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RESUMEN.

En Arabidopsis thaliana, la localizacién en la membrana celular de la familia de
proteinas PIN determina el transporte polar de auxina, generando y manteniendo
gradientes fundamentales tanto para el desarrollo embrionario y post-
embrionario como para las respuestas trépicas de las plantas. Se ;ancontré en
mas de un caso la participacién conjunta de distintos integrantes de la familia de
proteinas PIN en determinar los flujos netos de la auxina en un tejido. Cada una
de las proteinas PIN se acumula en distintos tipos celulares en un mismo tejido
y, dentro de estas células, cada una se localiza en distintos lugares en la
membrana plasmatica. Este hecho nos sugiere la existencia de factores propios
del tejido que determinan la localizacion polar conjunta de las proteinas PIN a
distintos dominios en la membrana plasmatica y, en definitiva, el transporte polar
de auxina en un tejido. Para evaluar esta hipétesis, se realizd un intercambio de
promotores entre tres componentes de la familia PIN ;:le A. thaliana para expresar
cada una de ellas en distintos tipos celulares, que normalmente no las acumulan.
Se generaron las combinaciones entre los promotores y los ORF de Pin1, Pin2 y
Pin3 y con ellas se generaron plantas transgénicas. Ademas con cada uno de los
promotores se hicieron fusiones fraduccionales con el gen reportero uidA para
determinar en que tipos celulares son activos estos promotores. Ademas se
sintetizaron anticuerpos policlonales contra PIN1, PIN2 y PIN3 y se analizé su
especificad. Con el anticuerpo antiPIN2 se detecté polarmente localizada a la

proteina PIN2 en la epidermis, corteza y cap lateral en el &pice de la raiz.




ABSTRACT.

In Arabidopsis thaliana the cellular Jocalization of the auxin efflux carriers, PINs,
determines polar auxin transport, which in turn generates gradients fundamental
for embryonic and post-embryonic development as well as plant tropic
responses, It has been demonstrated that PIN proteins play an important role in
determining polar auxin transport. Each member of the family of PIN proteins
accumulates in different cell types and has a specific polar localization in the
membrane of these cells. This suggests that there exists specific cellular factors
that determine the location of PIN proteins and, subsequently, polar auxin
transport. To evaluate this hypothesis, promoter swapping was realizgd between
three members of the A thaliana PIN gene family, expressing each of them in cell
types where they do not normally accumulate such that the localization of the
ectopically expressed proteins may be analyzed. Constructs containing these
combinations were generated between the promoters and the open reading
frames of Pin1, Pin2 and Pin3 and were transformed into Arabidopsis thaliana.
Additionally, each promoter was transiationally fused with the reporter gene
uidA, to determine in which cell types these promoters are active. Polycional
antibodies against PIN1, PIN2 and PIN3 were synthesized and analyzed for their

specificity. Additionally, Anti-PIN2 was used to detect the cellular localization of

the PIN2 protein using whole mount immunolocalization.
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ABREVIACIONES.

ABRC Arabidopsis Bioresource Center
ADN Acido desoxiribonucleico

ARF-GEF ADP ribosylation factor-guanine nucleotide-exhange factor

BAC Bacterial artificial chromosome
BCA Bicinchoninic acid

DIC Differential interference contrast
DPG Dias post-germinacién

GUS B-Glucouronidase

gDNA ADN genémico

1AA Indol acetic acid

mdr multidrug resistance genes
PCR Polymerase chain reaction

pb pares de bases nucleotidicas
sitm1 Sterol methyltransferase 1

UTR Uniranslated region

wt wild type




INTRODUGCION.

