla 4. Anticuerpos usados en este estudio ................. „ ........... „ ................. „„ .......... „ ..... 31

Tabla 5. Nlutantes insercionales caracterizadas en este estudio ........................................ 38

Tabla   6.   Promotores   de   ort6Iogos  de   EPSILON-ADR   en   vertebrados   y   planfas

presentan elementos CIS que responden a division celular ............................................... 64

Xl



Lista de abreviaturas

ADR

ALEU

APs

BCA

BFA

BSA

CDS

D.O

DAPI

DEPC

DMSO

DNAsa

EDTA

EPSILON-ADR

ER-GFP

EtBr

GAMMA-ADR

GAMMAl-ADR

GAMMA[[l-ADR

GEF

GFP

h

lGEPL

KAc

KDa

KN

LB

MES

min

MS

MSA

MTSB

MVB

ADaptin Related

Aleurona

Complejos Adaptadores

Bicinchoninic acid

Brefeldina A

Suero de Albumina de Bovino

Secuencia de CADN

densidad 6ptica

4,6-diamidino-2-fenilindol dihidroclorhidrato

Dietil Pirocarbonato

dimetilsulf6xido

Nucleasa de ADN

acido etilendiaminotetracetico

Epsilon Adaptin Related

reticulo endoplasmatico marcado con proteina fluorescente  verde

bromuro de etidio

Gamma Adaptin Related

Gamma I Adaptin Related

Gamma Ill Adaptin Related

lntercambiador de GTP

proteina fluorescente verde
horas

NP40, detergente no i6nico

acetato de potasio

Kilo  Dalton

KNOLLE

Luria Broth

2-(N-morfolino) acido etanosulf6nico

minutos

mezcla de sales Murashige y Skoog

Mitotic Site Activation

Buffer estabilizador de microtdbulos

Multi Vesicular Bodies

xii



n

pb

PBS

PCR

PIPES

PMSF

PVC

PVDF

qpcR
RNAi

RNAsa

ndmero de eventos

pares de bases
Buffer Fosfato Salino

reacci6n en cadena de la polimerasa

piperazina-N,N'bis (2-acido etanosulfonico)

Phenylmethanesulpfonylfluoride, inhibidor de proteasas

Pre Vacuolar Compartment

Polyvinylidene Fluoride, membrana para transferir proteinas

PCR cuantitatvo

ARN interferencia

Nucleasa de ARN

segundos

sodio dodecil sulfato

Sortin Nexin 1

Buffer Sacarosa, Tris y Magnesio

Buffer en base a acido acetico y EDTA para correr electroforesis de
ADN

buffer para preparaci6n de celulas competentes por el m6todo lnoue

Buffer Tris Salino

ADN     que     se     inserta     en     plantas    mediante     infecci6n     con
Agrobacterium

buffer  de  extracci6n  de ADN  plasmidial.  Tris,  EDTA,    hidr6xido  de
sodio  y sodio dodecil sulf6xido

Trans Golgi Network

Tipo Silvestre

xiii



Resumen

En  plantas  a]  igua[  que  en  animales,  el  desarrollo  embrionario,  la  divisi6n

celu]ar,  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 formaci6n de vesiculas y del destino de las proteinas que viajan

dentro de  las vesfculas estan las adaptinas.  En Arab/.daps/.s aha//.ana 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  trafico  de vesfculas  al  igual  que  en  animales,

las adaptinas deben cumplir funciones similares en  este tipo  celular.  Por ello

nos hemos planteado estudiar su funci6n celular y fisiol6gica 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  ubicaci6n  y  distribuci6n  subcelular  y

ademas   estudiamos   mediante   genetica   reversa   su   funci6n   biol6gica   en

plantas.

Con    nuestras    herramientas    moleculares   y   geneticas   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 distribuci6n celular de esta adaptina es

insensible   a   BFA.   A   nivel   de   transcrito   y   proteina,   EPSILON-ADR   es

acumulada durante divisi6n celular. A la vez, la putativa secuencia promotora

del   gen   de   EPS/LOIV-ADR   posee   elementos   en   CIS   que   responden

especificamente  a  divisi6n  celular.     Finalmente,  la  caracterizaci6n  de  una

mutante knock-our para EPS/LOIV-ADR,  nos ha  permitido estudiar la funci6n

fisiol6gica   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  homog6neamente  en  toda  la  planta.  Mutantes  knock-

dora  en  los  tres  genes  muestran  fenotipos  asociados  al  aumento  en  el

desarrollo  de  raices  laterales,  asi  como  tambien  disminuci6n  en  el  tamafio

global   de   la   planta   (hojas,   raices   primarias,   tallos).   Para   determinar   la

distribuci6n  subcelular  de  GAMMA/-ADR,  construimos  plantas  transg6nicas

que sobreexpresan  GAMMA/-ADR fusionada a GFP,  lo que  nos  mostr6 que

esta proteina se distribuye punteadamente por el  citoplasma.  La distribuci6n

de  esta  proteina  es  insensible  a  BFA  al  igual  que  EPSILON-ADR.  A  nivel

celular    las    mutantes    kr)ock-dowr7    (RNAi)    presentan    aumento    de    la

acumulaci6n  de  la  proteina  KNOLLE  post  divisi6n  celular,   sugiriendo  que

GAMMA-ADRs participan en el trafico desde la placa celular hacia la vacuola.

A  su  vez,  resultados  obtenidos  con  la  mutante  nula  para  GAMMA///-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 duranfe el desarrollo de la planta, en el funcionamiento de la

ruta secretora y en la destinaci6n 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  trafflcking  and  the  composition  of  the

plasma  membrane.  Adaptins  are  proteins  that play  a  central  role  in  vesicle

formation    and    sorting    of   protejns    loaded    within    these    vesicles.    The

Arab/'dops/.s  tha//.ana  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   EPS/LOIV-ADR   gene   contains   CIS   elements

described  to  respond  specifically to  cell  division.  Finally,  a  knock-out mutant
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in  EPS/LOIV-ADR  has  allowed   us  to  study  the  physiological   and   cellular

functions  in  which  this  protein  participates.  The  phenofypes  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   GAMMA]-ADR,   we

constructed transgenic plants that overexpress GAMMAl-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 BEA, 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

GAMMAIIl-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.
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1     lntroducci6n

Durante el desarrollo embrionario tanto de plantas como animales,  la divisi6n

celular,  el  crecimiento,  el  desarrollo  de  6rganos  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  c6lulas

vecinas y respecto de la funci6n de la celula (c6Iulas secretoras o receptoras

de sefiales, epitelios, Iumen de 6rganos, etc.)

En  plantas,  durante  el  desarrollo,  Ia  hormona  Auxina  es  direccionada  por

transportadores   tipo   PIN,   Ios   cuales   generan   flujos   direccionados   de   la

hormona  permitiendo divisi6n  celular,  diferenciaci6n  celular y crecjmiento  de

6rganos  (Dello  loio  y  cols.  2008).  La  ubicaci6n  de  los  transportadores  de

Auxina  define  identidades  en  la  membrana  plasmatica  de  la  celula  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 destinaci6n correcta de algunos de los transportadores de

auxina   tipo   PIN   (Geldner  y   cols.   2003),   el   cual   es   inactivado   por   BFA

(BreEeldina A),  una droga  de origen fungico que se  une especificamente al

dominio  SEC  7  de  los  ARF-GEF  (Zeeh  y  cols.   2006),   inactivandolos.   La



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 celularv ruta secre±s±±a

La  maquinaria  de  ruta  secretora  es  determinante  en  procesos  fisiol6gicos  y

del     desarrollo.     En     diversos     sistemas     eucariontes,     el     sistema     de

endomembranas  y trafico  vesicular  se  ha  caracterizado  molecularmente  en

detalle, sin embargo su funci6n biol6gica o los procesos biol6gicos asociados

a esta no han sido cabalmente estudiados.

Parficularmente,  defectos  en  la  maquinaria  de  la  ruta  secretora  de  plantas

afectan  el  desarrollo  radicular  y  el  desarrollo  del  embri6n  (Lauber  y  cols.

1997;  Vroemen  y  cols.   1996).  Asimjsmo,  afecta  la  respuesta  a  estimu]os

abi6ticos  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    divisi6n    ce]ular,    comunicaci6n    de   celula-celula   y    percepci6n    de

estimulos  bi6ticos  y  abi6ticos.   Diversos  estudios  en  plantas  describen  la

maquinaria  molecular de  la  ruta  secretora  que  participan  durante  la  divisi6n
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celular.   Por  lo   general,   este   tipo   de   profeinas   son   esenciales   para   el

crecimiento  vegetal  y  el  desarrollo  (Geldner  y  cols.  2003;  Lukowitz  y  cols.

1996).   Por  lo  tanto,   Ia  divisi6n   ce]ular  en  los  sistemas  vegetales  es  un

proceso   regulado,   que   implica   la   sintesis   de   novo   de   proteinas,   tfafico

vesicular activo  para  [a formaci6n  de  placa  celular y endocitosis  de  reciclaje

de membranas (Dhonukshe y cols. 2006;  Reichardt y cols. 2007).

La  progresi6n  del  ciclo  celular  es  finamente  regulada  y  es  esencial  para

determinar el  tiempo  de vida y  la  diferenciaci6n  de  celulas 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  c6lulas  preparan  su

metabolismo  para  entrar en  divisi6n  celular;  M,  divisi6n  celu]ar y  citocinesis.

La maquinaria especffica para la divisi6n celular se ha caracterizado en todos

los  sistemas  eucariontes  desde  mamiferos  a  levaduras.  Los  filamentos  de

actina  son  necesarios  para  el  movimiento  de  mo]6culas  al  plano  de divisi6n

celular  y   los   microttlbulos   son   necesarios   para   mover   los   cromosomas

durante  la  mitosis  (Cao  y  cols.  2010;  Schmit  y  Lamberf  1987;  Wadsworth

1993).

En plantas, el sistema de trafico de varias proteinas ha sido caracterizado en

el  cjclo  celular,   especificamente  durante  la  divisi6n  celular.   Las  proteinas

como  quinesinas,  sintaxinas,  ARF-GEE  y  otras  moleculas  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   divisi6n   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  divisi6n  celular,

ya  que  se  requiere  reciclaje  de  membranas  para  dar  origen  a  dos  c6Iulas

hijas (Dhonukshe y cols. 2006).

Durante   la   divisi6n   celular  e   inmediatamente   antes   de   este   proceso,   Ia

identidad  de  las  membranas  es  relevante  para  el  flujo  de  auxina  entre  las

celulas,  necesario  para  el  crecimiento  de  las  celulas  hijas  despu6s  de  la

division  celular  (Boutte  y  cols.  2006;   Men  y  cols.  2008).   Por  esta  raz6n,

durante  este   proceso  la   ruta  secretora   es  activa  y  finamente  regulada.

Jt]rgens y colaboradores  (Jurgens 2005)  han  reportado varios  componentes

de  la  ruta  secretora  que  participan  especificamente  en  la  divisi6n  celular

durante la  citocinesis.  KNOLLE  es  una  sintaxina  esencial  para  la  formaci6n

de  la  placa  celular  (Lukowitz  y  cols.   1996).   Otro  componente  de  la   ruta

secretora  que  participa  directamente  en  la  divisi6n  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 protefna

HINKEL,   ayudan   a   la   formaci6n   del   fragmoplasma   y   al   movimiento   de

microtdbulos   (Strompen   y  cols.   2002).   Por  dltimo,   NACK1,   un   factor  de

depolimerizaci6n  de  microtdbulos,  se  acumula  durante  anafase  y  telofase

(Tanaka y cols. 2004).  Sin embargo,  Ia maquinaria de formaci6n de vesiculas

y selecci6n  de cargos durante la divisi6n  celular en  plantas y  animales  esta

aun en estudio
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1.2    Formaci6n de vesiculas v trafico en la red Dost Golgi

El  mecanismo  molecular  asociado  con  la  formaci6n  de  vesiculas  y  trafico

intracelular  es  conservado  en  los  sistemas  eucariontes.   La  formaci6n  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 organe[os de la  red  post-Go[gi,  e[

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   protefnas   solubles,    adaptinas.    La   principal   funci6n

molecular  de  estas  proteinas,   es  iniciar  la  formaci6n  de  las  vesiculas  y

seleccionar las proteinas que viajaran en dichas vesiculas. De este modo, las

adaptinas  determinan  el  destino  de  Ias  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  interacci6n
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proteina-proteina.  Asi  reclutan  a  las  adaptinas,  que  permitiran  la  formaci6n

de una vesicula cubierta por clatrina con cargo seleccionado.

Estudios   en   levaduras   y   celulas   animales   han   demostrado   que   AP-2,

formado  por  cx,,  P2,  pr2  y  o2  se  asocia  a  clatrina  y  actina,  y  participan  en  la

ruta endocitica de varios  receptores  para factores  de  crecimiento y vias  de

sefializaci6n  (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  yl,   P1,   lil   y  ol,   participa  en  el  trafico  de  Golgi   a  la

membrana  plasmatica,  endosomas y  lisosomas  (Boehm y  Bonifacino 2002).

AP-3, formado por 8,  P3,  Li3 y a3,  participa en el trafico  hacia lisosomas y se

ha   asociado   al   trafico   de   neurotransmisores   en   las   c6lulas   neuronales

(Boehm   y   Bonifacino   2002),   asi   como   a   la   secreci6n   en   granulocitos

(Dell'Angelica 2009).  Por otra parte,  el complejo AP-4, formado por €,  P4,  Lt4,

y o4,  se ha caracterizado s6lo en  mamiferos.  El  2002,  el  grupo de  Hunziker

(Simmen y  cols.  2002)  determin6  que este  complejo  cumple  un  papel  en  el

trafico  a  la  membrana  plasmatica  en  los  sistemas  polarizado,   como  las

c6lulas epiteliales.

