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|
|
|
y carifio me han dado los valores con los cuales me ‘
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Resumen

El sistema de endomembranas es un sistema intracelular conservado en la
divisién Eucariota que involucra a varios compartimientos subcelulares cuya funcioén es
la destinacién correcta de proteinas dentro de la célula. En plantas, este sistema es
esencial ya que es la base de muchos procesos fisioldgico lo cual limita su estudio
mediante genética clasica. Por estudios de gendmica quimica, se identificaron
compuestos llamados Sortins, los cuales alteran rutas del sistema de endomembranas
tanto en Saccharomyces cerevisiae como Arabidopsis thaliana. La mutante dfgl0 en
levadura es resistente a Sortin2 por lo que se ha postulado que DFG10 puede ser un
blanco molecular del compuesto. Segiin herramientas bioinformaticas, este gen posee 3
genes ortdlogos en Arabidopsis thaliana. Con el objeto de estudiar en plantas la funcion
de estos tres genes y sus productos génicos, en este trabajo se buscaron, identificaron y
caracterizaron mutantes insercionales en estos genes. Se obtuvieron mutantes con
inserciones que interrumpen dos de los genes, At2g16530 y At5gl6010. De ellas se
aislaron mutantes homocigotas insercionales que poseen interrumpidos los loci
correspondientes.

Estudios del fenotipo en mutantes homocigotas para cada uno de los loci
interrumpidos indicaron que hay diferencias significativas con respecto a plantas
silvestres en la longitud de la raiz primaria de 14 dias de cultivo y en la dotacién foliar
en la estructura de la roseta en plantas de 35 dias de cultivo. De esta manera se muestra

que las inserciones en estos genes causan alteraciones importantes en la morfologia y

vii




estructura de la planta. Sin embargo el curso temporal del proceso endocitico no se ve
afectado en estas lineas homocigotas con respecto a lo reportado en plantas silvestres.
Con este trabajo se han identificado mutantes de Arabidopsis en los genes
ortdlogos a DFG10 de levaduras, las que constituirian una herramienta importantisima
para dilucidar la funcién de los respectivos productos génicos, a nivel del organismo y a

nivel celular en cuanto a su participacion en el sistema de endomembranas.
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Abstract

Endomembrane system is an intracelular system conserved among the eucaryot
division that involves many subcellular compartments which function is the correct
protein targeting within the cell. In plants this system is essential because it regulates
many physiological processes; this characteristic feature has hampered classical
genetics studies of some molecular components of the system. By chemical genomics
strategy, the compounds called Sortins were found, which are able to alter
endomembrane system pathways of Saccharomyces cerevisiae as well as Arabidopsis
thaliana. The yeast mutant dfglQ is resistant to Sortin2, reason why it has been
postulated that it could be a molecular target of this compound. According with
bioinformatics tools, this gene has three orthalogs on Arabidopsis thaliana genome.
With the goal of studying the molecular function of these genes and their gen products in
this work we looked for, identified and characterized insertional mutants in these genes.
Mutants with insertion that interrupts two of the orthologs genes, At2gl6530 and
At5gl16010, were obtained. Among them, homozygous insertz'm;al mutants of the
corresponding loci were identified.

Studies of phenotypes of the homozygous mulants for each interrupted locus
showed statistical significant differences respect to wild type plants when analyzing to
the primary-root length of 14 day-old plants and also to the number of rosette leaves of
35 day-old plants. These results show that insertion in these gemes cause important
alterations in morphology and structure of the plant. However, the time course of the

endocytic process showed no differences on the homozygous insertion lines compared to

what is reported for wild type plant.
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This work has identified Arabidopsis mutants on Arabidopsis yeast-DIFGI0
orthologs genes, which will be very important fools to unravel function of the respective
gene products, at the organism level as well as the cellular level and their relationship

with the endomembrane system.




1.- Introduccion

1.1- Sistema de endomembranas

En todas las células los productos proteicos sintetizados en complejos
ribosomales deben ser trasladados a los lugares donde su funcidn sea requerida. Ademas,
en sistemas eucaridticos muchas proteinas, para que puedan ejercer su funcion, deben
deben ser procesadas en sitios especificos; algunas macromoléculas deben ser secretadas
al medio externo asi como otras deben ser internalizadas a la célula para cumplir su
funcién o eventualmente ser degradadas. Estas funciones son moduladas por un sistema
intracelular conservado en los eucariontes llamado sistema de endomembranas (SE).
Este sistema estd conformado cldsicamente por compartimientos subcelulares donde
ocurren procesos de sintesis y modificacion de macromoléculas [el reticulo
endoplasmatico (RE), el aparato de Golgi y la vacuola/lisosoma), y ademas por
organelos implicados en el trafico y distribucidn de proteinas fred trans-Golgi (TGN)],
intermediarios post - Golgi [los endosomas y el complejo prevacuolar (PVC)], y por la
membrana plasmatica (Nebenfiihr A., 2002; Foresti O. & Denecke J., 2008; Alberts B. y

col., 2008).

1.1.1- Especificidad y rutas del trafico vesicular

Los componentes del SE estan interconectados mediante el trafico de vesiculas
del tamafio de unas decenas de nandmetros, las que en general se forman por el
curvamiento progresivo inducido por proteinas accesorias y posterior estrangulamiento
de la membrana de un organelo en zonas especificas (Alberts B. y col., 2008). El

reconocimiento especifico del destino subcelular estd regulado principalmente por

1




proteinas que reconocen e identifican a las vesiculas segiin su origen y destino (Moreau
P. y col. 2007; Alberts B. y col., 2008). Esta destinacién del material proteico también
conlleva un flujo de material membranoso (lipidico); éste es un mecanismo que asegura
la existencia y mantenimiento de estos organelos en la célula (Carter C y col., 2004)

La especificidad en la destinacion subcelular se refleja en el establecimiento de
diferentes rutas esquematizadas en la figura 1 que muestran un alto grado de
conservacion entre diferentes modelos de estudio en eucariotes. Estas rutas presentan
nodos o intersecciones entre ellas y tienen la caracteristica de ser ciclicas, o sea existe un
flujo retrogrado que devuelve elementos pertenecientes al organelo de origen (Foresti O.
& Denecke J., 2008). En el sistema de endomembranas, una de las rutas es la ruta
secretoria en la cunal los productos proteicos sintetizados de movo son procesados en el
RE, luego son llevados al Aparato de Golgi donde las proteinas son modificadas.
Después se destinan al TGN y posteriormente son transportadas controlada y
selectivamente, mediante vesiculas, al compartimiento de destino, ya sea a componentes
del sistema de endomembranas, a la membrana plasmética o al espacio extracelular
(Alberts B. y col., 2008). Con respecto al trafico de proteinas a la vacuola se han
caracterizado rutas que siguen algunas proteinas proteoliticas vacuolares como la
carboxipeptidasa Y (CPY), llamada ruta CPY en levaduras (Bowers K. & Stevens T,
2005) o ssVSS en plantas (Jollifle N. y col., 2005) las que trafican a través del aparato
de Golgi, PVC, y finalmente son destinadas a vacuola (flechas rojas en la figura 1)
(Richter, S. y col., 2009). Se han reportado protefnas que trafican siguiendo esta ruta a la
vacuola, pero no transitan por el PVC (flecha gris en la figura 1) (Jollifle N. y col., 2005;

Foresti O. & Denecke J., 2008). Una tercera via en plantas se ha descrito entre RE y
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vacuola sin transitar por Golgi, la cual siguen algunas proteinas de reserva en semillas
(Jollifle N. y col., 2005; Hanton S y col., 2006).

Otro proceso ligado al SE es la endocitosis la cual toma y enclaustra particulas
tanto del exterior de la célula como elementos de la propia membrana plasmatica para
internalizarlas y transportarlas a compartimentos endosomales que pueden seguir su
transito hacia PVC y después la vacuola o pueden ser recicladas a la membrana
plasmatica, proceso llamado reciclaje endocitico {Richter, S. y col., 2009; Ueda T. &
Nakano A., 2002).

El sistema de endomembranas es altamente regulado. Se ha reportado que el SE
es regulado por otros componentes subcelulares como el citoesqueleto, en especial el de
filamentos de actina (Surpin M. & Raikhel N., 2004; Klyachko N,. 2010), también por la
composicion lipidica de las membranas que conforman las vesiculas y los organelos, ya
que tienen influencia en la curvatura de membranas, en el reclutamiento de factores

estabilizadores en proteinas de cubierta y en la correcta destinacién de las proteinas (van

Meer G. & Sprong H., 2004; Moreau P. y col. 2007; Boutté Y & Grebe M, 2009).
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Figura 1 — Representacion esquemaitica del sistema de endomembranas y
sus rutas descritas. En flechas negras se muestra la ruta secretoria; en verde,
la ruta endocitica El transporte hacia la vacuola tiene diferentes alternativas:
sigue la ruta Golgi - PVC (CPY/ssVSS, flechas rojas), sin transitar por PVC
(flecha gris), o directamente desde el reticulo endoplasmico (flechas azules).
Se observa una sobreposicion de rutas, en especial de endocitosis y ruta hacia
la vacuola traficando por PVC.

1.1.2.- Esencialidad y limitacién del estudio de SE en plantas.

En plantas el sistema de endomembranas no sdlo comprende la destinacién
proteica, sino que es de una importancia tal que es esencial para la existencia del
organismo, ya que se ha descrito que estd implicado en importantes procesos fisiolégicos
y celulares como la comunicacion intercelular, la expansién celular, la captacion de
nutrientes, la respuesta a patdgenos, y la muerte celular programada (Carter C. y col.,
2004; Kwon C., 2008; Cacas I., 2010). A nivel molecular se corrobora esta esencialidad

ya que mutaciones en genes implicados en la especificidad del destino de las vesiculas
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provoca letalidad gametofitica y en genes que participan en biogénesis de vacuola
provocan letalidad embridnica (Rojo E y col.,, 2001). Esta esencialidad limita la
aplicacion de la genética clasica en el estudio del SE, en la cual se provocan mutaciones
en genes y se observa el fenotipo del organismo. Esto hace necesaria la utilizacion de
nuevas estrategias sobre la aproximacion cientifica para poder descubrir y caracterizar

nuevos elementos del SE tanto a nivel molecular como celular.

1.2.- Biomoduladores y genémica quimica.

Las plantas son organismos que regulan varios procesos celulares como la
divisién y expansion celular a lo largo de sus drganos mediante compuestos quimicos de
bajo peso molecular o biomoduladores como lo son el acido Indol-acético (auxinas), las
giberelinas o el etileno, por lo tanto se hace patente la posible accién de otros
compuestos bioactivos en procesos celulares vegetales. Esto, sumado a la utilizacion de
biomoduladores que alteran alguna actividad biologica subcelular y que han sido de gran
utilidad para estudiar diferentes procesos celulares como el trafico endomembranoso
(Robinson D. y col., 2008), da pie a que en los uiltimos afios se haya desarrollado una
nueva disciplina que combina la quimica organica de sintesis a gran escala con la
genética, disciplina denominada gendomica quimica.