En la dltima década se ha acumulado extensa evidencia que relaciona estrechamente
el transporte direccional de la hormona vegetal auxina a distintos procesos
aparentemente sin conexion, como la generacidén y mantencién del meristema apical
de [a raiz (Sabatini y col, 1999), la organogénesis (Benkova y col, 2003} y la
diferenciacion del tejido vascular (Galweiler y col, 1998), asi como la respuesta a
estimulos trépicos como la !uz y la gravedad (Blakeslee y col., 2004; Friml y col,
2002a). Sin embargo, a nivel celular todos estos procesos regulan la distribucion de
auxina por medic de una maquinaria de fransporte comin. La auxina acide indol
acético |AA se encuentra en el apoplasto en su forma protonada IAAH, en la que puede
ingresar a la célula tanto por la accién de proteinas transportadoras (fos influx carriers),
como por simple difusion a través de la membrana. Una vez dentro de la célula, la

auxina queda en su forma anidnica IAA", que es incapaz de difundir libremente por la

membrana celular, pudiendo ser transportada fuera de la célula sélo por la accion de
otro tipo de proteinas transportadoras de membrana, los efflux carriers PIN. Se ha
demostrado que la accion conjunta de ambos tipos de transportadores en los tejidos y
tipos celulares donde co-expresan pueden regular etapas criticas en la respuesta del
tejido en la formacion de nueves drgancs como hojas, flores y raices laterales
(Benkova y col., 2003; Reinhardt y col., 2003), asi como en la respuesta gravitropica de
la raiz (Friml y col., 2002a). Sin embargo, son los efflux carriers los que parecen ocupar
un rol fundamental en mantener los flujos de auxina presentes en un tejido y

redireccionarlos en respuesta a estimulos externos (Friml y col, 2002a) y en el




desarrollo embrionaric (Friml y cof., 2003a) y post-embrionario (Benkova y col., 2003:
Reinhardt y col., 2003)

En el genoma de Arabidopsis thaliana hay ocho loci correspondientes a la familia de
los efflux carriers PIN, cinco de los cuales tienen alguna funcién conocida (Pinf, -2, -3,
-4, -7. Galweiler y col,, 1998; Muller y col, 1998; Friml y-col, 2002a; Friml y col.,
2002b). Interesantemente, estos loci “funcionales” pertenecen a una subfamilia de
genes, debido a que poseen una estructura de exones e intrones similar, que se
encuentra bien representada en mono- y dic;otiledc'meas (Papanov y col, 2005).
Ademas estos loci codifican para proteinas que tienen una topologia similar. Las
proteinas PIN1, -2, -3, -4 y -7 comparten una alta homolagia en las dos grandes
regiones hidrofobicas que se encuentran en el amino- y en el carboxilo-terminal, de
entre 4 y 5 segmentos de transmembrana cada uno (Figura 1). Estos dos dominios,
donde posiblemente reside la actividad transportadora, estan unidos por un bucle
hidrofilico, probablemente citosolico, altamente variable entre las proteinas (Figura 1).
En estas regiones no existen dominios funcionales conocidos. Por otro lado, las
proteinas PINS, PING y PIN8 perdieron alguno(s) de estos dominios.

La localizacidén polarizada de los componentes de la familia PIN en la membrana
plasmatica coincide con la direccién del flujo de auxina in vivo, lo que nos hace pensar
que estas proteinas son efectivamente las transportadoras de auxina o que, por lo
menos, estan esirechamente relacionadas con él, tal vez a través de la formacién de
complejos proteicos (Lusching, 2001). Por ejemplo, en la raiz primaria se determino
que PINT estd basalmente localizado en las células de la vasculatura del eje de la
inflorescencia y de la raiz y en las dos capas adyacentes a la vasculatura en la raiz,

periciclo y endodermis (Galweiler y col., 1998; Friml y col., 2001b). PIN2 esta localizado