1.3    AdaDtinas v su funci6n biol6aica en sistemas eucariontes

Estudios realizados en  modelos animales  muestran  un  analisis detallado  de

la  funci6n  molecular de  las  adaptinas,  sin  embargo  existen  pocos  reportes

acerca  de  la funci6n  biol6gica 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

perdida de la capacidad  motora y reducci6n de  la  memoria a  largo plazo en

ratones (Glyvuk y cols. 2010).

AP-2,  en  C.  e/egans,  ha  sido  asociado  al  reciclaje  de  vesiculas  sinapticas

(Gu y cols.  2008).  Por otra  parte,  este complejo esta asociado  directamente

con la divisi6n celular en el sistema sensorial de D.  me/anogasfer durante el

desarrollo (Berdnik y cols. 2002)

EI    complejo    AP-3    se    ha    asociado    a    la    secreci6n    y    reciclaje    de

neurotransmisores en c6Iulas neuronales (Kantheti y cols.1998). AP-3 en  C.

e/egans, juega un  papel  durante el  desarrollo. Ademas,  se ha reportado que

AP-3   participaria   en   la   replicaci6n   del   VIH   SIDA   (Garcia   y   cols.   2008).

Asimismo,  tanto en  ratones como en  humanos este complejo  participa en la

pigmentaci6n,  y  se  ha  reportado  que  esta  altamente  expresado  en  tipos

celulares  como  melanocitos y granulocitos  (Dell'Angelica y cols.1999;  Lloyd

y cols.1998).  En D. me/anogasfer, se ha reportado que AP-3 es responsable

de la pigmentaci6n de ojos (Mullins y cols. 2000).

AP-4 s6lo se ha descrito en mamiferos y Arabidopsis.  En mamiferos, AP-4 se

ha  relacionado  con  el  transporte  de  precursor  de  P-amiloides  en  la  ruta

secretora  (Burgos y cols.  2010)  Por otro lado,  en el sistema  nervioso central

(SNC),  AP-4  se  asoci6  con  el  transporte  de  receptor  de  glutamato,  ambos

resultados  sugieren   un  papel  de  la  AP-4  en  el  sistema  neuronal.   Estos
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antecedentes se correlacionan con  una alta expresi6n 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    AdaDtinas el]__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-1  y 8 de AP-3,  se han  asociado con el

trafico desde Golgi a la vacuola (Lee y cols. 2007; Song y cols. 2006).

Qiao  y  colaboradores  (2010),  inform6  la  funci6n  biol6gica  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  APIMl   se  asocia  a  Golgi  y  que  el  gen  que  codifica  para  esta

proteina, complementa una Ievadura mutante en ese gen, Io que sugiere una

conservaci6n    funcional    entre    mul    entre    plantas    y    levaduras.    AP-2

especificamenfe,  Ch  y  HA  han  sido  asociados  a  la  ruta  endocitica  (Barth  y

Holstein 2004). AP-3 de Arab/.dapsi.s fha//.ar]a se ha caracterizado molecular y

biol6gicamente.  Feraru y cols. (2010) han asociado a la proteina P-Ap3 con la

biogenesis  de  la  vacuola  litica  y  la  funci6n  celular  de  este  organelo.   Se

demostr6  que  esta  proteina es  necesaria  para  la  maduraci6n  de  la  vacuola

litica. Asimismo,  la transici6n de vacuola litica a vacuola de almacenamiento



tambi6n  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 ello  nos hemos  planteado  estudiar su funci6n  celular y

fisib]6gica en plantas.

Seleccionamos  por  homologia  de  secuencias  dos  proteinas  tipo  adaptinas

codificadas  en  el  genoma  de Arabidopsis:  GAMMA-ADRs  (GAMMA-4E2aptin

Belated)    y    EPSILON-ADR    (EPSILON-ABaptin    Belated).    Disefiamos    y

caracterizamos    anticuerpos    policlonalgs'*f;9.ontra    EPSILON-ADR,    con    el

objetivo  de  estudiar  y  caracterizar  su  ubicaci6n  y  distribuci6n  subcelular.
3:

Paralelamente, generamos plantas transgeni?as de GAMMAl-ADR fusionada
`-

tTh>l

a GFP,  para el  mismo objetivo.

Para   acercarnos   a   entender   las   funciones   fisiol6gicas   y   celulares   de

Adaptinas en  plantas caracterizamos  mutantes  insercionales nulas y Knock-

dorm para cada adaptina en estudio y construimos` plantas transgenicas que

nos permitieron disminuir la expresi6n de los genes de inter6s mediante ARN

de interferencia.
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1.5     Hir]6tesis_

Mediante su participaci6n en la ruta secretora, las proteinas tipo adaptinas de

Arab/.daps/.s   aha//.ana   son    necesarias   para   el   funcionamiento   celular   y

fisiol6gico de la plan fa

1.6    0bietivo general

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

crecimiento y desarrollo de Arab/.daps/.s aha//.ana.

1.7    0bjctivos esDecificos

1.   Determinar la distribuci6n  celular de GAMMA-ADRS y  EPSILON-ADR

en plantas

2.   Obtener y  caracterizar  plantas  mutantes  con  p6rdida  de  funci6n  y/o

Knockrdown para GAMMA y EPSILON-ADR.

3.   Analizar  fenotipicamente   las   mutantes   y   caracterizar   la   funciones

celulares y fisiol6gicas de los genes en estudio
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2    Materiales y metodos

2.1    Ivlaterial vegctal v condiciones de cultivo_

Para todos [os experimentos realizados en este trabajo se utilizaron semil[as

de Arab/.dapsf.s  tha/;.ana  silvestre,  ecotipo  Columbia  (CS6000)  obtenidos  del

Ohio  State Arabidopsis Seed  Stock Center.    Las  mutantes  analizadas  (Ohio

State Arabidopsis Seed Stock Center) y las plantas transg6nicas construidas

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

2.1.1   Cultivo de Arabidopsis en condiciones est6riles

Las semillas fueron esterilizadas en tubos de 1,5 ml con  1  ml de etanol 70 %,

Ias que fueron agitadas manualmente por unos segundos, Iuego el etanol se

descart6  y  se  agreg6  1   ml  de  cloro  comercial,  se  agit6  por  unos  pocos

segundos  luego  de  los  cuales  se  descart6  y finalmente  las  semillas  fueron

lavadas  3  veces  con  agua  destilada  esteril.  Por  ultimo,  las  semillas  fueron

suspendidas  en  agua  esteril  y sembradas  en  placas  con  medio  -/2X  MS  pH

5,7  (%X  Murashige  &  Skoog  mezcla  de  sales,  amortiguador  MES  0.05%),

agar  0,8%,   suplementadas  con  sacarosa   1%.     Las  plantas  transg6nicas

fueron sembradas en medio -/2X MS agar suplementadas con sacarosa  1°/o y

kanamicina  o  higromicina  50  ug/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    esteril    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  Arab/.dops/.s  aha//.ana  fueron  sembradas  en  medio  hidrop6nico

(KN03125  mM,  Ca  (N03)2150  mM,  Mgs04  75  mM,  KH2P04 50  mM,  KCI  5

mM,  H3803  5  mM,  Mns041  mM,  Zns04 200  uM,  CuS04150  LIM,  Na203Si

150  uM,  y  hierro  acomplejado  con  DTPA  72  mM),  Iuego  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   Transformaci6n de Arabidopsis thaliana a trav6s de inmersi6n

floral

Este  protocolo  fue descrito  por Clough y  cols.  (Clough y  Bent  1998),  para  el

cual se utilizaron plantas de Arabidopsis silvestres ecotipo Co/umb/.a 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

transformaci6n   se   prepararon   cultivos  de  Agrobacfer/.urn  (cepa   GV3101),

transformados con  los vectores de intefes,  Ios cuales se iniciaron  a  partir de

un  pre-in6culo  crecido a 25°  C  por 2 dfas en  un  agitador termorregulado de

agua con  agitaci6n constante y buena aireaci6n,  en medio  LB suplementado

con   los   antibi6ticos   gentamicina    100   Hg/ml,    rifampicina    10   ug/ml   y   el
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antibi6tico  de  selecci6n  para  el  vector transformante.    100  ul  de  este  pre-

in6culo   se   utilizaron   para   inocular  250   ml   de   LB   suplementado   con   los

mismos  antibi6ticos para  generar el  cultivo  6ptimo  para  la transformaci6n,  el

cual  se  creci6  a  una  temperatura  de  25°  C  con  agitaci6n  constante  y  alta

aireaci6n  hasta  alcanzar  una  D.O.6oonm  de  entre  0,6  a  0,8.     El  cultivo,  fue

centrifugado a 6000xg por 10 min a 4° C para precipitar las celulas las cuales

fueron  resuspendidas en 250 ml de soluci6n de transformaci6n  (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 soluci6n de transformaci6n con

Agrobacfer/.urn durante 15 s y posteriormente fueron puestas en oscuridad en

posici6n  horizontal  a temperatura  ambiente  por  16  h,  cubiertas  con  plastico.

Finalmente las p[antas 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 recolecci6n de semillas.

2.2    Diseho  v  obtenci6n  de  Dlantas  transa6nicas  RNAi  i3ara  adaptina

GAIVINIA-ADR de Arabidopsis_

Un   segmento   de   400   pb   comdn   para   los   tres   loci   de   GAMMA-ADRs

presentes en el genoma de Arab/.daps/.s fha//.ana (Figura  lA),  fue clonado en

PENTR-SDITOPO    cloning    vector   (lNVITROGEN.    Figura    18).    Mediante

recombinaci6n    usando    clonasa    LR    (lNVITROGEN),    se    subclon6    este

segmento  en  pHELLSGATE8,  vector  compatible  con  el  sistema  Gateway,
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que permite realizar la estrategia de ARN de interferencia en  plantas (Figura

lc).  EI  nuevo  vector,  fue  transformado  en Agrobacterium  y  posteriormente

mediante  inmersi6n  floral,  se  obtuvieron  plantas  transg6nicas  (TO),  cuyas

semillas  (T1)  fueron  sembradas  en  medio  suplementado  con   Kanamicina

para su selecci6n.
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2.3    rylaterial microbiol6aico v condiciones de cu[tivo_

En  este estudio se  utilizaron  las bacterias E.  co//. DH5or,  TOP10,  BL21  (DE3)

pLys  (Studier  y  Moffatt  1986)  y  Agrobaoferinm  fumefaci.ens  cepa  GV3101

(Xiao  y  cols.  2010).  Cultivos  liquidos  de  DH5c¥,  TOP10,  BL21   (DE3)  pLys,

fueron crecidos a 37°  C con agitaci6n  constante,  en medio  LB (pectona  1%,

extracto  de  levadura  0,50/o,  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  IIevar  a  cabo  el  protocolo  de

celulas  competentes  son  detallados  en  2.3.1.     Cultivos  s6lidos  de   E.co/+.

fueron crecidos en una estufa o camara de cultivo a 37°  C durante la noche

en medio LB agar (bactoagar 1,5°/o).   Los antibi6ticos usados como medio de

selecci6n  para  bacterias  transformadas  con  los  vectores  de  intetes  fueron

kanamicina  100  ug/ml,  ampicilina  200  ug/ml  y  espectinomicina  50LLg/ml.  Los

antibi6ticos fueron usados en medios liquidos y s6Iidos.

Cultivos  liquidos  de Agrobacferium 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   agitaci6n   vigorosa   y

constante  por aproximadamente  2  dias  en  medio  LB  suplementado  con  los

antibi6ticos   gentamicina   100   ug/ml,   rifampicina   10   Llg/ml   y   el   antibi6tico

adecuado  para  la  selecci6n  del  Agrobacterium  transformado.     Stocks  de

glicerol  y  pre-in6culos  tanto  para  la  preparaci6n  de  celulas  competentes

como para la transformaci6n de Arabidopsis por la metodologia de inmersi6n
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floral, fueron obtenidos a partir de estos medios liquidos.   Los cultivos para la

preparaci6n  de  c6lulas  competentes  y  transformaci6n  de  Arabidopsis  por

inmersi6n floral,  estan  detallados en 2.3.4 y 2.1.3 respectivamente.   Cultivos

s6lidos de Agrobacterium fueron crecidos entre 25 y 28° C en medio LB agar

suplementado     con     los     antibi6ticos     mencionados     anteriormente,     por

aproximadamente 2 dias en estufa o camara de cultivo.

2.3.1   Preparaci6n de c6Iulas compctentes de E. coli DH5a

Las  c6Iulas  competentes  de  E.  co/t. fueron  preparadas  segun  el  protocolo

descrito por lnoue y cols.  (lnoue y cols.1990).   Se creci6 un cultivo liquido de

3  ml  de  E.  Co//. DH5or  en  medio  LB  durante  la  noche  a  37°  C  con  agitaci6n

constante.   Un volumen  de 250  ml  de medio  LB fue  inoculado  con  el  cultivo

anterior.   Este cultivo se incub6 con alta aireaci6n a 25° C hasta obtener una

D.O.6oonm =  0,6.   Alcanzada esta densidad  6ptica,  el  cultivo  se  enfrio  por  10

min en  hielo y se traspas6 a un tubo de centrifuga esteril  preenfriado a -20°

C en el cual las c6lulas fueron colectadas por centrifugaci6n a 2500xg por 10

min   a   4°    C.       EI   sobrenadante   fue   descartado   y   las   celulas   fueron

resuspendidas  en  80  ml  de  amortiguador  TB  frio  (pipes  10  mM,  Cac1215

mM,  KCI  250  mM),  pH  6,7  ajustado  con  KOH  5  M.    Esta  suspensi6n  fue

incubada  por 10 min.  en hielo y posteriormente las c6lulas fueron  colectadas

por  centrifugaci6n   a  2500xg   por   10   min.   a  4°   C.      El   sobrenadante  fue

descartado y las celulas fueron resuspendidas en 20 ml  de amortiguador TB

preenfriado. A esta suspensi6n se le agreg6 DMSO a una concentraci6n final
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de  7  %  y finalmente  se  alicuot6  la  suspensi6n  en  voldmenes  de  200  ul  en

tubos de  1,5 ml esteriles preenfriados a -20°  C.  Las alicuotas se congelaron

en nitr6geno liquido y se almacenaron a -80° C hasta ser usadas.