Esta interdisciplina tiene como objetivo encontrar compuestos quimicos que
alteren ciertos procesos celulares al interactuar con sus blancos moleculares y que este
efecto se refleje en fenotipos de facil deteccion. Asi pueden discernirse mediante
estudios posteriores, nuevos elementos participantes en el proceso analizado, los cuales

no habian sido estudiados por genética clasica ya sea porque causan letalidad en el
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desarrollo o por redundancia génica (Kaschani F. & van der Hoorn R., 2007; Toth R, &

Van der Hoorn R., 2009).

1.3.- Sortins alteran el trafico endomembranoso en Saccharomyces cerevisiae.

Los compuestos denominados Sortins (Sorting inhibitors) perturban el trafico
vesicular normal alterando la ruta de la proteina CPY en Saccharomyces cerevisiae,
evidenciado por la secrecion de esta proteasa vacuolar CPY, carboxipeptidasa Y, al
medio extracelular. Estos compuestos fueron identificados en una bisqueda amplia de
una coleccion de 5.000 compuestos quimicos, dentro de la que catorce tenian la
actividad bioldgica mencionada (Zouhar J. y col., 2004)

Para caracterizar la accion biologica de uno de estos compuestos, Sortin2, se
realizé un estudio genético de hipersensibilidad al compuesto utilizando una libreria de
mutantes haploides monodelecionales de S. cerevisiae (Norambuena L. y col., 2008).
Sus resultados arrojaron cepas hipersensibles al compuesto en las levaduras, por lo que
se elaboré una lista con los genes delecionados que produjeron este efecto. En esta lista
de genes se encontraba enriquecida las anotaciones relacionadas con el SE tanto en el
aspecto funcional como en la localizacién subcelular con respecto a la representacion
que éstas presentan en el genoma de la levadura. Esto apoya la hipétesis de que Sortin2
afecta especificamente a elementos pertenecientes al SE. Posteriormente, se realizaron
estudios en la biisqueda de levaduras que fueran resistentes a Sortin2 utilizando la
misma coleccion de mutantes (Norambuena L., resultados no publicados). Si una cepa es
resistente a Sortin2 al no estar presente un producto génico, indicard que ese producto

génico es necesario para que Sortin2 tenga su accion, por lo que esta resistencia informa

6




sobre los candidatos a blanco molecular de este biomodulador y por consiguiente sobre

r

.y . . A |
su accion subcelular. Esto ayudard ademds a dilucidar componentes moleculares nuevos

que estuvieran involucrados con el SE.

¥
Los resultados de este analisis dieron a conocer que sei$ cepas mutantes de la
;

coleccién son resistentes al efecto de Sortin2. Dentro de los genes afectados en estas

i
mutantes se encuentran tanto elementos significativos en el trafico vesicular como genes

4

sin funcién conocida. Este dltimo caso es el de YIL049w (Z) DFG10 (Defectuous

Filamentous Growth 10), el cual segiin bases de datos ptiblicos como Saccharomyces
| .

Genome Database (SGD, www.yeastgenome.org), es un producto proteico que no posee
i

una funcién conocida a nivel molecular y celular. Se ha descrito que esta relacionado

;

con el crecimiento filamentoso de la levadura en condiciones;de falta de nutrientes
y

(Mdsch H. & Fink G., 1997). También se le ha descrito interacciones tanto {isicas como

]

genéticas con elementos involucrados en el SE (Haarer B. y col., 2006) y a proteinas que

presentan localizacion nuclear, algunas de las cuales presentan re{portes de interacciones

a elementos proteicos que participan en el trafico cndomembli"anoso. La funcién de

DFGI10 es desconocida, pero presenta anotaciones proveniéntes de predicciones
}

bioinforméticas como una proteina involucrada en el metabolismo de lipidos, en

especifico, de esteroles, ya que posee un dominio carboxilo ;terminal 3-0x0-5-alfa-
¥

>

esteroide-4-deshidrogenasa o 5-alfa esteroide reductasa. Estos antecedentes hacen

interesante estudiar este posible blanco molecular de SortinZ;que podria tener una

1
funcion en el SE. :

i
|




1.4.- Sortin2 y su efecto en un modelo de organismos vegetales

Sortin2 es un quimico que, al igual que en Saccharomyces,afecta el fenotipo de la
planta Arabidopsis thaliana, organismo vegetal modelo por excelencia debido a su
genoma relativamente pequefio y secuenciado, su corto ciclo de vida, su capacidad de
autopolinizacién y la gran cantidad de semillas que genera una planta, lo cual permite
estudios de segregacion génica robustos en el corto plazo.

Se ha reportado que plantulas de 7 dias de edad germinadas en Sortin2,
experimentan una pérdida de la orientacion con respecto a la gravedad en tallo y raiz y la
presencia de raices adventicias en conjunto con un acortamiento dosis-dependiente de la
raiz primaria hasta casi desaparecer en comparacion a su parte aérea (Pérez P., 2009). A
nivel celular se destaca la alteracion del tonoplasto (Zouhar J. y col, 2004) y la
secrecién al exterior celular del ortélogo funcional de CPY denominado AtCPY
(Norambuena L., datos no publicados). Este fenotipo es analogo al observado en
levaduras, por lo que entrega evidencia de la conservacion existente entre las rutas del
SE de plantas y levaduras, lo que hace de Sortin2 un compuesto interesante para estudiar

y diseccionar el trafico endomembranoseo en plantas.

1.5.- Busqueda de los ortologos de DFG10 en Arabidopsis thaliana. Mutantes
insercionales de T-DNA.

Aunque existen peculiaridades entre los organismos modelos de levadura y
planta mencionados, existe un grado de conservacion importante entre las diversas rutas
del SE. Entonces se puede hipotetizar que ortélogos en plantas para los putativos

blancos moleculares de Sortin2 en levaduras sean importantes para su accién en el
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modelo vegetal. Se determiné que existen 3 posibles genes ortdlogos a DFG10 en el
genoma de A. thaliana, determinados por el programa integral computacional “YOGY”
(www.bahlerlab.info/YOGY/) y cuyos resultados fueron complementados por la

herramienta bioinformatica “WU-BLAST2 protein” del European Bioinformatics

Institute (EBI — EMCL, www.ebi.ac.uk/). Estos genes corresponden a los locus
At1g72590, At2g16530 y At5g16010. Segin alineamiento miltiple de secuencias
aminoacidicas, estas presentan porcentajes de similitud de secuencia con respecto a
DFG10 de alrededor del 50%, que se muestre en la tabla 1.

Tabla I — Genes ortélogos de DFG10 en Arabidopsis thaliana. Se muestra

tanto el porcentaje de identidad como el de similitud de la secuencia
aminoacidica de cada locus con respecto a DFGI10.

Genoitélogo | % identidad | "% §imilitiid E valie
Atlg72590 21,6, 497 2.4e-10
At2g16530 20,5 43.6 9.9¢-10
At5g16010 19.8. 575 3,508

En Arabidopsis se han generado colecciones de mutantes que estan disponibles al
uso piblico. Una de ellas corresponde a las mutantes SALK. (Proyecto SALK, Alonso
J.M. y col., 2003). Su caracteristica es la insercion de un fragmento de T-DNA de varios
kilobases de longitud dentro del genoma del organismo vegetal por lo que, dependiendo
de donde se ubique este fragmento, puede interrumpir la estructura del locus y asi
eliminar su funcionalidad o disminuir su expresion. En este sentido, se ha reportado que
lineas insercionales cuyo T-DNA se encuentra en elementos promotores de genes poseen

una disminucion e incluso eliminacion de la expresion del transcrito objetivo. (Alonso,




IM. y col., 2003). Asi, utilizando mutantes insercionales de T-DNA que interrumpan los
genes ortélogos a DFG10 en Arabidopsis se podria estudiar la funcionalidad de estos
genes con respecto al trafico endomembranoso y su participacion en el modo de accién
de Sortin2. El aporte de esta investigacion daria nuevas luces sobre ¢l sistema de

endomembranas en el modelo vegetal.
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2.- Objetivos

2.1.- Objetivo general
Identificar lineas mutantes de A. thaliana que presentan elementos insercionales en
los genes Atlg72590, At2g16530 y At5gl6010 y evaluar el efecto de estas

inserciones en las caracteristicas fenotipicas de las plantas

2.2.- Objetivos especificos

1.- Caracterizacion bioinformatica de genes ortdlogos a DFG10 en Arabidopsis

thaliana.

2.- ldentificacion de lineas mutantes homocigotas insercionales de Arabidopsis

thaliana en los genes At1g72590, At2g16530 y At5g16010.

3.- Caracterizacién del fenotipo morfolégico de lineas mutantes homocigotas

insercionales en los genes At1g72590, At2g16530 y At5g16010.

4.- Estudio del proceso endocitico en lineas mutantes insercionales homocigotas

de los locus Atl1g72590, At2g16530 y At5g16010.




3.- MATERIALES Y METODOS
3.1.- Bases de datos y programas bioinformaticos utilizados
Para caracterizar los locus ortélogos a DFG10 en Arabidopsis thaliana se utilizé

la base de datos The Arabidopsis Information Resource, TAIR (www.arabidopsis.org).

En conjunto se utilizo la base de datos proteicos Universal Protein Resource, UniProt

(www.uniprot.org) e InterPro del Instituto Europeo de bioinformatica (European

Bioinformatics Institute, EMBL — EBI, www.ebi.ac.uk/interpro) y de la base de datos

proveniente de proteinas de membrana en plantas Plant Membrane Protein Database,
ARAMEMNON (http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de). Para analizar las respectivas
secuencias aminoacidicas se ocuparon las herramientas WU-BLAST-p y CLUSTALW

del Instituto Europeo de bioinformatica; PROSITE (www.expasy.ch/prosite/) e

INTERPRO y TOPPRED (http://mobyle.pastenr.ft). El patrén de expresion de cada gen

fue analizado in silico utilizando: la herramienta The Bio-Array Resource for Plant

Functional Genomics, eFP Browser ( hitp://www.bar.utoronto.ca).

Las mutantes insercionales utilizadas en este seminario fueron seleccionadas
desde la coleccion SALK (SIGNAL, http://signal.salk.edu; secciébn T-DNA express) que
es administrada por el banco de mutantes del Arabidopsis Biological Resource Center,
ABRC (http://abrc.osu.edu/).