apicalmente en el cap lateral, la epidermis y la  corteza,
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donde ademés se localiza en la cara lateral adyacente a la epidermis (Muller y col.,
1998, Figura 2). PIN3 esta expresado en los tejidos que sensan los estimulos
gravitropicos. En hipocotilo y tallo se localiza en la superficie lateral de la célula (Figura
2}. En la columella de la raiz, PIN3 esti simétricamente distribuido. Sin embargo, en
respuesta a estimulos gravitropicos esta proteina se relocaliza lateralmente en un
mecanismo qu‘e depende de actina (Friml y col, 2001a). PIN4 se expresa en las
células del centro quiescente de la raiz y en las proximidades del meristema, sin
polaridad pronunciada (Friml y col, 2001b). PIN7 reside en las membranas basai ¥
lateral de las células iniciales de la vasculatura en el meristema y la zona de
elongacion, mientras que coincide en los dominios con PIN3 en la columella de la raiz

(Blilou y col., 2005} (Figura 2).

La expresion de los genes PIN en la raiz primaria se da en dominios especificos que
pueden solaparse, aunque cada una de las proteinas PIN se localiza en la membrana
celular de una manera polarizada particular. Ambas caracterfsticas las hacen un buen
modelo para el estudio de los mecanismos involucrados en determinar la polaridad
celuiar. ¢Cuales son los factores o sefiales que determinan la destinacién polarizada
de las proteinas PIN a la membrana celular? jEstos mecanismos son célula-

especificos o estan determinados en la secuencia o estructura proteica de los PIN?

Factores intracelulares involucrados en la destinacién de las proteinas PIN a la
membrana plasmatica. .o
No obstante la extensa evidencia que liga a las proteinas de la familia PIN con el

transporte de auxina (Friml 2003c), los factores que regulan su destinacion polarizada
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Figura 2 La localizacion polar de PIN1, PIN2 y PIN3 en las células del apice de la raiz de
Arabidopsis thaliana define la direccion del transporte polar de auxina. A. Dibujo
esquematico de los tipos celulares que forman parte del apice de la raiz primaria de Arabidopsis
thaliana. Existe en el centro un grupo de celulas meristematicas que dan origen al resto de los
tejidos, salvo a las células de la columella que se originan del centro quiescente. B. El
transporte de auxina en el apice de la raiz es acropétalo (hacia el meristema o apice) en la
vasculatura, y basipétalo (alejandose del meristema) en la corteza y la epidermis. El flujo neto
de auxina (9 ) puede ser explicado por la localizacién polar de los putativos efflux carriers PIN.
En la vasculatura, PIN1 se localiza basalmente en la membrana celular transportando la auxina
acropetalamente hacia la zona meristematica y de la columella, donde PIN4 (no mostrado) y
PIN3 y PIN7, principalmente, la redistribuyen hacia el cap lateral. El transporte basipétalo por la
corteza y el cap lateral se explica por la accion de PIN2, que en estos tipos celulares se localiza
apicalmente. Adaptado de Friml 2003c.

a la membrana plasmatica en los distintos tipos celulares que las expresan no estan
del todo claros. Evidencias previas involucraron a los flavonoides endégenos como
reguladores naturales del transporte polar de auxina (Peer y col., 2004). Estos autores
demostraron que la localizacion polar de alguno de los componentes de la familia PIN
cambia en mutantes deficientes en la biosintesis de flavonoides. Se conoce en
modelos animales que los flavonoides afectan la actividad de quinasas por lo que se
piensa que los flavonoides estarian influyendo en la fosforilacién de proteinas o lipidos.
Esta hipotesis se ve apoyada por la deslocalizacion de PIN1 mostrada en el mutante
pid de Arabidopsis, que tiene un defecto en una putativa Ser/Tre quinasa (Christensen
y col., 2000). La sobrexpresion de PID cambia la localizaciéon polar de PIN1 de basal a

apical, mientras que mutantes de pérdida de funcion muestran un cambio de apical a