2.3.2   Transformaci6n de E. coli DH5a

50 Ill de celulas competentes DH5Ch fueron mezcladas con 2 ul de la reacci6n

de  ligaci6n  o  recombinaci6n.    Esta  mezcla  fue  incubada  durante 30  min.  en

hielo y posteriormente incubadas a 37° C por 5 min.,  luego de los cuales se

le agreg61  ml de medio LB.  Esta soluci6n fue incubada por 60 min. a 37° C y

finalmente   las   celulas   fueron   recolectadas   por   centrifugaci6n   a   maxima

velocidad  (10000xg)  por  30  s  y  resuspendidas  en  el  sobrenadante  residual

(aproximadamente   20   a   50   ul)   y   puestas   en   placas   LB   agar   con   el

correspondiente antibi6tico para su selecci6n.

2.3.3   Extracci6n de ADN plasmidial desde E. coli DH5a

La  extracci6n  de  ADN  plasmidial   (Iisis  alcalina  de   10  minutos),  se  llev6  a

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

Desde un cultivo de noche de E.  co//. transformadas con el vector de intefes,

se  toman   1,5   ml  y  se  sedimentaron   por  centrifugaci6n  durante   10  s  en

microcentrifuga    a    maxima    velocidad    (10000xg).    El    sobrenadante    fue

descartado  dejando  un  volumen  minimo  para  resuspenderlas  (50  Lil).    Las

celulas se  resuspendieron totalmente e inmediatamente despu6s se agreg6

300  ul  de  amortiguador  TENS  (TRIS  pH  7,510  mM,  EDTA  pH  8,01   mM,
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NaoH  0,1  M y SDS  0,5 %) y se mezcl6 en vortex por 2 s.  Luego se agrego

150 ul de acetato de potasio (KAc) pH 4,7 3 M y se mezcl6 en vortex por 2 s.

La suspensi6n fue centrifugada por 2 min.  a  maxima velocidad  (10000xg) en

una  microcentrifuga  para  sedimentar  el  ADN  cromos6mico  y  los  residuos

celulares. El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio y se le agreg6 900

ul  de  etanol   100  °/o  a  temperatura  ambiente,  inmediatamente  el  ADN  fue

sedimentado en microcentrifuga a maxima velocidad  (10000xg)  por 2 min.  EI

sobrenadante  fue  descartado  y  el  decantado  se  lav6  dos  veces  con  1   ml

etanol  80 % preenfriado a -20°  C.  Finalmente el ADN  se dej6 secar a! aire y

se  resuspendi6  en  20  LIl  de  agua  libre  de  nucleasas  con  RNAsas  10  LIg/ml.

Para  secuenciaci6n  o  recombinaciones  las  extracciones  de  ADN  plasmidial

fueron realizadas utilizando un Kit comercial (MIDIprep Promega).

2.3.4   Preparaci6n de c6Iulas compctentes de Agrobacterium

tumofaciens

Las  bacterias  (Agrobacfer/.urn  fumerac/.ens cepa  GV3101)  fueron  crecidas  a

28°   C   en   medio   liquido   de   LB   hasta   alcanzar   la   fase   log   (tiempo   de

duplicaci6n de aproximadamente 2 h). 2 ml de este cultivo fueron transferidos

a  50  ml  de  medio  LB  fresco  y  este  cultivo  se  creci6  hasta  obtener  una

D.O.6oonm de 0,5.  Posteriormente las celulas fueron enfriadas durante 10 min.

en   hielo  y  sedimentadas   a  3000xg   por  5  min.,   luego  de  lo   cual   fueron

resuspendidas  en  1  ml  de  Cac12 20  mM.  Las  c6Iulas  fueron  alicuotadas  en

tubos  de   1,5   ml   en  200   Ill  y  fueron   almacenadas  a  -80°   C   hasta   ser
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utilizadas.  Este protocolo se  bas6 en  la publicaci6n  de  Chen y cols.  (Chen y

Kado 1994).

2.3.5   Transformaci6n de Agrobacterium tumefaciens

Al  igual  que  el  protocolo  descrito  en  la  secci6n  2.3.4,  la  transformaci6n  de

Agrobacterium  se  realiz6  basada  en  la  metodologia  descrita  por  Chen  y

Kado.    (1994).    100   LII   de   celulas   competentes   de   Agrobacterium   cepa

GV3101,  fueron  mezcladas  con   1   LIl  del  vector  binario  de  intefes  (a  una

concentraci6n de  1  ug/prl).  Dicha mezcla fue congelada con nitr6geno liquido

por 5 min.,  posteriormente se descongel6 la mezcla a 37° C durante 25 min.

Inmediatamente se  le agreg6  1  ml  de  medio  LB y se  incub6  por 3  h  a 28°  C

con    agitaci6n   suave.    Finalmente    las   c6lulas   fueron    recolectadas    por

centrifugaci6n    durante    1     min.    a    maxima    velocidad    (10000xg)    y    el

sobrenadante  fue  descartado  dejando  aproximadamente  100  LIl  de  medio

para  resuspender las  celulas,  las  cuales  fueron  puestas  en  medio  LB  agar

suplementado    con    gentamicina    100    ug/ml,    rifampicina    10    ug/ml    y    el

antibi6tico  de  selecci6n  del  Agrobacterium  transformado.  Las  placas  fueron

incubadas durante 2 dias a 28° C.

2.4    Clonaci6n de genes de interfes en sistema Gatewav.

Los CDS de las tres GAMMA-ADRs fueron clonados sin cod6n de stop en el

vector de  entrada  del  sistema  Gateway  PENTR  SD-TOPO  (lNVITROGEN).

CDS de EPS/LOIV-ADR clonado en el  mismo vector pero con cod6n de stop
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incluido  (U17999,  ABRC,  Stock  Center),  fue obtenido desde  el  stock center

ABRC.   Los  partidores  usados  para  amplifi`car  los  CDS  se  resumen  en  la

Tabla   2.   Para   sobreexpresar  los   genes   de   intefes   se   utiliz6   el   vector

compatibles  con  el  sistema  Gateway  pGW86  (Nakagawa  y  cols.  2007)  que

permite fusionar en amino terminal con la proteina GFP.
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2.5    Extracci6n de ARN desde material vegefal

Entre  50  y  100  mg  de  tejido  vegetal  fue  congelado  en  nitr6geno  liquido  y

luego   molido   hasta   obtener  un   polvo   homogeneo.   Sin   descongelarlo   se

agreg6   1   m],  de   TR]ZOL   (INVITROGEN).   Se   mezc]6   con   vortex  por  30

segundos y se incub6 por 5 min.  a temperatura ambiente.  Posteriormente se

agregaron 250 lil  de cloroformo,  se mezcl6 con vortex por 15 segundos y se

incub6   por  3   min.   a   temperatura   ambienfe.   Luego   de   la   incubaci6n   se

centrifug6  por  12000xg  durante  15  min.  a  4°  C.  La  fase  superior  donde  se

encuentran  los  acidos  nucleicos  se  transfiri6  a  un  tubo  con  500  Ill  de  2-

propanol  y  se  incub6  la   mezcla   por  5   min.   a  temperatura   ambiente  sin

mezclar.  Para  decantar el ARN  se  centrifug6 a  12000xg  por  15  min.  a 4°  C.

EI  sobrenadante fue  descartado y  el  ARN  precipitado  se  lav6  con  etanol  al

750/o   preenfriado,   preparado   con   agua   pretratada   con   DEPC   (SIGMA).

Finalmente  se  precipito  por  centrifugaci6n  a  8000xg  a  4°  C  por  5  min.,  se

descart6 el  sobrenadante y el ARN  precipitado se dej6 secar por  15 min.  EI

ARN  total  se  resuspendi6  en  30  Hl  de  agua  pretratada  con  DEPC.   Para

eliminar la  contaminaci6n  con ADN  se trat6 el ARN  purificado  con  DNAsa  I.

En  100 lil totales de  reacci6n con 4 Hl de DNAsal  (FERMENTAS),  se incub6

por 30 min  a  37°  C.  Para detener la  digesti6n  se  agreg6  EDTA y se incub6

por  10  min.  a  65°  C.  Para  lavar el  ARN  y  disminuir  el  volumen  se  precipit6

con 0,3 voldmenes de LicI  10 M y se incub6 por 20 min.  a -20° C.  Por t]ltimo,

se  decant6  el  ARN  por  centrifugaci6n  a  12000xg  a  4°  C  durante  30  min.
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Finalmente  se  lav6,  seco  y  resuspendi6  como  se  describi6  anteriormente.

Para almacenarlo se congel6 con nitr6geno liquido y se guard6 a -80° C.

2.6    A_nalisis de exi3resi6n: FIT-PCR. PCR cuantitati!±Ls±

A    partir    de    ARN    total    pretratado    con    DNAsal    y    cuantificado    por

espectrofotometria,  se prepar6 CADN  utilizando  un  kit comercial  (Firststrand

CADN Synthesis Kit.  FERMENTAS).

Los experimentos de PCR cuantitativo, fueron realizados utilizando el equipo

APPLIED   BIOSYSTEM   ONE   STEP      y   Master   mix   SYBR   Green   Fast

(APPLIED   BIOSYSTEM).   Los  partidores  utilizados  en  este  estudio  y  sus

especificaciones   esfan   resumidos   en   la   Tabla   3.   El   protocolo   de   PCR

cuantitativo utilizado consta de  10 min.  a 95°.C y 40 ciclos   que consisten en

3 s a 95°  C y 30 s a 60°  C.  Como gen de referencia se utiliz6 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 aeles de aaarosa Dara analis.is de ADN

Los  geles  de  agarosa  se  prepararon  entre  1  y  1,7  0/o  en  amortiguador TAE

IX,   con   bromuro   de   etidio   (EtBr)   0,5   ug/ml.   Como   marcador   de   peso

molecular se utiliz6 escalera de  lKb  (FERMENTAS)  a una concentraci6n de

100  ng/Hl.  Los  geles  fueron  corridos  en  amortiguador  TAE  IX  a  100  V  de

potencia.
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2.8    Anticuerpos I._oliclonales

2.8.1   Diseho y obtenci6n de Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales fueron obtenidos desde conejos inoculados con

un  peptidos  de  14 aminoacidos,  los  cuales fueron  seleccionados  para  cada

proteina en estudio utilizando algoritmos que usan criterios de hidrofobicidad,

accesibilidad     y    flexibilidad     del     peptido     obteni6ndose     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  tom6  en

cuenta para la elecci6n del peptido,  que 6ste fuera dnico 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 ubicaci6n del

peptido seleccionado.

2.8.2   Purificaci6n    de    anticuerpos    policlonales    por   columnas    de

afinidad

Cada  anticuerpo fue  purificado  desde el  suero  inmune  por cromatografia de

afinidad   usando  el  p6ptido  acoplado.   Se  utiliz6  columna  de  sefarosa  48

CNBr-activado  (Amersham  Pharmacia  Biotech AB).  Una  vez  purificados,  se

cuantific6  la  concentraci6n  de  proteinas  utilizando  una  curva  estandar  de

BSA.  La eficiencia y especificidad se determin6 por inmunoblot.

27



Figura 2. Esquema de las proteinas en estudio y la ubicaci6n del peptido seleccionado
para obtenci6n de anticuerpos policlonales. GAMMAl-ADR (ATI G23900), GAMMAl I-ADR
(ATIG600700),    GAMMAIll-ADR    (ATIG23940)    contienen    dos    dominios    conservados.
EPSILON-ADR (ATIG31730) posee un dominio conservado.

2.8.3   Expresi6n heter6Ioga de EPSILON-ADR en bacterias utilizando un

sistema inducible por lpTG.

EI  cl6n  U17999  obtenido  desde  el  Stock  Center ABRC,  contiene  el  CDS  de

EPS/LOIV-AOR con  cod6n  de  stop.  Este  cl6n  es  compatible  con  el  sistema

Gateway,   por  lo  tanto,   mediante   recombinaci6n   utilizando   LR  CLONASA,

generamos una fusion en N-terminal con HIS-TAG, en un vector de expresi6n

de     bacterias     inducible     por     lpTG     (pET300/NT-DEST,     lNVITROGEN).

Bacterias      competentes      BL21       (DE3)      pLys      (INVITROGEN)      fueron

transformadas   con   la   construcci6n   y   seleccionadas   en   Medio   LB-agar

suplementado   con   Ampicilina   200   Hg/ml.   La   inducci6n   se   llev6   a   cabo

siguiendo el protocolo sugerido por Novagen para este tipo de vectores (PET

System).  Un  cultivo de  D.O.6oo=0,6 se  incub6  por 0,1,  2 y 3  h  a  37°  C  en  LB

liquido  suplementado  con   lpTG   (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  %,  P-mercaptoetanol  10  %,  azul  de  bromofenol  0.004  %  y

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

2.9    0btenci6n de extractos Droteicos v analisis nor inmunoblo±

2.9.1   0btenci6n de extractos de proteinas totales desde tejido vegctal.

Entre  200  y  400  mg  de  tejido  vegetal  fue  congelado  en  nitr6geno  liquido  y

molido   en  mortero  de  porcelana  o   con   puntas  de  tefl6n  esteriles  hasta

obtener un polvo homog6neo.   Luego se agreg6 entre 200 a 400 HI de buffer

de  extracci6n  (50  mM  de  TRIS-Hcl  pH   8,0,   1   mM  de  EDTA  pH   8,0,   P-

mercaptoetanol al 0,25 %,  1  mM de PMSF e lGEPAL al  1  %) preenfriado a 4°

C.  Se mezcl6 por vortex e incub6 por 5 min.  a  100° C.  Finalmente, se mezcl6

por vortex y se centrifug6 a maxima velocidad en microcentrifuga a 4°  C por

5  min.  El  sobrenadante  fue  transferido  a  un  tubo  limpio  y  se  cuantific6  la

concentraci6n de proteinas utilizando el metodo de BCA.