Para el disefio de partidores se ocupd la herramienta PRIMER3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) utilizando las condiciones explicitadas en la figura 5 y
lo reportado en SIGNAL sobre la ubicacion del inserto de T-DNA para cada linea
mutante. Para una mayor confiabilidad en la especificidad de la amplificacién del

fragmento deseado, se utilizo la herramienta BLAST— N de la base de datos TAIR para
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cada par de partidores generados. Se eligieron los pares que solo y especificamente

generaran in silico el amplificado deseado.

3.2.- Esterilizacion y estratificacion de semillas

Las semillas tanto de mutantes utilizadas como silvestres de Arabidopsis thaliana
fueron esterilizadas mediante el protocolo especificado a continuacion. Primero se
lavaron las semillas en 1 mL de etanol 95% v/v por 5 minutos, para después retirar el
alcohol y agitar por 15 minutos en una solucién de etanol 70% v/v con Triton®X - 100
0,1% v/v. Por Gltimo se lavaron las semillas en agua estéril 5 veces, retirando cada vez el
liquido. Para estratificar las semillas se dejaron en ImL de agua estéril a 4°C y en
oscuridad por 2 dias. Para asegurar la esterilidad se utilizé en todo el proceso una

camara de flujo laminar LAMINAIRE.

3.3.- Cultivo de plantas

Las semillas esterilizadas y estratificadas se sembraron en condiciones estériles
en placas de petri que contenian medio de cultivo (estéril) el cual poseia la siguiente
composicién: sacarosa 2% p/v, mioinositol 0,01% p/v, MES [acido 2-(N-morfolino)-
etanosulfonico monohidrato] 0,05% p/v, medio de cultivo Murashige y Skoog 0,44% p/v
y fitoagar en grado de micropropagacién 0,7% p/v, ajustado a pH 5,7.

Estas placas se colocaron verticalmente de forma tal que el crecimiento
vegetativo fuera en sentido del vector gravedad. Se dejaron crecer en condiciones

controladas de temperatura, (22°C), fotoperiodo (16 horas luz/ 8 horas oscuridad) y

luminosidad (6000 lux).




Veinte dias después de sembrar, estas plantas fueron traspasadas a un soporte
poroso de lana de roca (Grodan®). Este soporte fue embebido én un medio de cultivo
llamado hidropénico 1X, el cual es descrito en Gibeaut D.M. et al, 1997. Su version
100X se compone de KNO; 125 mM, Ca(NO;)> 150 mM, MgS0O4 75 mM, KHaPO4 50
mM, KCl 5 mM, H3;BO; 5 mM, MnSO; 1 mM, ZnSO,; 200 pM, CuSO, 150 uM,
Na,SiO; 10 mM y Sprint 330 7,7 mM [Fe quelado en DTPA (Acido di-etilen-tri-amino-
pentaacético)]; ajustado a pH 5. Este medio 1X estaba contenido en cajas de plastico
forradas en aluminio de 18 x 13 x 9 cm., cuya tapa poseia 6 agujeros donde en cada una
se ajustd el soporte de lana de roca y las plantas trasplantadas. Las condiciones de
crecimiento fueron controladas: temperatura de 22°C y fotoperiodo de 16 horas luz

(5000 — 8000 lux)/8 horas oscuridad.

3.4.- Fotografias, imagenes y andlisis del fenotipo morfoldgico de plantas de
A. thaliana

3.4.1 — Analisis fenotipico de lineas insercionales homocigotas.

A las plantas silvestres y mutantes insercionales homocigotas de 7, 14 dias y 35
dias de edad se fotografiaron con una cdmara comercial Fujifilm modelo FINEPIX
S1500 con un objetivo de 12X y utilizando como fondo [uz blanca del transiluminador
DESAGA D-6900. Para las diferentes mediciones en hojas y raices de las distintas lineas

se utilizd el programa computacional tpsDIG2 (http://life.bio.sunysb.edu/morph/sofi-

dataacq.html). Estos datos fueron graficados, analizados estadisticamente y contrastados

mediante el programa computacional Graphpad Prism 5.0®. El andlisis estadistico fue
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ANOVA de una via con un niimero de muestras especificado para cada situaciéon con

posterior prueba post — ANOVA de Bonferroni, ambas con un p<0,05.

342 — Anilisis del proceso endocitico en mutantes insercionales
homocigotas de Arabidopsis thaliana

Plantas de 7 dias fueron incubadas en ¢l fluoréforo FM4-64 a 5 uM durante 10
minutos en oscuridad a 4°C. Se tomaron imagenes a 0, 60 y 120 minutos después de la
incubacién con FM4-64 con el microscopio confocal Zeiss LSM 510 excitando con un
liser de 543 nm y capturando la tluorescencia emitida con un filiro que rescata

longitudes de onda mayores de 560 nm.

3.5.- Extraccion de ADN genémico

A las plantas de 30 dias de edad se le extrajo tejido foliar del cual se purificé
ADN genomico. El protocolo de purificacién realizado fue el siguiente: se molié en
nitrégeno liquido, aproximadamente 100 mg de tejido, el cual fue incubado una hora a
65°C en solucién tampon CTAB 2X (cetil-trimetil-amonio-bromidio 2% p/v, NaCl
1,4M, Tris HCI pH 8 100 mM, EDTA 20 mM, 2-mercaptoetanol 0,1% v/v). Luego fue
centrifugado a 13.000g por 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y
se le agregd 700 pL de la solucién cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), para después
agitarse por 5 minutos. Se centrifugd a 8.000 rpm por 5 min, se rescaté de la fase
superior y se repitié lo anterior 1 vez. Luego se adiciond 650 pL de 2-propanol y se
incubd a -20°C por 60 minutos para luego centrifugarse por 15 minutos a 13.000g. Los

Gltimos pasos consistieron en remover el sobrenadante, lavar el pellet con 500 puL de
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etanol 70% v/v, una breve centrifugacion, remover cuidadosamente el etanol y dejar
secar el pellet. Finalmente se le adicion6 50 pL solucién tampon consistente en Tris HCI

pH 8 10mM y EDTA 1mM y fue almacenado a -20°C.

3.6.- Partidores utilizados, protocolo de PCR y visnalizacion de
amplificados.

Para las diferentes reacciones de PCR realizadas se ocuparon los partidores
mostrados en tabla 1I. El protocolo utilizado en todas las reacciones salvo las
condiciones de temperatura en la estandarizacion de temperatura de hibridacion es
descrito en tabla III.

Para todas las reacciones de PCR de 25 pl. cada una, se ocupd 1 uL de DNA
genémico de la muestra a analizar en conjunto a la siguiente mezcla: 2,5 pL solucion
tampén 10X con MgCl, 2mM, 1 pL de cada partidor 10 pM, 0,2 pL Paq5000™ DNA
polimerasa SU/uL (Stratagene®), 0,5 pL solucion de dNTPs 10 mM cada uno y 18,8 pL.
de agua.

Para determinar la presencia y tamafio del amplificado se utilizé agarosa grado
analitico en geles de 1% p/v en TAE 1X (Tris-base pH 8 40 mM, 4cido acético glacial
19 mM y EDTA pH 8 ImM). 5 puL de cada muestra de PCR fue mezclada con 1 puL de
solucién de carga (azul de bromofenol 0,25% p/v, xilencianol 0,25% p/v, ficol 30% p/v),
fue cargada en un pocillo del gel y corrida a 100V por 30 minutos. Luego, el gel se
incubd en bromuro de etidio 2mg/L por 20 minutos y se observé en transiluminador
SYNGENE modelo SYDR/2082. En todos los geles se usdé 5ul. de marcador de peso

molecular Gene Ruler™ 1Kb a 50 ng/uL.
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Tabla IT — Partidores utilizados en este seminario de titulo.

Locus A.T. Partidor Secuencia (5’ —3°) 1::
G 040317 5° | CCACACCACTCCAATAACAT | 20

G_040317 3° | CAAAGGCTACTCAAATCGIC | 20

At2g16530 | G_113221_5* | CTCAAACTTCCGGAGATACC | 20
G 113221 3° CCATCTGGTTGAAGTGGA 18

G 117025 5° | GCTTTCTCGTTTTCAATCTGG | 21

G 117025 3’ | AGAATATGTTGCGGTCAACG | 20

G 105485 5° | AGGGAACACTTTGGGAGAT | 19

At5g16010 | G_105485 3° TAGCCATCCCTCCACTGTA 19
G 074515 5 | GAAGGAGATGGACTTGCAG | 19

G 0745153 GCTAGAAACGCAGGTGTGTA | 20

- Actina_5’ CACACTTTCTACAATGAGCT | 20

- Actina 3’ GCAGTGATCTCTTTGCTCAT | 20

- Lb ATTTTGCCGATTTCGGAAC 19

Tabla ITI — Protocolo de PCR utilizado en el seminario de titulo.

Fase | Paso | Temperatura (°C) | Tiempo | Ciclos
1 1 94 5 min 1
1 94 30s
2 2 58 40 s 37
3 72 50s
3 I 72 10 min 1
10 ¥
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4.- Resultados

4.1.- Caracterizacion bioinformatica de los ortélogos de DFG10 en
Arabidopsis thaliana.

Luego de determinar los posibles ortdlogos de DFG10 en Arabidopsis thaliana
es necesaria una descripeion de la informacion contenida en las bases de datos piiblicos,
tanto de su estructura génica como de su transcrito, su expresion tisular y ubicacion
subcelular de sus productos proteicos. En la tabla IV se resumen las caracteristicas de la
estructura génica de los ortélogos de DFG10, la cual se plasma en el esquema mostrado
en la figura 2. Se observa que estos genes estan presentes en distintos cromosomas de
Arabidopsis thaliana y que sus tamafios génicos son distintos entre si, sin embargo el
tamafio del marco de lectura abierto (CDS) es mas uniforme.

Tabla IV — Resumen de descriptores relacionados a la estructura génica
en los ortélogos de DFG10 de Arabidopsis thaliana.

Tamaiio N° Ne Tamaiio | Tamafio
Locus Cromosoma gen (pb) | exomes | intrones RNAm CDS
@b | (pb)
Atl1g72590 1 1472 6 5 1046 963
At2g16530 2 2335 6 6 1427 1032
At5g16010 5 1193 2 1 969 807

Para observar el patrén de expresion de estos transcritos a nivel tisular y de
desarrollo se utilizo la herramienta bioinformdtica eFP (electronic Fluorescent

Pictograph; http://www.bar.utoronto.ca) la cual se basa en la informacién publica de

datos de expresion génica de genes de Arabidopsis thaliana. Este andlisis describe como
factor comin para los tres genes, la presencia de sus transcritos en toda la planta y a lo

largo de su desarrollo, aunque el nivel de expresion de At5g16010 es mucho mayor con
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respecto a los otros dos. Los transcritos de At2g16530 y Atlg72590 se expresan mas en
pétalos y raices, mientras que el de At5g16010 se encuentra en mayor cantidad en las
hojas maduras y sépalos de la planta.