basal (Friml y col.,, 2004). Los blancos moleculares de PID no estan claros, aunque
recientes evidencias lo vinculan con la proteina quinasa dependiente de fosfolipidos
PDK1 (Zegzouti y col., 2008), quien actuaria como activador de PID en respuesta a
estimulos percibidos en la membrana plasmatica. Por otro lado, se ha mostrado que
las proteinas PIN reciclan constitutivamente desde la membrana celular hasta
compartimentos endosomales, en un proceso regulado pt;r el ARF-GEF GNOM vy el
citoesqueleto de actina (Steinmann y col., 1999, Geldner y col,, 2003). Este reciclaje
constitutivo no tiene relacion con una sintesis de novo de la proteina, sino que permite
una rapida respuesta de la célula frente a cambios en estimulos externos como lajuz y

gravedad (Friml y col., 2002a, Blakeslee y col,, 2004).

La identidad lipidica de la membrana parece jugar un papel importante en determinar la
polaridad celular. El mutante STEROL METHYLTRANSFERASE 1 (stm1) fue primero
identificado por defectos en el patrén de la raiz, pero la posterior clonacién del gen
reveld gue codifica una enzima involucrada en la sintesis y composicién de esteroles
de membrana. stmi muestra defectos generales en la localizacién polarizada de
- organelos como el nucleo y los amiloplastos en la célula, asi como la deslocalizacion
de las proteinas PIN1 y PIN3 en la membrana plasmatica (Willemsen y cof., 2003).
Esto, junto a evidencias que vinculan el tréfico de proteina PIN2 con el de esteroles de
membrana en endosomas tempranos ARAB-positivos (Grebe y col,, 2003), dan luces
para la existencia en Arabidopsis de dominios de lipidos de membrana tipo RAFTSs, que
juegan un rol importante en determinar sitios especificos de destinacion de proteinas a
la membrana celular en animales (Brown 2000), pero aln no se demuestra su
existencia en plantas. La posterior caracterizacion de proteinas de la familia tipo

multidrug resistence genes (mdr) en Arabidopsis revelo su participacion directa tanto




I ¥ 0

RER  RRR EER

. Factor celular mas factor
Factor especifico celular Factor proteico proteico

Y
Complejo Transportador de Auxina () Factor Especifico Celular Factor proteico
ple) p

Figura 3. Distintos modelos propuestos para explicar la destinaciéon polarizada de las
proteinas PIN. Ante la pregunta de qué determina la destinacion polarizada de las proteinas
PIN en los distintos tipos celulares que los expresan en un tejido en particular (por ejemplo, el
apice de la raiz), nos planteamos tres distintas alternativas. A. La primera alternativa es que
existe un factor propio del tipo celular (Factor X) que determina donde se localizara la proteina
PIN, sin importar cual de ellas sea. B. La segunda alternativa es que existe dentro de la
secuencia o estructura de la proteina PIN una sefial (sefial Y) que es capaz de determinar por si
sola la localizacién polar de cada una de las proteinas PIN. C. La tercera alternativa es una
suma de las dos primeras, es decir, tanto factores propios del tipo celular como sefiales en la
estructura o secuencia de la proteina determinan en conjunto la destinacién polarizada de las
proteinas PIN.

en el efflux de auxina como en la estabilizacion del complejo transportador
(caracterizado por las proteinas PIN) en la membrana plasmatica en dominios de

membrana tipo-RAFTs (Geisler y col., 2005).

Entonces la localizacion polar de las proteinas PIN depende de mdltiples factores de
naturaleza proteica como lipidica que pueden determinar en conjunto la destinacion
polarizada de estas proteinas a la membrana plasmatica. ;Qué determina la
localizacién polarizada de las proteinas PIN en los distintos tipos celulares que los
expresan? Para explicar esta pregunta nos planteamos tres distintos modelos (Figura

3). El primero es que existen factores de naturaleza proteica o lipidica propios de cada
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tipo celular que determinan donde se destinara cada una de las proteinas PIN, sin
importar cual sea ésta (Figura 3A). La ofra alternativa Ees que existen sefiales dentro de‘
la secuencia o estructura proteica de las proteinas PIN que son suficientes para
determinar ia destinacién polar de cada una de ellas, sin importar de qué tipo celular se
trate (Figura 3B). La tercera alternativa considera la existencia tanto de factores
propios del tipo celular como sefiales presentes en las proteinas que determinan en
conjunto [a destinacion polar de las proteinas PIN a la membrana plasmatica (Figura

3C).