2.9.2   0btenci6n   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  soluci6n:  8  g  de  sacarosa  para  gradiente

MERCK;  5  ml  de  KH2P04  1  M  pH  6,65;  250  ILL de  Mgc12  1  M.  Llevar a  50  g

de soluci6n con agua destilada esteril).  El macerado fue filtrado usando gasa

esteril  y posterior el  filtrado  se  centrifug6  a  14000xg  por  10  min.  a 4°  C.  Se

rescat6  el  sobrenadante  y  se  centrifug6  a  100.000xg  por  1   h  a  4°  C.   El
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sobrenadante   corresponde   a   la   fracci6n   S100   y   el   sedimentado   fue

resuspendido  en  STM  (para  50  ml  de  soluci6n:  8,56  g  de  sacarosa  para

gradiente   MERCK;   1   ml   de  TRIS   1   M   pH   7,5  y   100   ILL  de   Mgc12   1   M)

corresponde    a    la    fracci6n     P100.     Finalmente    las    proteinas    fueron

cuantificadas  por  BCA  y  almacenadas  a  -80°  C  hasta  que  se  realiz6  el

inmunoblot.

2.9.3   Inmunoblot

Geles   de    poliacrilamida   29:1    al    10%    fueron    corridos   en    condiciones

denaturantes  (SDS-PAGE)  y  transferidos  foda  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  ]soprop.anol  al  2,5%).  La  membrana  cargada  se  lav6  con

TBS  (1,2  g/L  de  TRIS  base  y  9  g/L  de  Nacl,  llevar  a  pH  7,4  usando  Hcl

fumante)  para  eliminar  exceso  de  Metanol.   La  membrana  fue  bloqueada

usando  una  soluci6n  de  leche  descremada  al  5%  en  TBS-Tween20  (TBS

suplementado  con  0,05  %  de Tween  20).  El  anticuerpo  primario  se  prepar6

en  soluci6n  de  bloqueo  y  la  membrana  se  incub6  por  1   h  a  femperatura

ambiente y agitaci6n constante.  Los lavados se realizaron con TBS-Tween20

3X  10  min.  El  anticuerpo secundario se  prepar6 en  soluci6n  de  bloqueo y la

membrana se  incub6  por 1  h  a temperatura ambiente y agitaci6n  constante.

Los   lavados   se   realizaron   con  TBS-Tween20   3X   10   min.   Finalmente   la

membrana   se   lav6   con   TBS   para   sacar  el   exceso   de   detergente.   La
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membrana    se    revel6    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:     inmunoprecipitaci6n;     if:
inmunofluorescencia; wb: western blot; E: ELISA

Origen               Procedencia
conejo                     Propio
corlejo              Gerd Jurgens

rota               Gerd Jurgens
corlejo                 lnvitroq en
cobra               Santa cruz
conejo              C;erd  Jurgens
cobra               Santa cruz
raton                   lrlv.Itrog en
con ejo                 lnvitrog en
raton                     Sigma
coriejo                     Sigma
coneio               Santa cruz

Usos
Tb, if wb,E

if, wb
"H
/f

vwh

Ariticuerpos
Epsilon-ADR

Knolle
Krlolle

C;FP
B/P

GNOM
Cll   (actina)

anti  rabbit Alexa fluor 488
anti  mouse Alexa  fluor 488

anti  rabbit HRP
anti  mouse HRP
anti  aoat HRP

2.9.4   Cuantificaci6n de proteinas mediante el m6todo BCA

Se prepar6 una curva de calibraci6n con BSA de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 Hg en 20 lil

totales en agua destilada esteril.  Las muestras a cuantificar se prepararon de

la misma forma a 20 iLil totales.  Paralelamente se prepar6 Ia soluci6n de BCA

(SIGMA)-Sulfato  de  cobre  (176,6  ul  y  3,6  Ill  respectivamente)  y  se  agreg6

180  lil  de  esta  soluci6n  a  cada  preparado  de  proteinas.  Se  incub6  por  30

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

absorbancia a 570 nm.
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2.9.5   Inmunoprecipitaci6n de EPSILON-ADR de Arabidopsis thaliana

Para  llevar  a  cabo  la  inmunoprecipitaci6n  se  utiliz6  un  kit  comercial  (Co-lp,

PIERCE),   siguiendo  las  especificaciones  y  sugerencias  del  fabricante.   El

anticuerpo  acoplado  a  la  resina  (80  Hg)  se  purific6  por  afinidad  (secci6n

2.8.2)  y  se  dializ6  contra  buffer  PBS.  Se  utilizaron  5g  de  tejido  de  planta

completa de 10 semanas el cual fue congelado en nitr6geno liquido, triturado

y resuspendido en 2 ml.de buffer de lisis.  Se aplic6 vortex y se agregar610

ml  de  buffer  PBS  para  diluir  el  buffer  de  lisis.  Finalmente  de  centrifug6  a

9000xg por 10 min a 4° C y se rescat6 el sobrenadante.  La concentraci6n de

proteinas  fue  determinada  por  el  metodo  BCA.  500  Ltg  de  proteina  fueron

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

2.9.6   Tinci6n  con  cloruro  de  plata  para  geles  de  poliacrilamida  SDS-

PAGE

Un    gel    SDS-PAGE    cargado    con    proteinas    de    las    elusiones    de    la

inmunoprecipitaci6n, se tifi6 con Cloruro de plata.  Se lav6 el gel con etanol al

30 0/o,  3 veces por 12 min.  Luego con agua destilada 2 veces por 12 min.  La

sensibilizaci6n se realiz6 con ditionito de sodio al 0,025 % p/v por 1  min.  Para

sacar el sensibilizador se lav6 con agua destilada 3 veces por 20 s.  EI gel se

tifi6 con una soluci6n de nitrato de plata (0,2 % p/v y formaldehido al 0,008 %

v/v)  por  20  min.  Se  sigui6  con  un  lavado  con  agua  destilada  por  1   min.

Finalmente   se   revel6   con   30   ml   de   carbonato   (Na2C03   al   6   %   p/v  y

formaldehido al 0,4 % v/v) hasta que se oscureci6 la soluci6n,  se descart6 y
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agreg6  el  resto  de  la  soluci6n  de  carbonato.  Para  detener  la  reacci6n  se

agreg6 50 ml de soluci6n acetate (3,5 % v/v en agua destilada), se esper6 a

que burbujee y se agreg6 el  resto  de la soluci6n.  Finalmente,  el  gel  se  lav6

con agua destilada.

2.10 Tratamientos  e  incubaclones  en   Dlanta  comDlcta  y  ±elulas  en_

susDensi6n de ArabidoDsis thaliana

2.10.1 Tratamientos con citoquinina y sacarosa.

Plantas  crecidas  por 7  dias  en  1/2X  MS  suplementado  con  sacarosa  al  1  %

fueron tratadas con  100 nM de t-zeatina (SIGMA)   por 30, 60 y  120 min,  con

agitaci6n  suave  y  constante.   Como  control  se  usaron  tratamientos  en  el

solvente   (-/ex   MS).   Las   plantas   post-tratamiento   fueron   congeladas   en

Nitr6geno liquido y almacenadas a -80°  C  hasta ser usadas  para extracci6n

de ARN total.

Plantas  crecidas  por 7  dias  en  %X  MS  suplementado  con  sacarosa  al  1  %

fueron tratadas con %X MS, %X MS suplementado con sacarosa 30 mM y 1/2

MS suplementado con sacarosa  130 mM por 24 horas con agitaci6n suave y

constante.   Las   plantas   post-tratamiento  fueron   congeladas  en   Nitr6geno

lfquido  y  almacenadas  a  -80°  C  hasta  ser  usadas  para  extracci6n  de  ARN

total.
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2.10.2 Tratamientos con modificadores de ruta secretora.

Plantas   crecidas   en   condiciones   est6riles  fueron   incubadas   por   1   h.   a

temperatura  ambiente  en  ./ex  MS  suplementado  con  sacarosa  al  1   %  y

BreFeldina A  (BFA)  100prM,  con  agitaci6n  suave  y  constante.  Como  control

del tratamiento se incub6 s6lo con %X MS suplementado con sacarosa.

2.10.3Sincron.Izaci6n    de   ciclo    celular   en   cult-Ivos   de   c6Iulas   en

suspensi,6n de Arabidopsis

Cultivos   de   c6lulas   en   suspensi6n   MM2   (Menges   y   Murray   2004)   se

mantuvieron   semanalmente   crecidas   en   medio   MS   suplementado   con,

sacarosa al 3 %,  NAA 0,5 mg/I y Kinetina 0,05 mg/I.  Una vez por semana las

c6lulas fueron diluidas 1 :10 en medio fresco (Menges y Murray 2004)

La  sincronizaci6n  del  ciclo  celular  se  IIev6  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 agitaci6n.  Las celulas fueron lavadas vigorosamente

con un litro de medio fresco pasandolas a trav6s de una gasa esteril, seguido

de   centrifugaci6n    a    1000xg    por   1    min.,    con   el   objetivo   de   remover

completamente  la  afidicolina.  Las  celulas  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 muestra a 0, 2, 4, 6,  8,10,12 y 24

h.  post lavados.  Las muestras tomadas se centrifugaron a maxima velocidad
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en microcentrifuga por 5 min., se descart6 el sobrenadante y el decantado se

congel6  con  nitr6geno  liquido  y  se  almaceno  a  -80°  C  hasta  que  fueron

usadas para extraer ARN total.

2.11  Inmunolocalizaci6n en Dlanta comDlcta

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  esferiles

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  portaobjetos  cargados

con plantas por 1  mes a -20° C  o se ocupan de inmediato para el proceso de

inmunolocalizaci6n.  Se  dibuja  una  pelicula  con  Super  Pappen  alrededor de

las plantas formando una camara y se  rehidratan  las plantas con  MTSB  (50

mM PIPES, 5 mM EGTA, 5 mM Mgs04 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,

KH2P04  0,2  g/L  y  Na2HP041,15  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 lh 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 evaporaci6n
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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 incubaci6n

con el anticuerpo secundario (asociado a fluor6foro) 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  DApl  (1

LLg/ml),  se prepara la tinci6n 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 prl de

Citifluor   y   se    cumbre    con    cubreobjeto.    Las    muestras    listas    pueden

almacenarse a 4° C por hasta tres meses.

2.12  Clarificaci6n de teiido Dara cuantificaci6n de raices laterales (LR) y

primo_rdios (LRP) en ArabidoDsis thaliana

Plantulas  de  7  dias  fueron  fijadas  en  etanol  al  70%  durante  la  noche  a

temperatura  ambiente.  Al  dia  siguiente se  empez6  la  clarificaci6n  del  tejido

que   lo   transparenfa   permitiendo   visualizar  estadios   muy   tempranos   del

desarrollo  de  raices  laterales  (Malamy y  Ben fey  1997).  Las  plantulas fueron

inoubadas  a  62°  C  por 40  min.  en  Soluci6n  I  (0,24  N  HCI  en  metanol  al  20

0/o).  La soluci6n fue reemplazada  por Soluci6n  11  (NaoH  7 %  en  etanol  al  60

%)  y  se  inoub6  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  soluci6n.   Finalmente  se   incub6   por  2   h   en

Soluci6n  1]]  (efanol  al  5  % y glicerol  al 25  %).  Las plantulas fueron  montadas
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cuidadosamente  en  portaobjetos  con  glicerol  al  50  °/o.  La  cuantificaci6n  se

llev6 a cabo bajo un microscopio con 6ptica Nomarski con un objetivo 20X.

2.13  GenotiDificaci6n de mutantes insercionales_

2.13.1 Extracci6n de ADN gen6mico de hoja de Arabidopsis

Este protocolo se bas6 y fue modificado de Xin y cols.  (Xin y cols.  2003).  Un

pequefio trozo de hoja se moli6 en un tubo de 1,7 ml con una punta de tefl6n

esteril  en  presencia  de  200  Hl  de  tamp6n  de  extracci6n  (200  mM  TRIS  pH

8,0;  250  mM   Nacl;  25  mM  EDTA  y  0,5  °/o  SDS).   Se  mezcl6  por  vortex

durante  5  s  y  se  centrifug6  a  maxima  velocidad  por  5  min.  a  temperatura

ambiente.  El sobrenadante se transfiri6 a un tubo limpio al  que se le agreg6

200 Hl de isopropanol absoluto.  Se mezcl6 por vortex durante 5 s.  Luego por

centrifugaci6n  durante  5  min.  a  maxima  velocidad,  se  precipit6  el  ADN  y se

descart6 el  sobrenadante.  Posteriormente,  se lav6 el ADN  precipitado con  1

ml    de   etanol    al    80    0/o    pre-enfriado   y   se   centrifug6,    descartando   el

sobrenadante.  EI ADN se dej6 secar en los tubos boca a bajo sobre un papel

absorbente durante 30 min. Finalmente el ADN fue resuspendido en 20 LIL de

agua esteril nano-pura y se almacen6 a -20° C.

2.13.2 Genotipificaci6n por PCR

4 ILL de ADN gen6mico se usaron como templado para la genotipificaci6n de

mutantes  insercionales,  usando  partidores  especificos.  En  este  estudio  se
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genotipificaron   11   lineas  insercionales  cuya  descripci6n  se  resume  en  la

Tabla 5.