A

Cmmosoma 1
P 1 E I 1 E 3UIR

, — --Il»—

Cromosoma 2

JUTR E I 1 r
SUTR  fUTR

—& .

Cromowma 5
3IUTR
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Figura 2 — Representacion esquemaitica de la estructura génica de los
ortologos de DFG10 de Arabidopsis thaliana. Se muestra en la figura las
diferentes regiones de los locus: promotor (P, barra azul), 5’y 3° UTR
(barras verde y negra, respectivamente), intrones (I, barra amarilla) y exones
(E, cajas y flecha rojas) de los genes Atlg72590 (A), At2gl6530 (B) y
At5g16010 (C). El sentido de cada flecha roja indica la direccion del locus
con respecto a la direccion del cromosoma donde se halla.

Con respecto a sus productos proteicos, se observa que los de Arabidopsis son de
tamafio mas grande que DFGIO y que descriptores bioquimicos como el punto
isoeléctrico (pl) presentan valores similares entre ellos, alrededor de 9,5 (tabla V),
indicando una estructura primaria proteica similar en cuanto a sus aminoacidos cargados

y una carga formal positiva a pH fisiologico.
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Tabla V — Descriptores bioquimicos y estructurales de DFG10 y sus
ortologos en Arabidopsis thaliana.

Producto N° de N° dominios
Proteico Aa. pI transmembrana
(DTM)
DFG10 253 9,93 6
Atlg72590 320 9,49 7
At2g16530 343 9,37 6
At5g16010 268 9,73 6

En la tabla VI se resumen las anotaciones que poseen hasta este momento
DFG10 y sus 3 ortologos encontrados en Arabidopsis. Se ve claramente que a todos se
les ha asignado la misma funcién molecular por poseer el dominio 5-o-esteroide-4-
dehidrogenasa. Este dominio estd implicado en el metabolismo de lipidos, sin embargo
la falta de evidencia experimental es critica para determinar su funcién. Esto se da
también en cuanto a la localizacién subcelular de DFG10 y Atl1g72590, ya que la
informacion de las bases de datos es contradictoria respecto a la ubicacién en citoplasma
en conjuncién y el hecho de ser proteinas integrales de membrana. Aportando un poco
mas a la informacién con respecto a la ubicacion dentro de Ia célula se utilizé una base
de datos integrada, ARAMEMNON (http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de), la cual
predice que Atlg72590 estarfa localizada en el sistema de endomembranas,
especificamente en la ruta secretoria. Ademds, en los tres ortélogos se predice anclaje N-
terminal a la membrana. Este antecedente sumado al reporte de que el producto de
At2g16530 se ubica en el reticulo endoplasmatico (Tian G. y col., 2004) indicaria una
presencia importante de genes ortélogos a DFGI0 en Arabidopsis en el sistema de

endomembranas.




Utilizando la herramienta bicinformética que predice dominios fransmembrana,
TOPPRED (http://mobyle.pasteur.fr), se encontré que DFG10 y sus ortélogos son
proteinas altamente hidrofobicas en las cuales se predice la existencia de 6 dominios
transmembranas (DTM) en 3 de los genes y 7 en At1g72590 (Tabla V, figura 3).

PROSITE (www.expasy.ch/prosite) es un programa que predice dominios
proteicos. Este fue utilizado para ubicar el dominio 5-a-esteroide reductasa en cada
secuencia aminoacidica. Se informa que este dominio se compone de aproximadamente
80 aminodacidos ubicandose en el extremo carboxilo terminal de la proteina. Analizando
las secuencias estudiadas, se observa que este dominio completo esta presente en todas
las proteinas estudiadas y, combinando con la informacion de TOPPRED, este dominio
se caracterizé por comprender al menos dos DTM, uno de forma integra y el otro en
parte, entre los cuales se incluye un “loop” de mas de 30 aminoécidos (figura 3), por lo
que indicaria una preservacion de la estructura terciaria de los productos proteicos

estudiados.
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Tabla VI — Resumen de las anotaciones de DFG10 y sus ortélogos en
Arabidopsis thaliana. Se predice para las cuatro secuencias aminoacidicas la
misma funcién molecular y proceso celular. La anotacién de estos genes se
basa en andlisis de referencia electronica (IEA, Inferred from Electronic
Annotation) 6 de ensayos directos (IDA, Inferred from Direct Assay).

Producto Localizacion .
. Funcién molecular Proceso
Proteico sucelular
3-0x0-5-0-
Citoplasma, esteroide- 4- Metabolismo
‘ . dehidrogenasa, ;.
DFG10 integral a - dored de lipidos
membrana (IEA) | OXidoreductasa que (IEA)
actiia en grupo CH -
CH donador (IEA)
Citoplasma; 3-0x0-5-0-
integral a esteroide- 4- .
At1g72590 | membrana (IEA); | dehidrogenasa, M;;al’l?"ilc‘;fo
sistema oxidoreductasa que (Ié) A)
endomembranoso | actia en grupo CH -
(IEA) CH donador (IEA)
3-0x0-5-0-
Reticulo esteroide- 4- Metabolismo
At2g16530 | endoplasmético dehidrogenasa, . .
. . de lipidos
(IDA), integral de | oxidoreductasa que (IEA)
membrana (IEA) | actfia en grupo CH -
CH donador (IEA)
3-0x0-5-0-
Cubierta del esteroide- 4~ Metabolismo
At5g16010 clorf)plasto (IDA), thldrogenasa, de lipidos
integral de oxidoreductasa que (IEA)
membrana (IEA) | actiia en grupo CH -
CH donador (IEA)
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Figura 3 — Prediccion estructural de los productos proteicos de DFG10 y
sus ortologos en Arabidopsis thaliana. Se muestran los perfiles de
hidrofobicidad y la representacion de los dominios transmembrana de cada
una de las secuencias proteicas estudiadas utilizando el criterio de Kite-
Doolittle. En los perfiles de hidrofobicidad se exponen dos umbrales para
determinar un nivel medio (verde) o alto (rojo) de confiabilidad en la
prediccion de los elementos transmembrana, los cuales se representan de
color blanco y gris, respectivamente. Las cajas rojas representan la posicion
del dominio 5-a-esteroide reductasa descrito para cada proteina.
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4.2.- Obtencién de las lineas mutantes homocigotas insercionales alélicas en
los ortdlogos de DIG10.

4.2.1.- Seleccion de las lineas mutantes a estudiar

Para estudiar los genes identificados en A. thaliana como ortélogos a DFGIO,
una estrategia que se puede seguir es estudiar el efecto que produce la alteracion de los
niveles de los correspondientes productos génicos. En plantas esto se puede lograr
mediante el uso de mutantes en las cuales se interrumpe el o los genes de interés. La
coleccion de mutantes de 4. thaliana SALK se caracteriza por utilizar un elemento
insercional, fragmento de T-DNA de varios kilobases, para interrumpir el genoma con
la idea de anular la funcionalidad de productos génicos, ya sea alterando la estructura
primaria de su producto proteico o disminuyendo la expresion de su transcrito. Esta
insercién puede ubicarse en cualquier parte del genoma por lo que es necesaria una
seleccion de aquellas lineas que presenten este inserto dentro del contexto génico de los
loci de interés en A. thaliana.

Asi, se seleccionaron 5 lineas esquematizadas en la figura 4: tres en el gen
At2g16530 vy dos en el gen At5g16010. De las lineas insercionales del gen At2g16530,
una interrumpe un exon del locus (SALK_113221), mientras que las otras 2 interrumpen
elementos no traducibles. Con respecto al locus At5g16010, se seleccionaron lineas que
presentan la insercion en el promotor cerca del inicio de la transcripcion (menos de 300
pb rio arriba del inicio de la transcripcion).

El locus Atlg72590 no posee lineas insercionales que sean interesantes de
estudiar, debido a que las lineas reportadas que interrumpen su constituciéon génica

presentan la insercion en una ubicacion cercana a 1000 pb rio arriba del inicio de su

24




transcripcion, por lo que lo mas probable es que no tendria efecto en la disminucion de

la expresion génica del transcrito.

A At2g16530
Cromosoma 2
SALK 113221 SALK_ 117025
l
—@ I . .-
SALK_ 040317

B AtS5g16010

Cromosoma 5§

2 =

SALK_074515

Figura 4 — Representacion de la posicion de la insercion de T-DNA en
las mutantes insercionales de los genes At2g16530 y At5g16010. En A se
esquematiza las 3 mutantes seleccionadas del gen At2g16530 y en B, 2 para
el locus At5g16010, representdndose ambos genes de la misma manera que
en la figura 2. Las flechas negras esquematizan la ubicacién de la insercion
dentro del locus; la direccion de la flecha indica el sentido que posee el
inserto con respecto al genoma. El nombre de cada mutante se encuentra
junto a su flecha negra mas cercana.
4.2.2.- Estrategia de confirmacion de la condicién génica de insercion de T-
DNA en genoma de Arabidopsis y obtencion de las plantas mutantes homocigotas.
El banco de mutantes SALK, ABRC (Arabidopsis Biological Resource Center),
desde donde se seleccionaron las lineas a utilizar, menciona la necesidad de corroborar
si el inserto se presenta en la ubicacion correcta, ya que se han reportado errores en

algunas ocasiones (http://abrc.osu.edu/). Por esta razén una vez recibidas las semillas

provenientes de ABRC se realizaron los analisis de verificacion correspondientes.
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Por otra parte, es mas probable que las lineas insercionales homocigotas de este
organismo presenten un fenotipo alterado con respecto a la planta silvestre debido a un
producto génico de expresion disminuida o funcionalidad nula, ya que la presencia de
una de las copias del gen (condicién de heterocigosis para la insercion) puede ser
suficiente para mantener la funcionalidad tanto a nivel celular como del organismo. Por
lo tanto es necesaria una técnica que evalde la presencia de la insercion y la condicion de
insercion heterocigota u homocigota del inserto de T-DNA.