Con el fin de mostrar que existe un mecanismo célula-especifico que determina la
destinacién polarizada de los componentes de la familia PIN, se realizard un
intercambio de promotores entre tres proteinas de la familia PIN, lo que permitird
expresar Pin1, Pin2 y Pin3 en dominios donde normalmente no se expresan (realizar

una expresion ectopica) y evaluar su nueva localizacion en la membrana plasmatica.
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HIPOTESIS,
“Facfores intrinsicos celulares pueden estar involucrados en deferminar Ia localizacion

polar de los transportadores de auxina PIN”

OBJETIVO GENERAL,
Desarrollo de herramientas moleculares para analizar si factores intrinsicos celulares

determinarian la localizacion subcelular de fos PIN

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar los sitios de funcionalidad de los promotores de Pint, Pin2 y Pin3 en

Arabidopsis thaliana.

2. Intercambio entre los promotores y los marcos de lectura abierto de Pint, Pin2y

Pin3 in planta.

3. Desarrollo de cruces entre el marcador de los gradientes de auxina
DR5&rev:GFP y los mutantes pin para comprobar la funcionalidad de las

proteinas PIN expresadas ectopicamente por el intercambio de promotores.

4. Disefio y caracterizacion de anticuerpos policlonales contra las proteinas PINT,

PINZ y PIN3.




MATERIALES Y METODOS.

1. Constructos de DNA

1.1 Purificacién de ADN plasmidial.

Usualmente, la bisqueda de colonias positivas para los clones se hizo mediante la
digestién de ADN plasmidial extraido de cultivos de noche de bacterias usando el
meétodo de lisis alcalina (Zhou y col., 1990). Brevemente, 1mL de cultivo de noche se
centrifugd y el precipitado se resuspendié en 300 pL de tampdn TENS (Tris-HCI 100
mM pH 7,5, EDTA 1 mM, NaOH 0,1 M, SDS 0,5 %) se agité en vértex y se le agregd
150 pL de Acetato de Potasio 3 M pH 4,7. Se vuelve a agitar con vortex, y se centrifugé
por dos minutos a 14000 rpm. Luego al sobrenadante se le agregaron 800 pL de etanocl
absoluto, se mezcld por inversion y se centrifugd 2 min a 14000 rpm. El precipitado se
lavdé una vez con etanol 80% frio, se secd y resuspendié en 20-40 pL de agua
nanopura estéril con 10 ug/uL de RNAsa A (Fermentas). El ADN obtenido es apto para
su utilizacién en reacciones de PCR y de digestién con enzimas de restriccion. Este
mismo protocolo se adapté en el laboratorio para hacer minipreps de Agrobacterium
fumefaciens. El precipitado de 2 mL de un cultivo de noche se resuspendio en 100 pL.
de una solucion glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris 25 mM pH 8,0, se agité usando
vortex y se incubd a temperatura ambiente por 5 min. Luego se agregaron 20 pl de
lisozima 20 mg/mL, se agité por unos segundos y se incubé a 37°C por 15 min. Luego
se agregd 200 pL de una solucion fresca de NaOH 0,2 M, SDS 1%, se mezclé por
inversion y se incubé 5 min en hielo. Luego se procedié como en la miniprep de E. coff
desde el paso de agregado de Acetato de Potasio. Con el ADN extraido se realizaron

reacciones de PCR o se transformaron bacterias de E. coli para propagar el vector.
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1.2 Anadlisis de restriccion de ADN plasmidial.