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

GERMOPIASMA      ORIGEN       BACKC;ROUND        C;ENOTIPO       TRANSCRI

CIAMMAl

(ATIC;23900)

Salk_1099 28C         ABRC                  Col-0               H om ocigotas
Salk_0325 00C         ABRC                  Col-0              H om ocigotas
Salk_03 2502           ABRC                   Col-0             _ Homoci

GAMMAIl
Salk_02 8208          ABRC Col-0              Ham ocigotas

(ATI G60070)     Salk_043364C         ABRC                 Col-0              Homocigotas

Col-0
Col-0
Col-0
EJ3
Col-0

Col-0

Homocigotas
Homocigotas
Homocigotas
Homocigotas
Homocigotas

Homocigotas

Salk_082956
Salk_07 5177
Salk_12 6133
Salk_12 5109
Salk_13 6213

CS857164

GAMMAIIl

(ATIG23940)

EPSILON

(ATI G317 30)

2.14 Cuantificaci6n de glue_o_sa total en semillas de ArabidoDsis thaliana

100  mg.  de  semillas  Colro  y  aps7.3  fueron  molidas  y  homogenizadas  en

nitr6geno   liquido   utilizando   morteros   de   porcelana.   El   polvo   de   semilla

congelado fue resuspendido en 500 prl de agua esteril miliQ, y centrifugado a

14000xg  por  3  min.  a  4°  C.  Se  rescataron  250  ul  de  sobrenadante  y  se

volvieron    a    centrifugar    en    las    mismas    condiciones    descritas    arriba.

Finalmente     se     prepararon     djluciones     que     permifan     leer     en     e]

espectrofot6mefro dentro del  rango dinamico del  equipo y la sensibilidad  del

ensayo.  Usando el protocolo descrito en el kit utilizado, se cuantificaron mg/prl

de   glucosa.   10   prl   de   una   diluci6n   1:5   del   extracto   de   semillas   fueron

38



mezclados  con  100  Ill  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 tecnico y biol6gico.

2.15 Analisis de microscoDia confocal. eDifluorescente v Nomarski

Se    utiliz6    un    microscopio   invertido    Olympus    lx71.    Las   imagenes    de

transmisi6n fueron analizadas con microscopia  Nomarski  (DP20 y DP60).  La

microscopia confocal  se realiz6 utilizando  un equipo  Olympus espectral  Fluo

View   1000,   contando   con   los   siguientes   LASERs:   diodo   de   405   nm,

multilinea de Arg6n  (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 estadist-loo 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  compar6  entre  mas  de dos  muestras.  Se  utiliz6  siempre  una

prueba  de  un  factor.  En  los  casos  que  se  compar6  entre  dos  muestras  se

utiliz6  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     CaDitulo  I:  EPSILON-ADR   en  la  c6Iula veactal  v su  posible  DaDel

en desarrollo v divisi6n celula_r_

Dado que los perfiles de expresi6n genica y la acumulaci6n de proteinas, asf

como  su  ubicaci6n  subcelu[ar y distribuci6n  i.n p/an fa,  son  herramientas que

entregan informaci6n util para generar una hip6tesis acerca de las funciones

de   una   determinada   proteina.   En   esfa   tesis   se   uti[iz6   es fa   estrategia

experimenfal para obtener informaci6n relevante acerca de EPSILON-ADR.

3.1.1    EI transcrito de EPSILON-ADR se encuentra enriquecido en

silicuas y cultivos de c6Iulas en suspensi6n

Mediante ensayos de  PCR cuantitativo,  se construy6  un  perfil  de expresi6n,

determinando  la  abundancia  relativa  de  transcritos  de  EPS/LOIV-ADR  en

distintos tejidos y estados de desarrollo de la plantas.  (Figura 3),  Ce[ulas en

suspensi6n  y  silicuas  son  los  tejidos  que  acumulan   mayores  niveles  de

transcrito de EPS/LOIV-ADR.  La menor acumulaci6n de transcrito se observa

en flores,  hojas y tallos.  Este  perfil  de expresi6n sugiere que los tejidos  con

mayor tasa  de divisi6n  celular acumulan  a]tas concentraciones del transcrito

del gen en estudio.
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Figura   3.   EPS/LOIV-ADR   se   expresa   mayoritariamente   en   cu]tivos   de   c6[ulas   en
suspensi6n  y  silicuas.  Niveles  relativos  del  transcrito  de  EPS/LOIV-ADR  determinados  por
PCR cuantitativo. Se compar6 contra plantulas de 7 dias (SD), utilizando actina 2 como gen de
referencia.  CS, celulas en suspensi6n; SD,  plantu]as de 7 dias;  RO,  raices;  LE,  hojas;  SH, tallo;
FL,  flores;  Sl,  si[icuas.  Experimento  realizado en triplicado  biol6gico y tecnico.,  Se muestra  un
experimento representativo de una muestra biol6gica en sus respectivas replicas tecnicas.  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   EI ciclo celular regula la expresi6n de EPSILON-ADR en plantas

Existen estimulos medioambientales y hormonas que son capaces de inducir la

divisi6n celular en plantas.  Con estos antecedentes analizamos si  citoquinina y

sacarosa pueden regular la expresi6n de este gen, ya que se ha reportado que

ambas  sustancias  inducen  divisi6n  celular  en  plantas  (Polit y  cols.  2003).  Las

plantas tratadas  con  100  nM  de  tras-zeatina  (citoquinina  end6gena)  muestran

inducci6n   del   transcrito   de   EPS/LOIV-ADR   a   los   30   min.   de   tratamiento,

alcanzando su maximo a los 60 min. A las 2 h, sin embargo, la expresi6n decae

a niveles comparables con el  control sin tratamiento (Figura 4A), sugiriendo que

EPS/LOIV-ADR  es  activado  en  Ia  respuesta  temprana  a  citoquinina.   Como
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control  de la  inducci6n  por citoquinina,  analizamos  la  abundancia  del  transcrito

de  ARR7  (Lee  y  cols.  2007),  un  receptor  de  respuesta  a  citoquinina,  cuya

transcripci6n   es   activada  tempranamente   en   tratamientos   con   la   hormona

(Figura  48).  Paralelamente,  plantas  tratadas  con  sacarosa  0,  30  y  130  mM

durante  24  h,  mostraron  inducci6n  del  EPS/LOIV-ADR y  de  genes  de  divisi6n

celular  como  C/CL/IVA-87    I(Ito  2000)  Figura  4C  y  D]  de  una  manera  dosis

dependiente.  Estos  resultados  muestran  que  EPS/LOIV-ADR  es  inducido  por

compuestos que promueven la divisi6n celular en plantas.

Paralelamente,  para relacionar a nuestro gen en estudio y su expresi6n 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 (lto y cols.1998),  lo que sugiere que el  promotor de este gen estaria

siendo activado durante divisi6n celular (Figura 5A).
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Figura  4.  EPS/LOIV-ADR  es  inducido   por  citoquinina  y  sacarosa.   Niveles  relativos  de
transcritos de EPS/LOIV-ADR (A) y ARR7 (8) determinados por PCR cuantitativo.  Se compar6
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
replica  biol6gica  con  su  respectiva  replica  tecnica  y  el  error  estandar.   Niveles  relativos  de
transcritos  de  EPS/LOIV-ADR  (C)  y  CICLINA  81   (D),  determinados  por  PCR  cuantitativo  en
plantas  pretratadas  por 24  horas  sin  sacarosa,  con  30  6  130  mM  de  sacarosa.  Se  compar6
contra plantas tratadas con 30 mM de sacarosa. Las barras representan la media de una replica
biol6gica con su  respectiva replica tecnica y el  error estandar.  Se utiliz6 actina 2  como gen de
referencia  en  ambos  experimentos.  Experimentos  realizados  en  triplicado  biol6gico  y tecnico.
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
a tiempo 0 (A y 8) y 30 mM de sacarosa (C y D)

Estos  resultados  de  expresi6n  y  analisis  de  elementos  CIS  nos  sugieren  la

inducci6n  de  la  expresi6n  de  EPS/LOIV-ADR  durante  la  divisi6n  celular.  Para

abordar   esta   hip6tesis,    utilizamos   cultivos   de   c6Iulas   en   suspensi6n   de

Arab/.Oaps/.s ffta//.ar}a, y llevamos acabo la sincronizaci6n 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 58, se muestran los niveles de expresi6n

relativos  de  los  genes  KIVOLLE [marcador transcripcional  de  fase  M,  (Haga y

cols.  2007)],  H4  [H/STOM  4,  marcador  transcripcional  de  fase  S,  (Zhang  y

cols.   2005)I   y   el   perfil   de  expresi6n   relativo   de  EPS/LOIV-ADR  durante   la

progresi6n  del  ciclo  celular.  EPS/LOIV-ADR  presenta  un  maximo  de  expresi6n

que  coincide  con  el  marcador  transcripcional  de  fase  M,  KNOLLE.  Asimismo,

Ios   mas   bajos   niveles  de  la  expresi6n  de  gen   coinciden   con  el   marcador

transcripcional de fase S (Figura 58).

Estos   resultados  junto  con  la   presencia  de  elementos  GIS   activadores  de

mitosis (Figura 5A), asi como la inducci6n con citoquinina y sacarosa (Figura 4),

son  evidencias que asocian la expresi6n  del  gen  que  codifica  para  la  proteina

EPSILON-ADR con el proceso de divisi6n celular en Arabidopsis.

Figura  5  (Pagina  siguiente).  Expresi6n  de  EPS/Lorv-ADR es  regulada  durante  el  ciclo
celular. A. Secuencia rio arriba del cod6n de inicio de EPS/LOIV-ADR,  presenta elementos en
CIS,  comunes en genes que son expresados durante divisi6n celular. Arriba,  elementos MSA
(mitosis  specific  activator)   presentes   en   el   promotor  de   Ciclina   81;1,   descrito   por   lto  y
colaboradores (2001),  abajo,  putativa secuencia promotora de EPS/LOIV-ADR.  8.  Celulas en
suspensi6n  de  rapida  divisi6n  fueron  utilizadas  para  sincronizar  ciclo  celular.  Las  celulas  se
trataron  por  21,5   h  con   5   uM   de  afidicolina.   Se  recolectaron  muestras  cada  2   h   post
tratamiento.  Como  marcadores transcripcionales de  la  progresi6n  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    biol6gico    y    tecnico.    Se    presenta    un    grafico
representativo  de  una  muestra  biol6gica  con  sus  respectivas  replicas  t6cnicas.  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   Diserio.  obtenci6n v esDecificidad de anticuerDos Doliclonales.

Para  determinar  la  localizaci6n  subcelular  de   EPSILON-ADR  en   plantas  se

disefiaron y obtuvieron anticuerpos policlonales en conejo a partir de un p6ptido

de   14  aminoacidos  (Figura  2).   El   anticuerpo  fue  purificado  desde  el   suero

inmune   utilizando   cromatografia   de   afinidad,   uniendo   el   p6ptido.      Para   la

caracterizaci6n  de  los  anticuerpos  se  us6  expresi6n  heter6Ioga  de  la  proteina

EPSILON-ADR  en  E.  co//. utilizando  un  sistema  inducible  por  IPTG  (Figura  6).

Como observamos en  la  Figura 6,  solo se visualiza la  proteina  EPSILON-ADR

en   extractos   proteicos   de   bacterias   crecidas   en   presencia   de   lpTG,   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 tlnica banda de aproximadamente  100  KDa,

tamafio   que   corresponde   al   predicho   para   EPSILON-ADR   de   Arab/.daps/.s

tha//.ana.  Con  este  experimento  ademas,  construimos  el  perfil  de  acumulaci6n

de la protefna EPSILON-ADR, determinandose presencia de 6sta en silicuas, lo

que  coincide  con  el  perfil  de  expresi6n,  que  muestra  la  mas  alta  acumulaci6n

del  transcrito  en  silicuas  (Figura  3).  Ademas se  observa  la  proteina  en  tejidos

como flores y plantulas y ausencia de 6sta en tallos y hojas maduras (Figura 3)
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Figura  6.   El   anticuerpo   po]iclona[  contra  anti-EPSILON-ADR  reconoce  a  la   proteina
expresada en  un sistema heter6Iogo.  EPSILON-ADR de Arab/.dapst.s fha/i.ana fue expresada
en bacterias utilizando un sistema heter6logo inducible por IPTG.  Las bacterias fueron inducidas
por  1,  2 y  3  horas.  El  western  blot utilizando anti  EPSILON-ADR  usando  una diluci6n  1:500  y
anticuerpo secundario anti Rabbit 1 :5000. n= 2

3.1.3.2  EPSILON-ADR  es  una  Droteina  Dresente  en  teiidos  con  alta  divisi6n

celular. asociada a membranas e insensible a BFA

Mediante   inmunoblot,   se   determin6   que   EPSILON-ADR   es   una   proteina

asociada  a  fracci6n  microsomal  (P100)  y  cuya  distribuci6n  no  es  alterada  en

presencia  de   BEA  (Figura  78).   Con   el   fin  de  ver  /.n  s/.fu  la  distribuci6n  de

EPSILON-ADR   en   raices   de   Arabidopsis,   realizamos   inmunolocalizaciones.

EPSILON-ADR  se  acumula  de  una  forma  punteada  y  cortical  en  c6lulas  en

divisi6n  (Figura  8)  y  mss  bien  homogeneamente  distribuida  por  la  celula  en

interfase.  Asimismo,  esta  serial  punteada  /.n  s/.fu  tampoco  se  ve  alterada  en

presencia  de  BFA  (Figura  9),  lo  que  coincide  con  los  resultados  obfenidos  por

lnmunoblot (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   distribuci6n   tejido   especifica,   esta
asociada  a  membranas y  su  distrjbuci6n  subce]u]ar es  insensible  a  BEA.  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.  Sl, silicuas.
Actina se us6 como control de carga. Anti-EPSILON-ADR se us6 a una diluci6n de 1:500 y anti
actina  a  una  diluci6n  de  1:200.   8.  Inmunob[ot  para  detectar  EPSILON-ADR  (la  diluci6n  de]
anticuerpo es de 1 :500) en proteinas obtenidas desde plantas tratadas con BFA 100uM por 1 h y
plantas controles.  Se obtuvieron fracciones microsomales crudas (P100) y fracciones solubles
(S100).  Como control  del tratamiento con  BFA se  us6  GNOM  (la diluci6n del  anticuerpo  es de
1:200),   el   que   se   acumula   en   P100   en   presencia   de   BFA.   Fracci6n   soluble  y   P100   se
controlaron  con  actina  (la  diluci6n  de]  anticuerpo  es de  1:200)  y  B[P  (la  di[uci6n  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 Arabi.dopsi.s
aha//.ana.  Inmunolocalizaciones en raices de Arabi.dapsi.s tha/i.ana.  A, Anticuerpo anti  EPSILON-
ADR.  8, Anticuerpo anti  KNOLLE.  C, Tinci6n nuclear con  DApl.  D.  Imagen combinada de A-C.
La barra representa 5um.  n=  10
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3.1.3.3  EPSILON-ADR  es  una  Droteina  acumulada  principalm_ente±±!n  caliDtra

lateral, eDidermis v corfeza clef ia_ices de Arabidopsis thaliana

Mediante  inmunolocalizaciones  en  raices,  quisimos  caracterizar  la  distribuci6n

tejido o c6lula especifica de  EPSILON-ADR.  La  Figura  10 muestra que  la serial

del anticuerpo anti  EPSILON-ADR no esta presente en todos los tipes celulares

de  la  raiz  primaria,  observandose  solamente  en  celulas  de  la  caliptra  lateral,

epidermis  y  corteza.   Estos   resultados  sugieren  que   EPSILON-ADR  es  una

proteine tejido especifico.