La técnica de amplificacién de fragmentos por PCR y posterior electroforesis
permite identificar mutantes con condiciones génicas distintivas, pero es necesario un
disefio de partidores especificos para cada linea. En la figura 5 se esquematiza el disefio
de los partidores utilizados para determinar la condicién génica del inserto. Para esto es
importante tomar en cuenta el sentido que posee el inserto de T-DNA en la region de
interés. En uno de los extremos de la insercion hibrida un partidor previamente disefiado
Hamado Lb que es especifico para esa region y no hibrida el genoma de la planta. Si el
partidor Lb esta en sentido 5°-3” del genoma (figura 5), entonces se disefia un partidor
que hibride el genoma de Arabidopsis que se encuentre a 600 pb rio abajo del sitio de
insercion del fragmento (G-3°). De esta manera si la insercion estd presente, se
amplificard un fragmento de aproximadamente 600 pb. Sin embargo, por las
caracteristicas de la metodologia utilizada para determinar la ubicacion del inserto en el
genoma de Arabidopsis, siempre hay un intervalo entre 0 a 300 pb de inexactitud en la
posicion del T-DNA, lo cual se ve reflejado en la variabilidad entre 600 a 900 pb del
tamafio del fragmento amplificado al utilizarse partidores Lb y G-3° en la reaccidn de

PCR. Para determinar si la insercion esti presente en los dos alelos (condicién
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homocigota), se disefidé otro partidor genémico (G-5’) a una distancia de
aproximadamente 1400 pb rio arriba del G-3’ en el genoma de la planta silvestre. Con
este par de partidores se amplificard el gen sin insercién. Ahora, si el partidor Lb se
encuentra en direccion 3°-5° (SALK_113221 por ejemplo) el orden del disefio y por
ende las distancias de los dos partidores gendmicos se intercambian.

Asi, al observar en un gel de agarosa el patrén de bandas amplificadas en las
distintas condiciones de la reaccion de PCR se puede identificar facilmente la condicién
génica del inserto en una planta. Como se explicita en la figura 6, las muestras sin
insercion no mostrarian banda en los carriles donde se busca la existencia del inserto en
la ubicacién correcta (carril LB). Las plantas heterocigotas (HZ) se evidenciarian por
amplificar tanto el fragmento de 1,4Kb al usar los partidores genémicos (carril G), como
el de 600 pb al usar en un PCR el partidor Lb con su partidor genémico correspondiente
(carril LB). En cambio, las plantas homocigotas (HIM) para la insercion de T-DNA
amplificarian la banda esperada en el carril LB, pero no en su carril G, debido a que la
interrupcién que provoca la insercion del fragmento en la seccion génica de Arabidopsis
analizada esta en los dos alelos.

El carril de integridad de calidad de la muestra de DNA, la cual se verifica
amplificando una porcion del gen de actina, ademas cumple la funcién de corroboracién
de homocigosidad, ya que aclara la posibilidad de la no amplificacion del fragmento por
mala calidad de la muestra en vez de la insercién del T-DNA de forma homocigota

(figura 6.B).

27



Sin embargo, la determinacion de la genotipificacion de las plantas homocigotas
necesita de la corroboracion de la heredabilidad del fragmento de T-DNA en condicion
de homocigocidad. La estrategia para esta corroboracion se esquematiza en la figura 7
que contempla el analisis de la condicion de homocigosis en la progenie proveniente de
la autopolinizacion de la planta parental homocigota. Esto se realiza porque, si se diera
el caso de algin falso positivo en la deteccién de la condicion génica mediante PCR
(figura 6) que conlleve a una equivocacion, ésta se evidenciaria en su descendencia (T2).
Asumiendo que este proceso sigue una segregacion mendeliana, si la progenie de una
planta parental (T1, fig. 7.B), supuestamente homocigota, da como resultado la
segregacion del inserto, o sea la presencia de plantas tanto heterocigotas como sin
insercion, significa que esta planta era en realidad heterocigota para la insercién. Por
este motivo se hace necesaria la confirmacioén de la homocigocidad en la progenie de
una parental que haya mostrado un resultado positivo en la detecciéon de la condicion

génica.

Lb
ADN-T G-3

Figura 5§ — Estrategia del disefio de los partidores para determinar la
condicién génica del inserto de T-DNA. El esquema representa un alelo
del gen en la region génica de interés. El partidor Lb hibrida especificamente
en extremo LB de T-DNA; los partidores genémicos (G — 5° y 3°) hibridan
el genoma de la planta (DNAg). G-3’ se disefia de manera tal que se
encuentre a una distancia de aproximadamente 600 pb del extremo LB del T-
DNA. El partidor G5 se disefié ubicandose aproximadamente a 1,4 Kb de
distancia rio arriba del partidor G-3’ considerando que no existe esta
insercion.
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Figura 6 — Estrategia de la identificacion de una insercion de T-DNA en
el genoma de lineas de A. thaliana. En A las lineas azules representan
ambos alelos del elemento génico estudiado donde se esquematiza cuando
no posee insercion (s/i), la condicién de heterocigocidad (HZ) y de
homocigocidad (HM) del fragmento de T-DNA que lo interrumpe en las
lineas mutantes. Se esquematizan los partidores que reconocen el DNA
gendmico (G’s) y el partidor que reconoce un extremo de la insercion de T-
DNA, Lb. EI criterio del disefio de los correspondientes partidores y los
tamafios de las bandas se describi6 en la figura 5. En B se presenta un
esquema de la migracion electroforética de los productos de PCR esperados
para las diferentes condiciones de amplificacion. Se espera que los partidores
LB y G3’ (carril LB) amplifiquen una banda de 600 a 900 (nicamente
cuando la insercion este presente tanto en lineas HZ como en HM. Sin
embargo los partidores G5" y G3” (carril G) amplificaran una banda de 1.4
Kb aproximadamente sélo en aquellas plantas que correspondan a HZ y las
que no poseen la insercion de T-DNA (S/i) . Para corroborar la integridad
del DNA genémico aislado se utilizan partidores que amplifican un
fragmento del gen de actina (carril actina, A). Estindares de tamafio
molecular se encuentran en carril M, donde para cada banda se indica
apropiadamente su tamaiio.
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Figura 7 — Estrategia de la determinacion y obtencion de las lineas
mutantes insercionales homocigotas. En A se muestra el andlisis de
busqueda y determinacion de muestras homocigotas. EI| DNA de plantas
mutantes provenientes del banco de mutantes, sera analizado segin lo
descrito en la figura 6. Si no se encuentra algiin homocigoto se procede a la
recoleccion de la progenie (T2) de alguna de las plantas heterocigotas
identificadas y se vuelve a buscar plantas homocigotas para la insercion. Si
se encuentra alguna homocigota (T1) en A, se rescata su progenie (T2) de
manera de analizar la condicion génica de 10 a 20 plantas T2 (B). Si el 100%
de ellas presentan la insercion en homocigosis se confirma esta linea como
homocigota.
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4.2.3.- Bilisqueda y deteccibn de las lineas mutantes homocigotas
insercionales alélicas a los ortélogos de DFG10.

Para probar la especificidad de los partidores disefiados para amplificar la region
génica en donde se localizan las inserciones en las mutantes SALK, se realizé una
amplificacion por PCR utilizando DNA gendmico de una planta silvestre como molde.
Ademas, para estandarizar la temperatura de hibridacién de los partidores, se realizé el
PCR a 5 temperaturas de hibridacién distintas. En la figura 8 se observan los resultados,
donde se destaca la presencia de un solo producto del tamafio esperado
(aproximadamente 1,4Kb) para todos los pares de partidores que amplifican la region
genomica en donde se ubican las inserciones en las lineas mutantes SALK 113221,
040317, 117025, 074515 y 105485. Sélo en la condicidn a 52,5°C en partidores a utilizar
en lineas SALK 074515, se observa una banda inespecifica (figura 8.D). Ademds se
obtuvo una disminucion de la intensidad del amplificado a 62°C en 8.A y 8.B. Para
evitar posibles amplificaciones inespecificas y normalizar todos los protocolos donde se
utilicen estos pares de partidores se determiné que 58°C es una temperatura de

hibridacion 6ptima a usar en analisis posteriores.
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113221 B 040317
M 62 60,5 58 35 52.5 62 605 58 55 52,5

117025 074515
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M 62 60,5 58 55 32,3 C- 62 60,5
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E 105485
M 62 60,5 58 55 52,5

Figura 8 — Resultados de la estandarizacién de Ia temperatura de
hibridacién para los partidores que amplifican el fragmento genémico
de interés. Se observa la amplificacion de los fragmentos gendmicos de
interés de linea silvestre, en donde se ubican las inserciones en las lineas
mutantes SALK_113221 (A), 040317 (B), 117025 (C), 074515 (D) y 105485
(E). La temperatura de hibridacién en °C utilizada en cada condicién se
encuentra indicada sobre cada carril. Estandares de tamafio molecular se
encuentran en carril (M) en donde se especifican los tamafios en Kb. C-,
control negativo de la amplificacion sin DNA gendmico.

Luego se procedidé a corroborar la presencia de la insercién en las respectivas
mutantes en conjuncion con la bisqueda de aquellas plantas que presentaran
homocigosidad del T-DNA en su genoma. Para el locus At2g16530, se puede observar
la correcta ubicacion del inserto dentro de 2 plantas en la linea SALK 117025 (figura
9.A, plantas 9 y 30). Todas las plantas que presentaron la insercién en la posicién
esperada (figura 9.A) presentan el fragmento de T-DNA en homocigosis (figura 9.B).
Para corroborar este resultado se estudid la segregacion del inserto de T-DNA. En la

figura 10 se presenta este andlisis en la progenie de planta 9, SALK 117025, De las 10
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plantulas estudiadas, todas presentaron el patrén caracterizado para la condicién de
homocigosis, sin embargo en una de éstas el control de calidad del DNA, actina, no fue
posible detectarlo.

Con respecto al locus At5gl6010, se encontraron 4 plantas de la linea
SALK_105485 con el inserto en la posicion reportada en el banco de mutantes (figura
[1.A). Como se muestra en la figura 11.B, todas ellas también presentaron el patrén
homocigoto para la insercién. En la figura 12, se analizé el genotipo de la progenie
producto de la autopolinizacion de una de las plantas identificadas como homocigota,
planta 115. Todas las 16 plantas de la progenie muestran la presencia del inserto en la
posicion esperada dentro de sus genomas (figura 12.A) en la condicion de homocigosis
(figura 12.B).

En conjunto, estos resultados muestran que fue posible obtener lineas mutantes

homocigotas que interrumpen los genes At216530 y At5g16010, cada uno por separado.