La verificacion de las colonias positivas para todos los clones se hizo mediante el
patron de digestién con enzimas de restriccidon hecho sobre ADN plasmidial extraido
con el método de lisis alcalina {descrito en Materiales y Métodos 1.1). Estas reacciones
de digestion de ADN con enzimas de restriccién se hicieron tipicamente a 37°C, por 1-
3 h, usando 2 pL de ADN plasmidial, tampdn de reaccion 10X y 0,3 pL de la enzima en
un volumen total de 20 pL. Cuando fue necesario hacer dobles digestiones la enzima
de restriccion se inactivé por calor y se purificd el ADN luego de la primera digestion
precipitandolo con etanol. A un volumen de reaccién se le agregaron 2,5 voltimenes de
etanol absoluto frio (-20°C) y 0,1 volimenes de Acetato de Sodio 3M pH 5,2, se mezcl6
por inversion, y se precipité a —20°C por 1 h. Luego se centrifugd 15 min a 4°C, se
retiré el sobrenadante y se lavo tres veces con etanol 80% frio. Después se secé el
ADN a temperatura ambiente o a 37°C y se resuspendié en el volumen deseado de

agua para realizar [a segunda digestion.

1.3 Construcciones Promotor-PIN:GUS.
1.3.1 Obtencion de los promotores.
Las secuencias promotoras se definieron usando la herramienta informatica Mapviewer

disponible en el sitio web hitp://www.arabidopsis.org/. Con esta herramienta se puede

visualizar una secuencia codificante en el contexto de su cromosoma, lo que permite
ver ademas las secuencias de los putativos genes vecinos. Asi un promotor se definid
como la regién intergénica, rio arriba del coddn de inicio de la traduccién ATG, de un
largo variable no inferior a los 1000 pb. El promotor de PIN1 es de 1932 pb, el de PIN3

es de 1764 pb y el de PIN4 es de 1764 pb. En el caso del promotor de PINZ, la

-
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Tabla I. Clones y BACs usados en el presente trabajo. Estos clones fueron obtenidos de

stocks Internacionales Arabidopsis Bioresource Center (ABRC, *) y de RIKEN (.

Nombre Tipo Vector Caracteristicas

U12338" clont PIN1 ORF pUnis1 ORF de PIN1 enun veg{:g{ut:tz.rg%g?binacién universal. No

u21751* clon PIN2 ORF pUnis1 ORF de PiN1 enun veci:rtlglru(:z rcle%%r.nbinacién universal. No
RAFLO7-12-J09 % | clon PIN3 ORF AZAP Clon de una genoteca construida a partir de plantula

completa de {res a cuatro semanas. Secuencia incluye UTRs.

Genoteca de Arabidopsis thaliana construida con DNA
FeDs5* PIN1 BAC PBELOBAC-KAN gendmico de callos de raiz y clopados en un cromosoma
artificial bacteriano.

Genoteca de DNA genomico exiraido de nicleos de
mMuLz? PIN2 BAC pAD10SACBIl | Arabidopsis thaliana y clonados en un cromosema artificial de
bacteria.

Genoteca de Arabidopsis thaliana construida con DNA
F15H11" PIN3 BAC PBELOBAC-KAN gendmico de callos de raiz y clonados en un cromosoma
artificial bacteriano.

secuencia es toda la region intergénica, lo que corresponde a un fragmento de 1399
pb.