Figura 10.   EPSILON-ADR se distribuye preferencialmente en celulas de la caliptra lateral,
epidermis  y  corteza  en  raices  de  Arab/.daps/.s  lha//.ana.  Inmunolocalizaci6n  en  raices  de
Arab/.Oaps/.s  fha//.ana,  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 Lim.
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3.1.3.4  EPSILON-ADR  esta  asociada  a  oraanelos o  cuerpQ5s  intracelulares  n29

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  I(Haseloff y  cols.1997).  Figura  11A],

Golgi   [NAG  y  N-ST  (Reichardt  y  cols.   2007).   Figura   llB-C],  TGN  [Ai  y  KN

(Dhonukshe y cols.  2006).  Figura  11 D-E],  PVC y vacuola litica  [ALEU  (Feraru y

cols.  2010).  Figura  11F]  ni  endosomas  [SNX1  (Pourcher y cols.  2010),  GNOM-

BFA  (Geldner  y  cols.  2003)  y  ARA6  (Dhonukshe  y  cols.  2006;  Ueda  y  cols.

2001),  Figura  llG-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),  DApl en azul. A.  Reticulo endoplasmatico (KDL_GFP).  8 y C, Golgi (NAG y N-ST).
D y  E,  TGN  (Ai  y  KNOLLE)` F,  PVC  y/o vacuola litica (ALEU).  G-I,  endosomas (SNX1,  GNOM-
BFA y ARA6). Barras en A,  8,  D,  F, G e I representa 10 Hm y en C, E y H representan 5 Lim.  n=
3 plantas
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3.1.3.5   /.EPSILON-ADR forma Darte de un comDleio proteico en Dlantas?

Mediante  inmunoprecipitaci6n  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 precipitaci6n

tefiido  con  nitrato de  plata,  donde es posible distinguir una banda nitida de  alto

peso  molecular  en  el  carril  4  (sobre  200KDa)  EI  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

extracci6n,   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

uni6n  inespecifica de  proteinas a la  columna se descarta con  los controles del

carril  1  y  2  que  corresponden  a  resina  inerfe  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 inmunoblot de la fracci6n purificada.
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Figura  12.  Ensayo  de  inmuno  precipitaci6n  utilizando  anticuerpo  contra  EPSILON-ADR
muestra  una  banda de  alto  peso  molecular.   SDS-PAGE  para resolve'r las elusiones de  las
columnas  de  inmunoprecipitaci6n  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 Son  anticuerpo anti  EPSILON-ADR
acoplado, incubada con buffer de extracci6n de proteinas. 4.  Columna activada, con anticuerpo
anti EPSILON-ADR acoplado e incubado con proteinas totales de Arab/.dopst.s tha/i.ana.

3.1.4   Gen6tica   reversa   para   el   estudio   de .Ia   funci6n   Biol6gica   de

EPSILON-ADR en Arabidopsis thaliana

Mediante genetica reversa es posible acercarse a entender y dilucidar la funci6n

fisiol6gica de  un  gen en  la  planta  completa.  Tanto la  perdida  como  la ,ganancia

de funci6n y los fenotipos que estas modificaciones geneticas provocan en una

planta  entregan  informaci6n  clave  de los  procesos  celulares y/o fisiol6gicos en
+..

los que un g.en participa.

3.1.4.1   Caracterizaci6n  aenotiDica  v  fenotiDica  de  una  mutante  Knock-out  en

EPSILON-ADR

Se  han  aislados  3  mutantes  homocigotos  en  EPS/LOIV-ADR  (Tabla  5),  de  los

cuales eps7.3 presenta ausencia de transcrito y proteina (Figura  13A y a, Tabla

5). Al analizar fenotipicamente la mutante eps7.3 en heterocigocidad (eps7.3+'-),

se  observaron  silicuas  menos  alongadas  (Figura  14  A  y  D),  con  disminuci6n
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tanto  en  el  numero  de  embriones  (Figura  14  8 y  D)  y presencia de embriones

abortados (Figura 14 C y D).

Figura  13.  (Pagina siguiente).  Mutante epsl.3  homocigota  es  nu[a  para  [a  presencia de
transcrito y proteina, presenta defectos en e[ 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 (epsl .3) de 7 dias crecidas en MS suplementado con 1 %
de  sacarosa.  Se  amplific6  un  fragmento  de  500  pb  del  CDS  de  EPS/LOIV-ADR  (superior)  y
como  control  de  carga  se  amplific6  un  fragmento  de  200  pb  del  gen  actina  2  (inferior).  8.
Western blot que muestra la presencia de la proteina EPSILON-ADR en extractos de proteinas
totales   de   plantulas   silvestres   (Col-0)   y   mutantes   (epsl.3)   de   7   dias   crecidas   en   MS
suplementado con  10/o  de sacarosa.  Utilizando anti  EPSILON-ADR de Arab/.daps/.s ffra//.ana,  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).  E y F.
Plantas  de  10  dias  crecidas  en  30mM  de  sacarosa  (E)  y  ausencia  de  sacarosa  (F).  G  y  H.
Analisis 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 determin6 mediante analisis de t de student. p< 0,001
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Figura  14.  Mutante insercional  eps7.3+'- presenta defectos  en  silicuas y embriones.  A-C,
analisis cuantitativo de fenotipos en  silicuas en  mutantes epsl.3+'-:  largo de  silicuas (A),  n°  de
embriones por silicua (a) y embriones abortados (C).  n=6.  D, fotografias de silicuas de plantas
\/VT y mutantes heterocigotos.  Se analizaron silicuas maduras antes de la desecaci6n.  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   disminuci6n   de   tamafio,   es   decir,

rosetas  mas  pequefias  (Figura  15,  abajo),  perdida  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  Arab/.Oaps/.s  fha//.ana,  genera  defectos  a  nivel  de  desarrollo

embrionario y tamafio de 6rganos, lo que puede asociarse a procesos celulares

como  division  o  elongaci6n  celular,  asi  como  tambi6n,  a  diferenciaci6n  celular

(presencia o ausencia de tipos celulares y/o ntlmero de celulas)

Finalmente     hemos     observado,     que    esta     mutante     presenta    defectos

exacerbados  de  disminuci6n  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 acumulaci6n  de azdcares

en las semillas, se midi6 el contenido total de glucosa en semillas y se compar6

dicho   contenido   entre   plantas   Col-0   y   aps7.3   homocigotas.   La   Figura   16

muestra que  aps7.3 presenta menor contenido  de glucosa total  sugiriendo que

estas  mutantes  presentan  un  defecto  en  el  almacenamiento  de  carbohidratos

durante   embriog6nesis   y/o   durante   la   desecaci6n   del    embri6n    maduro,

sugiriendo que esta caracteristica en la mutante seria un potencial  responsable

directo   o   indirecto   de   los   defectos   en   la   germinaci6n   y   el   crecimiento

observados en esta planta.
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Figura  15.  eps7.3  homocigota,  presenta  reducci6n  en  el  tamafio  de  6rganos  a6reos.
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 Arab/-dapsJ.s tha/;ana Col-0 y aps7.3
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
aps7.3.  Contenido total  de glucosa fue  estimado  usando  absorbancia de  340nm.    Las barras
representan el promedio de tres replicas biol6gicas con su respectivo error estandar. Se rea[iz6
analisis estadistico t student (p<0,01 ), confirmando diferencias estadisticamente significativas.

3.1.5   EPSILON-ADR  esta  conservado   entre  plantas  y  veriebrados  en

secuenc.Iasypos-Iblefunc.16n.

Buscamos las posibles secuencias ort6logas a EPS/LOIV-ADR en los genomas

disponibles en las bases de dates pdblicas. S6lo encontramos estas secuencias

en los genomas de vertebrados y ausencia en modelos como  S.  cerev/.s/.ae,  D.

me/ar]ogasfer y  C.   e/egans.  Ademas  buscando  en  los  genomas  de  plantas

secuenciados  y   disponibles   pdblicamente,   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  analisis filogenetico de EPSILON-ADR en distintos sistemas eucariontes.

Como  outgroup  se  us6  GAMMA-ADR  de  distintos  sistemas  eucariontes.   Un
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segundo  analisis  fue  buscar  en  los  putativos  promotores  de  los  ort6logos  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 transcripci6n tipo MY82,  similar

al presente en ameba.

Estos   resultados  sugieren   una   posible   conservaci6n  de  funci6n   durante   la

divisi6n celular de esta adaptina en sisfemas tan diversos como peces y algas

(Tabla 6).
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3.2    CaDitulo 11: GAIVINIA-ADRs v su rol biol6aico en Dlantas

3.2.1    Plantas RNAi contra GANINIA-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  transg6nicas  con  niveles  disminuidos  de  expresi6n  de  las

tres  GAMMA-ADRs  (Figura  18A).  Analisis  de  PCR  semi  cuantitativo  muestran

que  GAMMAl-ADR  y  GAMMAIll-ADR  son  los  transcritos  mas  afectados  por la

construcci6n de RNAi (Figura  18A).

3.2.2   GANINIA-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  6rganos  y  de  la  planta  completa  (Figura  19A-C)  A  su  vez,  estas  plantas

mostraron  p6rdida  de la  dominancia  radicular,  es  decir,  aparici6n  temprana  de

raices laterales,  acompafiado con  la disminuci6n del tamafio de la raiz primaria

(Figura  19A y 20).

Paralelamente    hemos    aislado    y    caracferizado    genotipicamente    plantas

mutantes  nulas para cada uno de los tres loci  de  GAMMA-ADRs (Tabla 5).    El

analisis fenotipico de una de las mutantes nulas para GAMMAIIl-ADR (gamm3-
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6,  Figura  188 y 208)  mostr6 aumento en el  ntlmero de raices laterales al  igual

que  la  mutantes  RNAi   (Figura  20).   Este  fenotipo  coincide  con  la  dramatica

disminuci6n  de  GAMMA///-ADR en  las  mutantes  RNAi  (Figura  18A)  y ausencia

total del transcrito para GAMMAlll en la mutante nula gam3-6 (Figura 188)
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3.2.3   GA:"A-AIDF`s participarl'an en el trafico de la prcteina VINol:LE en

raices de Arabidopsis thaliana

A  nivel  celular  esta  descrito  por el  grupo  de  Hwang  (Song  y  cols.  2006),  que

GAMMAl-ADR  participaria en el  transporte  hacia la vacuola.  Este  antecedente

nos  llev6  a  mirar  el  trafico  de  la  proteina  KNOLLE,  la  cual  es  transportada

desde   TGN   a   la  vacuola   via   MVB,   una   vez  terminada   la   divisi6n   celular

(Reichardt  y  cols.   2007).   En  dos  lineas  independientes  de  mutantes   RNAi

estimamos   cualitativamente   que   KNOLLE   esta   mayormente   acumulada   en

c6lulas  post  divisi6n  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

GAMMAlll  estaria  participando  en  el  tfafico  de  KNOLLE  hacia  la  vacuola  una

vez finaljzada ]a divisi6n ce[ular.
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Figura 21. Disminuci6n o ausencia de GAMMA-ADRs en plantas genera posibles defectos
en  el  tfafico  hacia  la  vacuola.   Proteina  KNOLLE  se  sobre  acumula  en  mutantes  contra
GAMMA-ADR.  A-C.  Inmunolocalizaciones  contra  KNOLLE  en  celulas  de  la  raiz,  en  plantas
pretratadas con  BFA  100uM  por  1  h  n=  6.  Plantas Col-0  (A)  y  mutantes  RNAi  3A7b  (a),  3E6t
(C).  D.  Inmunoblot detecta mayor acumulaci6n de KNOLLE en mutante gamm3-6 n= 2. Barra de
tamaho representa 10 Hm.