33




Figura 9 - Bisqueda ¢ identificacion de las mutantes homocigotas
SALK 117025, Se muestra la electroforesis en geles de agarosa 1% de los
fragmentos amplificados por PCR, donde se utilizaron partidores para
determinar la presencia y ubicacion correcta del inserto de T-DNA (carril
LB, en A) y su condicion génica por la amplificacién del fragmento de 1,4
Kb (carril G, en B) en plantas pertenecientes a la linea SALK 117025, cuyo
namero de identificacion se indica sobre cada carril. El control de calidad de
cada muestra de DNA, corresponde a la amplificacién del gen de actina se
observa en {catril A, en B). Se utiliz6 para los controles positivos (C+) DNA
de planta silvestre; C-, control negativo, sin DNA. Los pesos moleculares de

los marcadores (M) se indican apropiadamente a los bordes de cada seccion
(en Kb)
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Figura 10 — Corroboracion de la condicion de homocigosis en la
progenie de las plantas mutantes SALK_117025. En geles de agarosa 1%
se muestra las bandas amplificadas al utilizar los pares de partidores
especificos para determinar la presencia del inserto (carril LB) y su
condicién en el genoma (carril G) de 10 plantas al azar que son
descendientes de la planta parental homocigota 9 SALK_117025 (ver figura
8). El control de calidad de cada muestra de DNA corresponde a la
amplificacién del gen de actina (carril A). Para los controles positivos (C+)
de G y A se utilizd DNA de planta silvestre; Ct g: DNA planta mutante
parental 9 SALK 117025; controles negativos (C-): sin DNA. Los pesos
moleculares de los marcadores (M) se indican apropiadamente a los bordes
de cada seccion (en Kb)
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Figura 11 — Biasqueda e identificacion de las mutantes homocigotas
SALK _105485. Se muestran la electroforesis en geles de agarosa 1% de
los fragmentos amplificados por PCR, donde se ocuparon partidores para la
determinacion de la presencia y ubicacién correcta del inserto de T-DNA
(carriles LB, en A) y su condicion génica mediante la amplificacion del
fragmento de 1,4 Kb (carril G, en B) en plantas pertenecientes a la linea
SALK_ 105485, cuyo nimero sobre cada carril indica la planta analizada. El
control de calidad de cada muestra de DNA corresponde a la amplificacion
del gen de actina (carril A). Se utilizd para los controles positivos (C+) DNA
de planta silvestre; C-, control negativo, sin DNA. Los pesos moleculares de
los marcadores (M) se indican apropiadamente a los bordes de cada seccion
(en Kb).
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Figura 12 — Corroboracion de la condicion de homocigosis en las plantas
mutantes SALK 105485. En geles de agarosa 1% se muestra los
fragmentos amplificados por PCR al utilizar los pares de partidores
especificos para determinar la presencia del inserto (carril LB, en A) y su
condicion en el genoma (carril G, en B) de 16 plantas que son descendientes
de la planta parental homocigota 115 (ver figura 10). El control de calidad de
cada muestra de DNA corresponde a la amplificacién del gen de actina
(carril A). Para los controles positivos (C+) de G y A se utilizo DNA de
planta silvestre; C+.5: DNA planta mutante parental 115 SALK 105485;
controles negativos (C-): sin DNA. Los pesos moleculares de los marcadores
(M) se indican apropiadamente a los bordes de cada seccion (en Kb).

37




g

El estudio del genotipo de las otras tres mutantes seleccionadas también fue
realizado. Los resultados fueron resumidos en la tabla VIL Para la linea SALK 040317
provenientes del banco ABRC, no se encontraron plantas que poseyeran el inserto dentro
de la ubicacion correcta (tabla VII.A), por lo que no se sigui6 la bisqueda de plantas que
presentaran el inserto de forma homocigota. La linea SALK 074515 presentd plantas
homocigotas en la generacion T2 (tabla VIL.B).

La linea SALK 113221 es la tnica de todas las seleccionadas que presenta el
inserto dentro de un exdn del locus At2g16530. Se observa la identificacion de un
heterocigoto en el andlisis de las plantas provenientes del banco de mutantes. De ésta se
rescatd su progenie, de la cual se analizaron 19 plantas, de las cuales ninguna presentaba
el inserto de manera homocigota (Tabla VILB). En la progenie de una planta
heterocigota proveniente de la generacion T2 nuevamente no se encontré plantas
homocigotas para la insercion (tabla VII.C). Esto sugiere que la interrupcién del locus
At2g16530 en la secuencia codificanie en ambos alelos provocaria letalidad en

Arabidopsis.

Tabla VII.LA — Resumen de los resultados en la obtenciéon de lineas

mutantes insercionales en la generacion T1.
Locus Muifl :ﬁza(Tl) Homocigotas | Heterocigotas insfxl':ién
SALK 117025 2 0 1
At2g16530 | SALK 040317 0 0 8
SALK 113221 0 1 6
At5g16010 | SALK 105485 4 0 1
SALK 074515 0 8 4
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Tabla VIL.B - Resumen de los resultados en Ia obtencion de lineas

mutantes en la generacion T2.

Locus Mu tlz; :::?(TZ) Homocigotas | Heterocigotas insfrl':ién
At2g16530 | SALK 117025 19 0 0
SALK 113221 0 12 7
At5g16010 | SALK 105485 30 0 0
SALK 074515 12 19 6

Tabla VIL.C - Resumen de los resultados en la obtenciéon de lineas
mutantes en la generacion T3. Solo la linea SALK 113221 se analizé en
su tercera generacion,

Linea . . Sin
Locus Mutante (T3) Homocigotas | Heterocigotas insercién
At2g16530 | SALK 113221 0 10 2

4.3.- Caracterizacion fenotipica de las plantas mutfantes insercionales
homocigotas.
Segiin la fuente de informacién de microarreglos disponible publicamente eFP

(http://www.bar.utoronto.ca), el transcrito de ambos genes ortélogos de DFGIO,

At2g16530 y At5g16010 se detectd en todos los drganos vegetales analizados. Para
determinar si la interrupcién de la constitucion génica de éstos causa cambios
fenotipicos a nivel del organismo, se observo el desarrollo de las plantas silvestres y
mutantes, cuantificindose algunos parametros del desarrollo de la rafz y hojas de roseta.
Para esto se estudio el fenotipo de las mutantes de los genes antes mencionados,
SALK 105485 y SALK 117025 cuyos genotipos son homocigotos para la presencia de
la insercion.

En plantas germinadas en medio de cultivo y crecidas por 7 dias (figura 13) se
observa la presencia de los dos cotiledones abiertos y raiz principal sin desarrollo de

raices laterales, tanto en plantas silvestres como los mutantes homocigotos, sin
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observarse diferencias significativas en el largo de la raiz principal entre ambas (fig.
13.C). Debido a que no se encontraron diferencias, se continud observando las plantas

en cultivo.

En Ia figura 14 se muestra el fenotipo de las mutantes homocigotas con 14 dias
después de la germinacion en comparacion a la linea silvestre. Se observa la presencia
de hojas verdaderas y de raices laterales en ambas lineas. Segin el grifico de cajas se
observa una sobrelapacion de las poblaciones al medir el largo de la raiz principal, sin
embargo al analizar los datos se encuentra una diferencia estadisticamente significativa
en la longitud de la raiz principal de la linea mutante insercional SALK 105485 que
interrumpe el locus At5g16010 (figura 14.B) con respecto a las plantas silvestres. En
cambio este mismo andlisis no arroja diferencias en el caso de la mutante SALK 117025
que interrumpe el gen At2g16530 con respecto a la silvestre. Esto muestra que
mutaciones en estos dos genes no producen el mismo efecto en el desarrollo de la raiz.

Los resultados mencionados se obtuvieron sembrando las semillas en medio de
cultivo sdlido para plantas, lo que corresponde a condiciones optimas de crecimiento en
el laboratorio. Sin embargo, solo permite observar el desarrollo de las plantas hasta 2
semanas de edad por problemas de espacio. Asi, se procedid a crecer las plantas
utilizando medio hidropénico. En este caso Ia figura 15 muestra plantas de 35 dias en las
que se observa la constitucion de la estructura foliar de suelo llamada roseta en las
plantas silvestres y las mutantes analizadas. Se aprecié que esta estructura presentaba
maés hojas en las plantas mutantes por lo que se procedié a contar el nimero de hojas de

la roseta en cada linea, cuantificacion graficada en la figura 16. Segin el analisis
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Figura 13 — Fenotipo en las plantas mutantes homocigotas de 7 dias.
Fotos representativas de plantas mutantes del gen At5g16010 (A) como del
locus At2g16530 (B) crecidas en medio de cultivo por 7 dias. En cada
condicioén se incluyen plantas silvestres (WT) para comparar. No se observan
diferencias en cuanto al tamafio y la presencia de 6rganos. Se cuantificé el
largo de la raiz en 55 plantas silvestres, 41 plantas SALK 105485 y 34
SALK_117025. Los resultados se grafican en un grafico de cajas (C) en
donde el promedio de cada linea analizada es indicado por el simbolo “+”.
La direccion del vector de gravedad es sefialado por la flecha g. Barra de
tamafio: 1 cm
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Figura 14 — Fenotipo observado en las plantas mutantes homocigotas de
14 dias. Se muestran fotos representativas de plantas mutantes del gen
At5gl16010 (A) y del locus At2g16530 (B) crecidas en medio de cultivo por
14 dias. Para comparar en cada condicién se incluyen plantas silvestres
(WT). En C se expone un diagrama de cajas que muestra la longitud de la
raiz principal de 62 plantas silvestres, 48 plantas SALK 105485 y 31 plantas
SALK_117025. Segin anélisis post-ANOVA de Bonferroni (p<0,05), hay
diferencia estadisticamente significativa entre la mutante SALK 105485 y el
control (indicado por “*”), pero no entre la linea silvestre y SALK_117025.
Con un “+” se ensefia el promedio del parametro de cada linea analizada. La
direccién del vector de gravedad es sefialado por la flecha g. Barra de
tamafio: 1 cm
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Figura 15 — Fenotipo de las hojas de la roseta observado en las plantas
mutantes homocigotas de 35 dias. Se presentan en cada columna fotos de
tres plantas representativas de cada linea: plantas silvestres (WT; A, B y C),
mutantes del locus At2g16530 (SALK_105485; D, E y F) y mutantes del gen
At5gl16010 (SALK .117025; G, H, I). Notese el aumento en la cantidad de
hojas en las condiciones mutantes en comparacion al control (WT),
analizado en figura 15. Barra de tamafio: 1 cm




estadistico, 1a linea silvestre se caracteriza por poseer alrededor de 17 hojas por roseta en
cambio las mutantes insercionales analizadas, SALK 105485 posee 24 hojas y
SALK 117025, 21 hojas. Esto es un aumento significativo en la dotacion foliar en roseta
de las lineas mutantes con respecto a la silvestre. Sin embargo con respecto al tamafio y
forma foliar no se registraron diferencias entre ellas. Este resultado es muy interesante
ya que mostraria que los genes At2g16530 y At5gl6010 tendrian un papel en el
desarrollo de la planta, especificamente en la determinacion del niimero de hojas de
roseta.