Los promotores de PINT (pPIN1), PIN2 (pPIN2), PIN3 (pPIN3) y PIN4 (pPIN4) fueron
amplificados por PCR desde DNA exiraido de cromosomas artificiales de bacterias
(BACs, Tabla ), usando los partidores especificos NM9 y NM10 (detalles de todos los
partidores en Tabla V1) para pPIN1 (1932 pb), NM11 y NM12 para pPIN2 (1399 pb),
NM21 y NM22 para pPIN3 (1764 pb) y los partidores NM25 y NM26 para pPIN4 (1764
pb). lLas reacciones de PCR fueron estandarizadas usando Taq polimerasa,
obteniéndose el siguiente protocolo éptimo: 94 °C 4 min, 30 ciclos de 94 °C por 30 s,
55 °C por 30 s y 72 °C por 2 min, y finalmente 72 °C por 10 min). Luego se hizo la
reaccion con las enzimas con actividad comrectora Pfu DNA polimerasa (Fermentas) o
Acc_yTherm@ DNA polimerasa (GeneCraft), usando las condiciones estandarizadas
para amplificar con Tagq, pero con el doble de tiempo de elongacion debido a que este
tipo de enzimas tienen una -procesividad menor. Los amplificados de PCR obtenidos

con enzimas con actividad correctora, Pfu o Accutherm, dan como producto fragmentos
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de extremos romos. La posterior adicién de una adenina en sus extremos (adenilacion)
permite el clonamiento en vectores T como pGEM-T o pBlueScript-T. Para la
adenilacion se mezclaron en un tubo de PCR tampén Taq polimerasa (Tris-HCI 10 mM,
KCl 50 mM, MgCl; 1,5 mM, pH 8,3), Taq polimerasa, 0,5 mM desoxiadenina, y 200 ng
de inserto romo. La mezcla se incubd a 72°C por 30 min. Luego de esto, el inserto
queda apto para rea]iz:dr [a ligacidon con pGEM-T o pBlueScript-T.

Las cantidades de vector para hacer la ligacién estuvieron en el rango de 20-50 ng en
la reaccién de ligacién, y de inserto idealmente sobre 40 ng para un volumen final de
reaccion de 10 pL. Una reaccién tipica de ligacion contenia entre 20 y 50 ng de vector,
30-40 ng de inserto, 10 mM ATP fresco, tampon de ligacion (Tris-HCI 30 mM, MgCl, 10
mM, DTT 10 mM, ATP 10 mM, pH 7,8}, y 0,25 unidades Weiss/uL de ligasa T4
(Fermentas), y se incuba toda la noche a 16°C. Los productos de PCR adenilados
fueron clonados y secuenciados en los vectores pGEM-T (pPIN1, pPIN3, pPIN4) o en
pBluescript-T (pPIN2), comprobandose la ausencia de mutaciones puntuales en sus

secuencias.

1.3.2 Clonaci6n de los promotores PIN en el vector binaric pBI101.3.

En los partidores para amplificar los promotores se introdujo sitios de corte de enzimas
de restriccién que permiten hacer la fusion con el gen reportero GUS (y ademés con
los ORFs de los transportadores, como se verd en el punto 1.2 de Materiales y
Métodos). En los partidores NM9, NM11 y NM22 se introdujo el sitio de corte para Sall,
que queda flanqueando el promotor en el extremo &'. En los partidores NM10, NM12 y
NM21 se introdujeron los sitios de corte para Ncol y Pstl, ambos sitios en el 3' del
promotor, separados por dos pares de bases que permiten dejar en marco el ATG del

sitio Ncol con el ATG del ORF (ver Tabla VI, Materiales y Métodos 1.2). Los clones de
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los promotores en pGEM-T o pBlueScript-T se cortaron con las enzimas Sali y Ncol, y
se movilizaron al vector pSL3 (5980 pb, Amp®, GUS:E9) digerido con las mismas
enzimas, generéndoée asl las fusiones pPINT:GUS:E9, pPIN2:GUS:E9 vy
PPIN3:GUS:ES (vectores pSL3.pPIN1, pSL3.pPIN2, pSL3.pPIN3, respectivamente). En
este vector las fusiones quedan flanqueadas por [as enzimas Sall en el extremo 5' del
promotor, y EcoRIl en el extremo 3' del ter.minaclor E9 (terminador de la subunidad
mayor de la Rubisco). La digestion con estas enzimas libera {a fusiéon pPINX:GUS:E9
que fue posteriormente movilizada al vector binaric pBl101.3 entre los sitios Sall y
EcoRl, dentro de los extremos derecho e izquierdo de la secuencia de T-DNA (ver

Figura 4C).