3.2.4   Gammal-ADR se distribuye punteadamente en c6lulas de la raiz de

Arabidopsis

Para    analizar   la   distribuci6n    subcelular   de    GAMMA-ADRs,    disefiamos   y

caracterizamos  un  anticuerpo  policlonal  capaz  de  reconocer  las  tres  proteinas

simultaneamente,   sin   embargo   este   anticuerpo   result6   presentar   una   baja
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especificidad, reconociendo un sin ndmero de proteinas.  Por lo cual tomamos la

estrategia de obtener plantas transgenicas con GAMMA-ADR fusionadas con la

proteina   GFP   bajo   un   promotor   constitutivo.   AI   analizar   las   plantas   para

GAMMAl-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  228  se  muestra  el   patr6n  de  distribuci6n   de  GAMMAl.   Este   patr6n

punteado   y   homog6neamente   distribuido   en   celulas   de   la   raiz.   Ademas,

determinamos que este patr6n punteado no cambia en plantas pretratadas con

BFA,  sugiriendo  que  la  distribuci6n  de  GAMMAl-ADR  es  insensible  a  BFA  al

igual que el patr6n de EPSILON-ADR.
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4   Discusi6n

4.1     La funci6n_b_io[6aica de EPSILON-ADR est6 asociada al ciclo celular

Durante este  estudio  se  abord6  el  posible  rol  de  EPSILON-ADR  en  la  divisi6n

celular en plantas.  Fuimos capaces de mostrar,  mediante analisis de expresi6n,

durante  la   progresi6n   de   ciclo   celular,   que   EPS/LOIV-ADR  de  Arab/.daps/.s

aha//.ar]a es regulado durante este proceso, alcanzando el maximo de expresi6n

a  las  ocho  horas  de la  progresi6n  del  ciclo  celular,  tiempo  que  coincide  con  el

maximo  indice de mitosis  reportado en varios trabajos que utilizan esta  misma

tecnica para sincronizar el  ciclo celular en cultivos de celulas en suspensi6n de

plantas  (lto  y  cols.  1998;  Zhang  y  cols.  2005),  Adicionalmente,  esfe  maximo

coincide con el  peak de expresi6n de genes caracterizados como exclusivos de

la   divisi6n   celular   como   KIVOLLE   (Haga   y   cols.   2007).    Este   gen   posee

elementos   MSA   en   su   secuencia   promotora   al   igual   que   EPS/LOIV-ADR.

Interesantemente,   durante   la   progresi6n   del   ciclo   celular   los   minimos   de

expresi6n  de  EPSILON-ADR  son  al  tiempo  cero  y  luego  a  las  24  h.   Estos

tiempos  coinciden  con  los  que  se  registran  en  el  proceso  de  sintesis  de ADN

(Ito  y  cols.1997)  Estos  resultados  nos  sugieren  que  EPS/LOIV-ADR tiene  un

perfil   de   expresi6n   durante   el   ciclo   celular,   caracterizado   por   la   represi6n

durante  la  fase  de  sintesis  de  ADN   e   inducido   alcanzando  el   maximo  de
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expresi6n en la fase de mitosis [a las 8 h.  post tratamiento con afidicolina  (Ito y

cols.1997)].

Paralelamente,  quisimos  determinar  si  la  transcripci6n  de  EPS/LOIV-ADR  era

regulada por inductores de divisi6n 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 detenci6n de

la progresi6n del ciclo celular en fase G1,  por lo que es un compuesto esencial

para la  correcta progresi6n del  ciclo  celular (Hirano y cols.  2008;  Hirano y cols.

2011).  Ademas,  se  ha  demostrado  que  en  meristemas  la  concentraci6n  de

glucosa es alta  (Borisjuk  1998),  sugiriendo  que este  compuesto  es  necesarios

para la proliferaci6n celular.

Citoquinina  es  una  hormona  vegetal  sintetizada  en  los  meristemas  capaz  de

jnducir    la    divisi6n    celular   en    plantas,    asi    como    tambien    promueve    la

diferenciaci6n  celular en  algunos tejidos.  Nuestros  resultados  demuestran  que

tanto   citoquinina   como   sacarosa   son   capaces   de   inducir  la   expresi6n   de

EPS/LOIV-ADR y  de  genes  activados  durante  division  celular  como  CYCB1;1

(lto  2000).  Todos estos  antecedentes son fuerte  evidencias de que  EPS/LOIV-

ADR es inducido durante divisi6n celular en plantas.

Se ha demostrado que durante el proceso de division celular en plantas hay una

alta tasa  de  sfntesis  de  novo  de  protefnas  (Reichardt y cols.  2007)  que van  a

permitir la formaci6n 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

75



proteinas    de     la    maquinaria    de    trafico    vesicular    y    del     sistema    de

endomembranas son altamente requeridas durante este proceso celular.

El  2001,  el  grupo  de  Bonifacino  (Boehm y  Bonifacino  2001)  realiz6  un  analisis

filogen6tico respecto de la conservaci6n de proteinas Adaptinas en los sistemas

eucariontes.   En  ese  entonces,   report6  que  AP-4  estaba  s6lo   presente  en

plantas y mamiferos.  Sin embargo,  hoy existe gran cantidad de informaci6n de

genomas,  lo que nos IIev6 a realizar nuevos analisis filogen6ticos.  La  Figura  17

muestra  un  analisis  filogen6tico donde  se  agrupan  GAMMAI-ADR  y  EPSILON-

ADR    desde    levaduras    a   mamiferos.    Interesantemente,    a    diferencia    de

GAMMAl-ADR  que  se  encuentra  presente  en  todos  los  sistemas,  EPSILON-

ADR s6lo esta presente en vertebrados y plantas, lo que sugiere que esfe tipo

de  proteinas  debe  cumplir  una  funci6n  necesaria  en  sistemas  superiores  y

complejos.

Asimismo,  se analiz6 la presencia de elementos CIS tipo MSA (Ito y cols.1998)

en las secuencias promotoras de los putativos ort6Iogos 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    verfebrados,    EPS/loIV-ADR    estaria    siendo    regulada

positivamente  durante  la  divisi6n  celular,  lo  que  apoya  la  idea  de  que  esta

proteina participaria en un proceso celular altamente regulado.   Estos datos son

interesantes  y  proponen  una  hip6tesis  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 ort6Iogos de Epsilon adaptina funcionan activados durante la

divisi6n celular en otros sistemas, abordando la posible conservaci6n de funci6n

biol6gica de esta proteina.

4.2    ujiveles    de    transcrito    y    Drotelna    de    EPSILON-ADR,   _§uqleren

mecanismos moleculares de reaulaci6n tejido esDecifico._

Especificamente en mamiferos ha si  probado recientemente que AP-4 participa

en  el  trafico  de  proteinas  precursoras  de  P-amilodes  en  el  sistema  nervioso

central  (Paolini  y  cols.  2011),  mostrandose  entonces  que  este  complejo  tiene

una  determinada  funci6n  en  un  tejido  especifico.  Por  otro  lado,  en  neuronas

tambien 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    expresi6n    de    EPS/LOIV-ADR,    componente    del    putativo

complejo  AP-4  de  Arab/.daps/.s  aha//.ana.  Este  gen  presenta  alta  expresi6n  en

silicuas   (Figura   3),   6rganos   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 aps7.3) las

silicuas sufren defectos en su elongaci6n,  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  6sta  en  silicuas  (Figura  7).  Sin  embargo,  en  6rganos

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

acumulaci6n de azucares para procesos posteriores, como la fecundaci6n 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 raz6n  los niveles de su

transcrito no son  correlacionables con los niveles de proteinas encontrados en

ellas.  Ejemplos  de  proteinas  o  moleculas estables o  acumuladas en  flores y/o

gametos podrian estar relacionados con la fecundaci6n misma, ya que tanto el

polen   como   los  6rganos   reproductores  femeninos   sufren   severos   cambios

estructurales  al  iniciarse  la  fecundaci6n  por lo  que  dichos  tejidos  deben  estar

preparados  molecular y  metab6licamente  para  hacer frente  a  estos  procesos

(Higashiyama 2011 ).

4.3    La    distribuci6n    de    EPSILON-ADR    suaiere    un    comDartimiento

subcelular no delinido en tejidos esDecificos de la raiz

Una   de   las   formas   de   acercarse   a   la   determinaci6n   de   funci6n,    rol   o

participaci6n de una proteina en un  determinado  proceso celular,  es el  estudio
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de    su    distribuci6n    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 interacci6n  proteina-proteina

directamenfe a una GTpasa pequefia ubicada en la membrana del TGN (Hirst y

cols.   1999).   El  estudio  de  EPSILON-ADR  a  nivel  de  proteina  fue  abordado

mediante   la   utilizaci6n   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

sefialar  que  a   diferencia   de  las   c6Iulas   animales,   la   celula   vegetal   es   un

complejo sistema que esta rodeada por una pared celular que le da firmeza a la

c6lula  y  a  la   planta  completa  y  protege  a  la  celula  del   medio  extracelular

(Liepman y cols. 2010). Ademas,  posee un gran ndmero de aparatos de Golgi,

dictiosomas,  que  se  distribuyen  homog6neamente  por  todo  el  citoplasma.   El

reticulo  endoplasmatico  es  de  distribuci6n  cortical  y,   en  vez  de  lisosomas,

posee  vacuolas  liticas  y  de  almacenamiento  (Foresti  y  Denecke  2008).  Estas

diferencias  hacen  compleja  Ia  determinaci6n  de  un  compartimiento  subcelular

en la celula vegetal.  Debido a esto,  existe un gran ndmero 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  comportamientos  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

distribuci6n espacial dentro de la planta completa o de 6rganos, como raices, va

a  ayudar  a  entender  los  procesos  celulares  y  fisiol6gicos  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   desarrollo   de   este   6rgano.   Las   c6lulas   del   cortex  o   corteza   son

relevantes  para  la  regulaci6n  de  la  respuesta  gravitr6pica en  plantas debido  a

que  en  este  tipo  celular  se  provoca  una  relocalizaci6n  de  transportadores  de

Auxina (PIN2),  proceso que es esencial para esta respuesta tr6pica (Rahman y

cols.  2010).  Las  celulas  de  la epidermis,  presentan  la  particularidad  de  regular

por  posici6n  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 comtln ser tejidos

externos  que  sensan,  secretan  y  participan  en  respuestas  fisiol6gicas  de  la

planta como  gravitropismo.
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4.4    £EPSILON-ADR es Darfe de un comDlelo I)roteico enelantas|

Como se sefial6  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

inmunoprecipit6 Ia 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

resultado   sugiere   que   EPSILON-ADR   podria   formar   parte   de   un   complejo

proteico,  sin  embargo  nuestros resultados no  nos  permiten  descartar que  bajo

nuestras  condiciones  experimentales,  Ia  proteina  en  estudio  forme  agregados

que migran a un alto peso molecular en una electroforesis o que se trate de otro

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    d?   Arab/.daps/.s   aha//.ana.

Recientemente el grupo de Friml  (Zwiewka y cols.  2011) ha demostrado que el

complejo AP-3  en  plantas  es  capaz de coprecipitar sugiriendo  su formaci6n  /.r}

v/.vo.   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    E±SILON-ADR   v   su   DarticiDacl6n   lrmidesarrollo   embrionafls±|L

gxpc.lmiento de raic_e5±

Una segunda estrategia para entender y dilucidar la funci6n celular y fisiol6gica

de una proteina, es mediante genetica reversa, es decir buscar mutantes nulas

y/o knock dovm en el gen de intetes.  EI analisis 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-dovm,  es  decir,  tienen  disminuida  la

expresi6n del  gen de interes.  Sin embargo,  el transcrito y su  producto proteico

estan   presentes  en   la   planta.  Ambas   mutantes  Knock-down   no   presentan

fenotipos  macrosc6picos,   sin  embargo  una  tercera  mutante  que  es  nula  o

Knock-out  para  transcrito  y  producto  proteico  de  EPS/LOIV-ADR  (Figura  13),

presenta  fenotipos  en  desarrollo  embrionario  y  desarrollo  de  6rganos  como

raices,  rosetas  y  tallos.  En  heterocigocidad,  esta  mutante  presenta  defectos

durante  el  desarrollo  embrionario,  aborto  de  embriones  y  disminuci6n  en  el

largo   de   silicuas   y   ndmero   de   embriones,   estos   defectos   sugieren   que

EPSILON-ADR  es  una  proteina  relevante durante el  desarrollo  embrionario  en

plantas y que la  ausencia o disminuci6n de esta durante este  proceso genera

letalidad  embrionaria  o  disminuci6n  en  la  sobrevida del  embri6n,  Io  que  puede

ser producto de defectos en el correcto desarrollo de gametos.

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

elongaci6n   del   tubo   polinico,   Ia   celula   debe   destinar   gran   parte   de   su
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maquinaria  a  la  sintesis  de  membrana  y  pared  celular  asi  como  tambien  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  almacenamiento  y  azdcares

(Makela  y  cols.  2005)  que  facilitan  tanto  la fecundaci6n  como  el  desarrollo  del

embri6n  y  finalmente  afectan  la  germinaci6n  de  las  semillas  y  el  desarrollo

durante los primeros dias de la plantula, cuando su capacidad fotosintetica esta

en  desarrollo  (Angeles-Nunez y Tiessen  2010;  Fallahi  y  cols.  2008).  aps7.3,  la

mutante  nula  para  transcrito  y  producto  proteico  de  EPSILON-ADR,  presenta

defectos   en   el   desarrollo   temprano   de   plantulas   cuando   se   germinan   en

ausencia  de  sacarosa  Figura  13G-H),  sugiriendo  que  presenta  defectos  en  el

almacenamiento  de  azdcares.  Para  comprobar  esta  hip6tesis  se  midieron  las

concentraciones  de  glucosa  total  en  semillas.  Estos  resultados  muestran  una

disminuci6n   significativa  de   la  cantidad   de  azdcares  so[ubles  totales  en   [a

mutante   aps7.3   respecto   de   semillas   silvestres   (Col-0),   sugiriendo   que   e[

defecto  en  el  crecimiento temprano  de  las  plantulas  en  ausencia  de  sacarosa

podria  deberse  a  la  disminuci6n  de  azdcares  en  las  semillas.   Este  defecto

podria tener su  origen  durante el  desarro]]o 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 pequefias (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   divisi6n   celular.   Se   ha

reportado  que  en  embriones  la  radicula  se  encuentra  en  fase  Gl   del  ciclo

celular (Yu y cols. 2003).  El hecho de que las raices de aps7.3,  en ausencia de

sacarosa, .no sean capaces de crecer normalmente,  sugiere que estas plantas

no  pueden  activar la  progresi6n  del  ciclo  celular debido  a defectos en  detectar

azdcares, ausencia de aztlcares o incapacidad de detectar citoquinina o ambas.