Se observaron las plantas por periodos de tiempo més largos hasta la aparicion de
flores y semillas. Sin embargo, no se detectaron diferencias en el desarrollo de flores ni
de la capsula seminifera entre las silvestres y las mutantes en los dfas posteriores,

generando ambas semillas viables.
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Figura 16 — Cuantificacion del niimero de hojas de la roseta de las
plantas mutantes homocigotas de 35 dias. En este diagrama de cajas se
grafica el nimero de hojas en roseta de 25 plantas silvestres (WT), 16
plantas SALK 105485 y 26 plantas SALK 117025. Segiin analisis post-
ANOVA de Bonferroni (p<0,05) hay diferencia significativa entre las dos
mutantes y la poblacién silvestre, indicado por
promedio del pardmetro de cada linea analizada.
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4.4.- Internalizacion del marcador fluorescente FM4-64 en las lineas insercionales
homocigotas.

Los productos de los genes estudiados presentan anotaciones que los vinculan al
sistema de endomembranas, por lo que su disfuncionalidad podria afectar
compartimentos de este sistema o el proceso de la ruta secretoria y la internalizacién por
endocitosis.

El fluoréforo FM4-64 es un marcador de endocitosis en Arabidopsis, que ademas
permite visualizar la estructura de algunos compartimentos del sistema de
endomembranas. Al ser liposoluble, se inserta en la membrana plasmatica de las células
y es internalizado por procesos de endocitosis, marcando a distintos tiempos los
compartimientos involucrados en este proceso: endosomas, compartimento prevacuolar
y vacuola (Bolte S. y col., 2004). Esto permite estudiar la temporalidad de la endocitosis
y caracterizarla con respecto a los compartimientos marcados. Por esto decidimos
utilizar esta técnica para estudiar si la interrupcion de los genes ortélogos a DFGI10
afecta la temporalidad de la endocitosis descrita en plantas silvestres y la morfologia de
los compartimentos,

Estudios realizados en nuestro laboratorio han establecido la temporalidad que
sigue el proceso de endocitosis en plantas silvestres en nuestras condiciones
experimentales. El fluor6foro FM4-64 se une y permanece en la membrana plasmatica
de las plantas en condiciones de frio (4°C). Para observar el proceso endocitico, las
plantas se colocan a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) y sin el fluordforo.
Sesenta minutos después del inicio de la incubacion a 25°C, la marca se observa en los

endosomas, aunque hay fluorescencia en la membrana plasmatica. A 120 minutos, la
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fluorescencia se observa en la membrana vacuolar, ademas de los compartimientos
establecidos anteriormente. (Pérez P. y Norambuena L.; datos no publicados).

La figura 17 muestra la temporalidad de la internalizacion de FM4-64 en raices
de mutantes homocigotas SALK_117025 y SALK 105485 de 7 dias. En las dos
mutantes, a 0 minutos del inicio de la incubacion a 25°C (figura 17 A) se observa la
marca de fluorescencia alrededor de cada célula, por lo que se puede decir que el
fluoréforo se encuentra en la membrana plasmética. Sesenta minutos después (figura
17.B), se observa un patrén punteado dentro de las células. Esto es caracteristico de la
presencia del fluoroforo en los endosomas. A 120 minutos, la marca es apreciable en la
membrana vacuolar en ambas lineas, el cual es sefialado con flechas blancas en la figura
17.C. Este curso temporal del FM4-64 es similar a lo registrado para plantas silvestres.
Con respecto a la morfologia y el tamafio de los diferentes compartimientos
involucrados, no se observa alteracion aparente en los endosomas. La morfologia de la
vacuola en la linea mutante SALK_117025 no se observan cambios aparentes con
respecto a las plantas silvestres, sin embargo en la linea mutante SALK 105485 este
compartimiento se ve ligeramente afectado, lo cual se verificara en estudios posteriores.

Con este resultado podemos concluir que la interrupcitn de los genes At2g16530 y
At5g16010 no afecta el proceso endocitico en términos de su temporalidad ni en cuanto

a la morfologia de los endosomas.
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Figura 17 — Curso temporal de la internalizacién del fluoréforo FM4-64 en las
lineas mutantes SALK 117025 y SALK_105485. Cortes 6pticos provenientes de las
puntas de las raices de plantas de 7 dias de edad, muestran la ubicacién del fluoréforo
FM4-64 a 0 minutos (A), 60 minutos (B) y 120 minutos (C). Cada linea mutante es
sefialada en la parte superior de cada columna de imagenes. Cada seccién presenta un
plano general y un acercamiento el cual es representado por un cuadrado rojo dentro del
corte Optico. Las flechas blancas (en C) indican la presencia del fluordforo en la
membrana vacuolar. Los planos generales presentan un aumento de 400X y los
acercamientos, 2000X, excepto la imagen inferior derecha de la seccién C la cual
presenta un aumento de 1600X. En cada imagen se sefiala el tamafio de su barra de
escala.
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5.- Discusion

5.1.- Ortologia de DFG10 en Arabidopsis thaliana

La seleccion de los loci ortdlogos de DFG10 en Arabidopsis thaliana se basé en
la prediccion de YOGY, herramienta que integra diferentes predictores bioinformaticos
de ortologia en complementacién con la herramienta BLAST-P que encuentra
similitudes a nivel de secuencias proteicas en una amplia variedad de organismos de
diferentes reinos. Sin embargo, la falta de evidencia experimental que soporte estas
predicciones basadas en conservacion de secuencias es critica, por lo que es necesaria
una comprobacion experimental. Una de las alternativas que daria cuenta de la actividad
de los productos proteicos de los genes ortélogos de Arabidopsis seria la
complementacién del fenotipo mutante resistente a Sortin? en Saccharomyces
cerevisiae. Sin embargo, hay diferentes evidencias entregadas a continuacion que en
conjunto le brindan una mayor veracidad a la hipétesis de ortologia supuesta.

Segin PROSITE, las secuencias aminoacidicas de DFG10 y sus ortélogos poseen
un dominio esteroide-5-a-reductasa en su extremo carboxilo terminal. Esta actividad ha
sido descrita funcionalmente en Arabidopsis (Li J. y col., 1996 y 1997) y el gen
encargado de esta funcion se denomina DET2 (At2g38050), que participa en la ruta de
biosintesis de las hormonas vegetales llamadas brasinoesteroides. Estos poseen efectos
sinérgicos con otras hormonas como auxinas. y citoquininas y que afectan la expansion y
division celular, procesos de senescencia, diferenciacion vascular y sexual (Clouse S, &
Sasse J., 1998). La secuencia aminoacidica de esta enzima puede ser 1til para brindar
mds soporte a la confiabilidad de la hipétesis de ortologia a DFG10 en Arabidopsis ya

que permite relacionar filogenéticamente las secuencias aminoacidicas de DFG10 y sus
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ortélogos y contrastarlas con DET2 y secuencias descritas que poseen esta actividad 5-a~
esteroide reductasa en otros organismos como el ser humano (homo sapiens), rata (ratius
norvergicus), algodon (Gossypium hirsutum), entre otros (Luo M. y col., 2007). En
lafigura 18 se muestra un cladograma donde se observan claramente 3 grupos: uno
agrupa a DFG10 y sus ortélogos en Arabidopsis, dejando fuera a DET2 y sus ortologos
funcionales vegetales los cuales se agrupan en otro clister y las secuencias de
organismos mamiferos en otro grupo. Esto entrega un poco mas de confiabilidad a la

ortologia de DFG10 con las 3 secuencias de Arabidopsis.

———————————————-—i b . RSH5ARY
HomS5AR1

Figura 18 — Relacion filogenética entre las secuencias ortologas de
DFG10 (inclusive) y las secuencias ortologas de DET2 (inclusive). En este
dendrograma se utilizaron secuencias aminoacidicas de A. thaliana ortélogas
a DFG10 y ortélogas a DET2 (At2g38050) en organismos vegetales como
tomate (Solanum lycopersicum; LeDET2) y algodén (Gossypium hirsutum,
GhDET?2). Para robustecer ¢l analisis, se utilizaron secuencias de mamiferos
las cuales poseen reportes furicionales del dominio 5-o-esteroide reductasa:
ratéon (Mus musculus, MusS5AR), rata (Rattus norvergicus; RS5AR) y ser
humano (Homo sapiens; HomS5AR), cada cual posee dos isoformas 1 y 2,
las dos funcionales, Cada barra vertical simboliza el grupo conformado.

También apoyando la hipétesis de ortologia, la prediccion de TOPPRED arroja

una posible conservacion de la estructura terciaria en el dominio S-esteroide-reductasa.
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Ademas, en todas las secuencias se presenta una disposicion similar en el extremo amino
terminal, con un DTM cerca de la posicion 15, seguido de un “loop” conformado por
aproximadamente 35 aminoacidos y luego otro DTM. Esto indicaria ademas una
conservacion de la estructura terciaria en la regiéon amino terminal de las proteinas
dentro de genes ortélogos a DFG10.

Con respecto a la localizacién subcelular, no se conoce dénde se localiza DFG10
pero hay reportes de evidencia directa sobre la ubicacion subcelular de uno de sus
ortélogos en Schizosaccharomyces pombe (YFP9_SCHPO; 014264; Matsuyama A. y
col., 2006). Esta proteina se localiza en el reticulo endoplasmitico al igual que el
producto génico del locus At2g16530 (Tabla VI). Esta evidencia apoya que DFGI10 y

alguno de los ortdlogos en Arabidopsis presente una localizacion similar.

5.2.- Determinacion de mutantes insercionales homocigotas que interrumpen
la region génica de At2g16530 y AtS5g16010.

Se obtuvieron mutantes insercionales homocigotas para dos de los tres genes
ortélogos en Arabidopsis thaliana. Esto fue posible por la corroboracion del inserto en
las condiciones esperadas en la progenie, producto de la autopolinizacién de plantas que
presentaron el inserto de manera homocigota. Asi, se tiene un resultado confiable, ya
que por una parte se comprobd la heredabilidad del inserto de T-DNA en la posicion y
condicién génica deseada, lo que brinda confiabilidad y reproducibilidad a los
posteriores estudios, en el sentido de que los datos obtenidos utilizando las distintas
lineas mutantes efectivamente provienen de plantas mutantes. Por otra parte, se

comprobd que la estrategia planteada es eficaz para detectar falsos positivos.
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5.2.1.- Mutante SALK_113221

Segiin el planteamiento de Mendel, en la progenie proveniente de Ia
autopolinizacién de una planta heterocigota se deberia encontrar plantas que presenten
homocigosis del elemento estudiado. Sin embargo, las progenies estudiadas de la
mutante SALK 113221 no presentaron este genotipo en la generacion T2 ni en la T3.
Vale recordar que SALK 113221 se caracteriza por interrumpir un exon del locus
At2g¢16530, por lo que la ausencia de plantas homocigotas para la insercion,
interrumpiendo el marco de lectura abierto del gen, sugiere que esta mutacidén estd
causando letalidad en Arabidopsis. ; A qué nivel? La letalidad se puede presentar a nivel
del gameto o a nivel de desarrollo embrionario. Ambas generan la imposibilidad de
rescatar la condicién de homocigocidad, sin embargo es posible discriminar ambos
criterios por la proporcion del genotipo obtenido en la progenie: si presenta letalidad a
nivel del embridn, la proporcion de plantas heterocigotas con respecto a las sin insercion
serd de 2:1, mientras que si existe letalidad gametofitica la proporcion heterocigoto: sin
insercion serd de 1:1, hablando en términos tedricos. La mutante SALK 11322}
presentd una proporcién de 1,7 heterocigotos por 1 sin el inserto de T-DNA en la
generacion T2 y de 5 heterocigotos por una planta sin insercion. Anélisis estadisticos
(prueba +* de Pearson; p<0,05) dieron cuenta del rechazo de la proporcién 1:1 en la
generacion T3, caracteristica de letalidad gametofitica, en contraste con la aceptacion de
la proporcién 2:1. Esto sugiere que la insercién en secuencias codificantes del locus
At2g16530 provoca letalidad a nivel del embrién y no a nivel de sus gametos. Sin

embargo, para asegurar esta afirmacion en base a la segregacion de los genotipos, se
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debe realizar este analisis en una poblacién mucho mds abundante, del orden del
centenar de plantas como lo expuesto en Neuffer M. & Sheridan W., 1980.

En concordancia con lo expuesto sobre la letalidad, se puede hipotetizar sobre la
importancia del producto génico del locus de At2g16530 en el desarrollo del embrion,
por lo que se procedié a analizar la presencia de su transcrito en estadios de desarrollo
del embrion en Arabidopsis mediante la herramienta bioinformatica eFP
(http://www.bar.utoronto.ca). Se reporté que el transcrito del gen At2g16530 presenta
una alta expresion en el primordio de raiz en la fase torpedo del desarrollo embrionario,
con respecto a las demas partes del embrion en ese estadio, las cuales presentan el
transcrito pero a niveles basales. Estas evidencias sugieren una participacién del
producto génico del locus At2g16530 en el desarrollo del embrion, posibiemente durante
la fase torpedo, en Ia zona donde se encuentra el primordio de la raiz de la planta, por lo
que seria interesante caracterizar este locus en el desarrollo del embrién a nivel

anatémico y molecular.

5.3.- Caracterizacién fenotipica de las mutantes insercionales homocigotas.

El fenotipo de un organismo depende fuertemente de variables aleatorias que se
trataron de minimizar con procedimientos técnicos como crecer en una misma placa de
cultivo tanto plantas silvestres como mutantes y poseer un gran tamafio de muestreo
(mayor a diez plantas en cada experimento). Aun asi, los experimenios donde se
analizan fenotipos morfolégicos en plantas presentan una alia variabilidad. Por esto se

prefirié, para graficar los resultados, ocupar el diagrama de cajas que muestra la
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distribucién de toda la poblacién, mas que los graficos de barra que solo muestran un
valor representativo de cada poblacion.

Aun tomando en cuanta esta variabilidad intrinseca, se registraron diferencias
estadisticamente significativa en la linea SALK_ 105485 en comparacién con la linea
silvestre respecto al desarrollo de la raiz primaria en 14 dfas de cultivo y en el nimero de
hojas en la roseta en ambas mutantes. También, es importante recalcar la presencia de
datos extremos en la condicién mutante que no se registraron en plantas silvestres. Esto
es patente en la alteracién que se produjo en la dotacién foliar en roseta donde se
cuantificaron en algunas estructuras mutantes més de 30 hojas cuando el méximo en
plantas silvestres fue de 23 hojas por roseta. Y viceversa, en lineas mutantes no se
cuantificaron rosetas que presentaran menos de 15 hojas, mientras que el 25% de las
plantas silvestres analizadas poseen sélo 15 hojas. Esto sugiere que la sola interrupcion
de estos genes le brinda caracteristicas distintivas a las lineas mutantes con respecto a la
silvestre.

Como se observa un fenotipo diferencial en las lineas mutantes con respecto a las
plantas silvestres, se puede hipotetizar una alteracién de los niveles de los productos
proteicos de los loci estudiados en Ia planta. Sin embargo es necesaria la cuantificacion
de esta alteracién a nivel de la expresion génica, estableciendo una relacion mas
fidedigna entre el fenotipo diferencial reportado y la alteracién en la presencia y
abundancia de los transcritos correspondientes en estas lineas mutantes.

Otro punto a considerar es el que se menciond en el apartado 5.1. Hay reportes
que indican la actividad ya caracterizada del dominio 5-o-esteroide-reductasa en plantas,

en la proteina DET2. El fenotipo mutante, def-2, muestra que estas plantas al crecer en
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luz son enanas, mientras que en oscuridad presentan cotiledones abiertos e hipocotilo
pequefio con respecto a las plantas silvestres. Tanto el fenotipo de estas plantas en luz
como en oscuridad es diferente al que presenta las mutantes insercionales homocigotas
(el crecimiento en oscuridad no fue mostrado), por lo que sugiere que DET2 y los
ortélogos de DFG10 en Arabidopsis cumplen distintas funciones a nivel de organismo y
que posiblemente estos ortologos no participan en la via de biosintesis de
brasinoesteroides.

Por ultimo, se observa un fenotipo en las lineas mutantes homocigotas
insercionales con diferencias significativas respecto a las plantas silvestres, lo que
sugiere fuertemente que la interrupcion de los genes correspondientes tiene un efecto en
el desarrollo de la planta. Sin embargo, se han hecho estudios en que se caracteriza que
las mutantes SALK presentan en promedio 1,5 inserciones por planta (Alonso J.M y col,
2003). Asi, es posible que exista otra insercion de T-DNA en el genoma de las lineas
obtenidas en este seminario, por lo que hay una probabilidad de que el fenotipo
registrado se deba a la insercion de T-DNA localizada en otra regién del genoma y no a
la disrupcién del correspondiente locus estudiado. Para comprobar si el fenotipo se debe
directamente a la interrupcion del elemento génico en cuestion se debe primero realizar
Southern blot para determinar la existencia de otras inserciones de T-DNA. Si ¢l ensayo
de Southern blot muestra que hay varias inserciones es necesario realizar un ensayo de
complementacién del fenotipo iniroduciendo en el genoma de las lineas mutantes la
version silvestre del locus interrumpido por la insercion y analizar el fenotipo de la

planta resultante.
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5.4.- Internalizacion mediada por endocitosis del compuesto fluorescente
FM4-64 en las mutantes insercionales homocigotas

La internalizacién del fluoréforo FM4-64 permite estudiar el curso temporal del
proceso endocitico. Segin las predicciones bioinformaticas y anotaciones de
localizacion subcelular, los productos proteicos ortdlogos de DFG10 en Arabidopsis
estarfan dentro del sistema de endomembranas y estarian implicados en el metabolismo
de lipidos. Se ha reportado que la composicién lipidica de las membranas regula
diferentes rutas del sistema de endomembranas, en especial endocitosis (van Meer G. &
Sprong H., 2004; Moreau P. y col. 2007; Boutt¢ Y & Grebe M, 2009). No obstante,
seglin los resultados no se observo diferencia en el curso temporal de la endocitosis en
las lineas mutantes homocigotas, por lo que sugiere que estos genes no son importantes
para estos parametros. La morfologia vacuolar en raices de la linea mutante
SALK_105485 parece ser afectada, sin embargo se necesitard confirmar este fenotipo
mediante estos mismos estudios pero manejando un mayor nimero de plantulas. Por otra
parte, los estudios con FM4-64 permiten observar sélo una de las rutas del sistema de
endomembranas (la endocitosis), por lo que posiblemente podria verse afectadas otras
rutas que pueden ser estudiadas mediante distintos marcadores fluorescentes o con
distintos biomoduladores de accion conocida en la alteracidén en el sistema de
endomembranas.

5.5.- Estudios posteriores utilizando el compuesto Sortin2

Es interesante la posibilidad de estudiar el fenotipo que estas mutantes
presentarian al ser germinadas en distintas concentraciones de Sortin2. Como se

menciond en la introduccion, la mutante de Saccharomyces cerevisiae dfgl0 presentd
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resistencia al compuesto con respecto en la secrecién de CPY al medio extracelular; por
lo que se esperaria en primera instancia una resistencia fenotipica frente a este
compuesto en las mutantes insercionales homocigotas con respecto a las plantas
silvestres. El fenémeno de redundancia génica registrado aqui con la identificacion de
tres ortologos a DFG10, hace pensar que las mutantes serian sensibles a este compuesto
como una gran posibilidad. Esto se podria manejar realizando mutantes dobles
homocigotos para ambos genes interrumpidos, At2g16530 y At5g16010.

En plantas silvestres, Sortin2 causa una alteracion del curso temporal de la
endocitosis (Perez P & Norambuena L., datos no publicados) por lo que seria interesante
estudiar el proceso de endocitosis en mutantes insercionales homocigotas en presencia

de Sortin2, ya sea en las mutantes unicas o en las dobles.
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6.- Conclusiones

e Los ortélogos proteicos en Arabidopsis thaliana de DFG10 identificados por
herramientas bioinformaticas, Atl1g72590, At2gl6530 y At5g16010, presentan
caracteristicas similares en cuanto a su estructura proteica, a la disposicion de dominios
de transmembrana y a la prediccién de dominios funcionales.

e Fue posible obtener lineas mutantes que presentaran el inserto de T-DNA
interrumpiendo los genes At2g16530 y AtS5g16010 de manera homocigota.

s La interrupcién del gen At2g16530 en un exén, linea SALK 113221, se obtuvo
solo en condiciones de heterocigosis, aun cuando se analizaron las progenies T2 y T3.

e Fl fenotipo de la mutantes insercionales homocigotas SALK 105485 que
interrumpen el locus At5g16010, present6 diferencias estadisticamente significativas con
respecto al de las plantas silvestres en el largo de las raices primartas de 14 dias de
cultivo.

e El fenotipo de las mutantes insercionales homocigotas SALK 117025 vy
SALK_ 105485 que interrumpen los loci At2g16530 y At5gl6010, respectivamente,
presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al de las plantas
silvestres en el nimero de hojas de roseta de 35 dias de cultivo.

» Las lineas mutantes insercionales no presentaron alteraciones aparenies con

respecto al curso temporal del proceso endocitico en comparacion al de las plantas

silvestres.
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