Tanto sacarosa como citoquinina son capaces de activar la progresi6n 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  embri6n impediria la entrada en divisi6n  celular de las celulas de

la raiz,  deteniendo el  crecimiento y desarrollo de este 6rgano.  Nosotros hemos

sido  capaces  de  determinar  que  EPS/LOIV-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

germinaci6n y regularia directa o indirectamente el contenido de azdcares en e]

embri6n.   La  activaci6n  de  la  expresi6n  de  EPS/LOIV-ADR  participaria  en  un

proceso  de  feedback  positivo,   donde  los  carbohidratos  almacenados  en  el

embri6n  serian  necesarios para inducir o  activar la  progresi6n del  ciclo  celular

mediante  la  activaci6n  transcripcional  de  genes  necesarios  en  este  proceso

celular, entre ellos EPSILON-ADR (Figura 23)

Por otro  lado,  estas mutantes  presentan  una p6rdida de dominancia  apical  del

tallo,  es decir,  pobre desarrollo vegetativo  (rosetas pequefias) y aumento en el

ndmero    de    inflorescencias.     Este    fenotipo    podria    ser    un     mecanismo
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compensatorio  que  permitiria  que  estas  plantas tengan  un  ndmero  de  silicuas

suficientes que les permitan preservarse hasta una pr6xima generaci6n.

Dado   que   nuestros   resultados   muestran   asociaci6n   de   EPSILON-ADR   a

membranas,    no    es    extrafio    pensar    que    forme    parte    del    sistema    de

endomembranas y que participe en procesos de secreci6n y/o endocitosis y  en

el  almacenamiento de aztlcares y proteinas.  Lo interesante es que ademas de

participar en estos procesos,  nuestros resultados  asocian a esta proteina y su

transcrito  a  la  divisi6n  celular  (Figura  23).  Especulando  a  partir  de  nuestros

resultados  podemos  inferir  o  generar  hip6tesis  acerca  de  que  EPSILON-ADR

participaria  en  procesos  celulares vitales  para  el  desarrollo  embrionario,  como

son almacenamiento de azucares y divisi6n celular.
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Figura 23. Esquena de los posibles mecanismos moleculares y fisiol6gicos en  los que
EPSILONADR participaria en plantas. A  EPSILONADR es inducido por sacarosa, a su vez,
Ios  aztlcares  activan   la   progresi6n   del   ciclo  celular,   induciendo  divisi6n   celular.   8.   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  gametogenesis  hasta  la  semilla  en  latencia,  los  que  son  utilizados  en  las  primeras
etapas de la germinaci6n, donde la planta emergente ro es fotosintdicamente activa.

4.6    94ENNIA-ADR  DarticlDaria ®n  ®1  desarro!!o|/ Crcoimi®nto  d® 6m£Es2S

en Dlanfe

Para   entender  la   implicancia   biol6gica   de   las   proteinas   GAMMA-ADRs   en

plantas,   nos   propusimos   realizar   estudios   de   genetica   reversa,   es   decir

caracterizar  mutantes  nulas  y/o /(;Hock dowr}  para  los tres loci  presentes en  el

genoma   de   Arab/.daps/.s   aha//.ana   ITabla   5).    Paralelamente,   disefiamos   y
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construimos  plantas transgenicas que nos  permitieran  realizar la  estrategia  de

ARN  interferencia (RNAi)  para silenciar o reducir la expresi6n de los tres genes

simultaneamente.  Esta  tlltima  estrategia  se  planific6  dado  que  en  plantas  es

habitual  que la  ausencia de  un  gen  de  una familia g6nica sea  suplida  por otro

gen de esa familia (Gruis y cols.  2002),  impidiendo visualizar fenotipos que nos

den  luces  de  la  funci6n  de  ese  gen  en  particular.  Asi  esta  estrategia  nos

permiti6   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  genetica  reversa  hemos  vista  que  la  ausencia  o  disminuci6n  de  la

expresi6n  de  GAMMA-ADR causa disminuci6n  en el tamafio de 6rganos como

rosetas y tallos. La elongaci6n y divisi6n 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

desarrollo  de  raices  laterales.  Este  fenotipo  nos  permite  inferir  que  GAMMA-

ADRs  podrian  participar en dos  proceso que  regulan  el  desarrollo de este tipo

de  6rganos:  trafico  vesicular en  las  celulas  que  se  reprograman  para  generar

primordios de raices  laterales o en  la divisi6n celular que permite la progresi6n

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 c6lulas del periciclo se reprograman  para
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entrar en divisi6n celular y generar las raices laterales (Malamy y Ben fey 1997).

Finalmente,   sabemos   que   el   desarrollo   de   raices   laterales   es   regulado

finamente   por   ciclo   celular,   y   comunicaci6n   cruzada   entre   las   hormonas

citoquinina  y  auxina  (Aloni  y  cols.  2006).  Este  ultimo  antecedente  nos  sugiere

que  el  aumento  en  el  ndmero  de  primordios  y  raices  laterales  en  nuestras

mutantes  puede  deberse  a   un   defecto  en   la  destinaci6n  de  receptores  o

transportadores  de  las  hormonas  implicadas  en  el  desarrollo  de  las  raices

laterales.

4.7    EI tfafico  de  KNOLLE  hacia  la dearadaciif en_en  vacuola  podria est!sEa±

m±jiadodirectaoindirectamenteDorGAM__MA-ADRsenArabidoR2sis

thaliana

A  nivel  celular  las  plantas  RNAi  mostraron  defectos  en  la  acumulaci6n  de  la

proteina  KNOLLE,  sugiriendo  que  GAMMA-ADRs  participarian  en  el  trafico  de

esta proteina.  Fuimos capaces de ver aumento de la acumulaci6n de  KNOLLE

en  c6lulas  post  mit6ticas  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   formaci6n   y   se   acumula

exclusivamente en  c6lulas en  divisi6n  (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   BEA   (Reichardt  y  cols.   2007).   Nuestros   resultados
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muestran  que  las  mutantes  RNAi  presentan  alta  acumulaci6n  de  KNOLLE  en

celulas post mit6ticas 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  GAMMAlll-ADR  (gamm3-6)  presenta  mayor

acumulaci6n de  KNOLLE,  sugiriendo que GAMMAIIl-ADR,  estaria implicada en

el trafico de KNOLLE hacia la vacuola para su degradaci6n. Sin embargo, estos

resultados  tambien  sugieren  la  existencia  de  una  ruta  alternativa  que  lleva  a

KNOLLE  hacia  la  vacuola,  debido  a  que  la  acumulaci6n  de  la  proteina  no  es

excesivamente   alta   sugiriendo   una   lenta   degradaci6n,   pero   no   nula.   Esta

conclusion  tiene  soporfe  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.

EIlos  proponen  que existe  una  ruta dependiente de  BFA donde  KNOLLE va  al

TGN o endosoma temprano y luego via MVB (cuerpos multi vesiculares) llega a

la  vacuola   para   su   degradaci6n   (Reichardt  y  cols.   2007).   La   otra   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  condici6n  (Reichardt  y  cols.  2007).  En  nuestras  mutantes

RNAi,  la  serial  de  KNOLLE y el  tamafio  de los  cuerpos  KNOLLE  positivos  son

mayores (Figura 21,  Figura 248), sugiriendo que la degradaci6n de KNOLLE en

la  vacuola  es  mas  lenta  cuando  el  transcrito  de  los  tres  GAMMA-ADRs  esta

disminuido.   Paralelamente   la   mutante   nula   para   GAMMAlll-ADR   presenta

mayor   cantidad   de   KNOLLE   (Figura   21)   aun   sin   tratamiento   con    BFA,
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sugiriendo   que   la   ausencia   de   esta   proteina   provoca   un   retardo   en   la

degradaci6n  o un  aumento  en  la sintesis de novo  de la  proteina.  Midiendo los

niveles  de   expresi6n   de  KIVOLLE  y  usando   cicloheximida   para   detener  la

sintesis   de  novo  de   proteinas,   podriamos   establecer  si   este   aumento   en

KNOLLE es por un retardo en la degradaci6n de KNOLLE especificamente.
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Figura 24. Esquema que representa las posibles rutas donde GAMMA-ADRs participarian
en el tfafico de KNOLLE. Tfafico de la proteina KNOLLE (flechas verdes) basado en el trabajo
de Reichardt y cols.  (2007).  Celula vegetal silvestre (A), celula de mutantes para GAMMA-ADRs
(a).  Barras blancas representan las rutas bloqueadas por BFA.  Cruces en rojo representan las
posibles   vias   donde   GAMMA-ADRs   participan.   En   el   tfafico   de   KNOLLE.   Flecha   blanca
representa  el  trafico  retr6grado  desde  GA  hacia  ER,  N,  ndcleo.  ER,  reticulo  endoplasmatico.
MVB,  cuerpos multivesiculares. V, vacuola. TGN,  red trans Golgi.  EE, endosoma temprano. GA,
aparato de Golgi. CP,  placa celular.
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4.8    GAMMAI-ADR  esta  asociada  a  estructuras  intrace_ILe±1±ares  en  c6Iulas.

de la raiz de Arabidopsis thaliana

Ha   sido   reportado   por   el   grupo   de   Hwang   (Song   y   cols.   2006)   que   en

protoplastos  transformados,   la  ubicaci6n  subcelular  de  GAMMAl-ADR  es  el

TGN   y   PVC   y   participaria   con   proteinas   EPSINAS   y  VSR   para   el   trafico

vesicular  a  la  vacuola  central  de  Ia  celula  vegetal.   Nosotros  utilizando  una

proteina de fusion con GFP bajo un promotor constitutivo (35S) fuimos capaces

de  mostrar  que  GAMMAl-ADR  posee  una  distribuci6n  punteada  dentro  de  las

celulas   de   la   punta   de   la   raiz,   lo   que   sugiere   asociaci6n   a   estructuras

intracelulares.  A  su  vez,  esta  distribuci6n  es  insensible  a  BFA y  no  colocaliza

con  KNOLLE,  (Figura  22).  Es  importante  destacar que  no  podemos  descartar

que   esta   distribuci6n   y   su   insensibilidad   a   BFA   sean   artefactos   de   la

sobreexpresi6n  del  gen,   es  decir,  Ia  alta  abundancia  de  la  proteina  puede

provocar agregados  de  proteinas  que se  muestren  como  un  patr6n  punteado

distribuido  homogeneamente  por la  c6lula  y que  por esta  distribuci6n  veamos

insensibilidad   a   BFA.   Sin   embargo,   existen   antecedentes  publicados   en   la

literatura que muestran que en plantas e]  complejo AP-3 tambien es insensible

a  BFA (Feraru y cols. 2010) y nosotros mostramos que  EPSILON-ADR (posible

componente  de AP-4)  serian  insensibles  a  BEA.  Estos  antecedentes  sugieren

que la distribuci6n de los APs en plantas podrian ser insensibles a esta droga, a

diferencia  de   lo  que  esta   reportado   para  animales  y  levaduras   (Boehm  y

Bonifacino  2002;   Simmen  y  cols.   2002).  Asimismo,   el   posible   artefacto   de
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GAMMAl-ADR,  no  colocalizarfa  con  KNOLLE,  debido  a  que  serian  agregados

citos6Iicos.  Para descartar el hecho de una posible agregaci6n citos6Iica por la

abundancia   ect6pica   de   la   proteina   sobreexpresada,   se   deberia   realizar

fraccionamiento  subcelular  y  determinar  que  esta   proteina   cofracciona   con

algtln    extracto    especifico    y    que    esta    distribuci6n    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

fusi6n 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  trafico  de

KNOLLE desde la placa celular hacia la vacuola en c6lulas post mit6ticas.
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5    Conclusiones

En   esta   tesis   doctoral   se   propuso   describir   y   caracterizar   las   funciones

biol6gicas  de  las  proteinas  tipo  Adaptinas  presentes  en  Arabi.dapsi.s  fha/t.ana.

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

sug.ieren que en Arabidopsis thalian.a:

a)   EPSILON-ADR se asocia a membranas intracelulares y a diferencia de lo

descrito  para  los  sistemas  animales,  nuestros  resultados  muestran  que

en plantas la distribuci6n celular de esta proteina es insensible a BFA;

b)   EPSILON-ADR tiene una distribuci6n preferentemente cortical en c6lulas

en     divisi6n     y     en     interfase    se     distribuye     por    toda     la     celula

homogeneamente.     Por     otro     lado,     GAMMAl-ADR     se     distribuye

homogeneamente en las celulas de la raiz.

c)   nuestros resultado sugieren que GAMMA-ADRs participarian en el trafico

de  KNOLLE  hacia la vacuola,  Io  que la  relacionaria a  un  proceso celular

como el trafico vesicular post mitosis (Figura 21);

d)   mediante  analisis de expresi6n  hemos  determinado  que  EPSILON-ADR

es     regulada     positivamente     por    sacarosa     y    citoquinina,     ambos

compuestos  capaces  de  inducir  division  celular  en  plantas,  sugiriendo
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que  esta  proteina  puede  ser  requerida  durante  este  proceso  celular,  Io

que  se  confirm6  midiendo  la  alta  expresi6n  de  EPS/LOIV-ADR  durante

mitosis en celulas en suspensi6n (Figura 4 y 5).

A nivel de planta completa podemos concluir que:

a)   ambas proteinas participan en el  crecimiento y desarrollo de 6rganos en

Arabidopsis thaliana.,

b)   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;

c)   la  ausencia  o  disminuci6n  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);

d)   EPSILON-ADR    esta    involucrado    en    el    desarrollo    embrionario    y

crecimiento de silicuas.  Este fenotipo se apoya en la alta acumulaci6n del

transcrito  y  la  presencia  de  proteina  en  esfe  tejido  vegetal  (Figura  3  y

7A).

Ademas,   es   importante   destacar   que   esta   tesis   gener6   herramientas

moleculares como  anticuerpos policlonales especificos  para  EPSILON-ADR

de   Arab/.dopsf.s   aha//.ana.   Ademas   generamos   plantas   transg6nicas   que

sobreexpresan   GAMMAl-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  tltiles  en  el  futuro  para  seguir  ahondando  en  el

estudio de estas proteinas en plantas y sus funciones celulares.
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