1.4 Intercambio de promotores.

1.4.1 Obtencién y clonacién de genes PIN.

El intercambio de promotores se realizd usando las secuencias promotoras y
codificantes de Pin{, Pin2 y Pin3. Las secuencias promotoras son las mismas descritas
en 1.1 de Materiales y Métodos. Los ORFs de PIN1 (oPIN1), PIN2 (oPIN2) y PIN3
(oPIN3) fueron amplificados por PCR a partir 'de clones de ORFs completos
disponibles en los bancos de Arabidopsis Bioresource Center (ABRC) o RIKEN BRC
(Tabla 1). La reaccién de PCR se estandarizé usando la enzima Taq polimerasa, para
luego hacer la amplificacién con Pfu DNA polimerasa (Fermentas) usando el siguiente
protocolo: 94 °C 4 min, 30 ciclos de 94 °C 30 s, 55 °C 30 s y 72 °C 4 min, y finalmente
72 °C por 10 min:- La amplificaciéon se realizd con los partidores NM14 y NM15 para
oPIN1 (1869 pb), NM18 y NM19 para oPIN2 (1944 pb) y los partidores NM23 y NM24
para oPIN3 {1923 pb) (Tabla VI). Los amplificados se adenilaron y clonaron en el

vector pGEM-T, donde se secuenciaron y se comprobd la ausencia de mutaciones.
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1.4.2 Construccion fusiones promotor:ORF.

Tal como se hizo con los promotores, en los extremos de los ORFs se insertaron sitics
de corte para enzimas de restriccion. En los partidores NM14, NM18, NM23 se
insertaron los sitios para Pstl, y en los partidores NM15, NM19 y NM 24 se insertaron
los sitios de corte para BamHI| (Tabla VI). El clon pGEM-T.oPIN1 se corté con las
enzimas Sall (en el sitio de muiltiple clonamiento del vector) y_.Pstl (insertada en el
partidor NM14) y en ese vector se clonaron los promotores pPIN1 y pPIN3 cortados
con las mismas enzimas, generandose las fusiones pPINT.0PIN1 y pPIN3:0PIN1,
flanqueadas por los sitios Sall y BamHI, en los extremos &'y 3', respectivamente.

Los vectores pGEM-T.pPIN1:0PIN1 y pGEM-T.pPIN3:0PIN1 se cortaron con las
enzimas BamHI y Pstl que flanquean el oPIN1. En esa digestion se purificaron los
vectores pGEM-T.pPIN1 y pGEM-T.pPIN3 cortados con las enzimas BamH! y Pstl a los
que se ligd el oPIN2 digerido con las mismas enzimas, generandose asi las fusiones
pPINT:0PIN2 y pPIN3:pPIN2 en pGEM-T. Estas cuatro fusiones (pGEM-T.1:1, pGEM-
T.1:2, pGEM-T. 3:1, pGEM-T.3:2) se cortan con las enzimas BamHl| y Sali,
purificandose las fusiones flanqueadas por los cortes Sall y BamHl, que posteriormente
se movilizaron al vector binario pCAMBIA.GUS.E9 (14000 pb, Hyg®, GUSE9
proveniente de pSL3 entre los sitios Sall y EcoRI de pCAMBIA1300, dentro del T-DNA)
rio arriba del terminador E9. Asi se generaron los constructos pCAMBIA.1:1,
pCAMBIA.1:2, pCAMBIA.3:1y pCAMBIA.3:2,

El resto de las combinaciones se realizé mediante una triple ligacion del promotor,
como fragmento Sall/Pstl, el -ORF-flanqueado por sitios Pstl y BamHi y el vector
pCAMBIA.GUS:EQ digerido con las enzimas Sall y BamH| y purificado desde gel. Se
usaron entre 30-50 ng de insertos y 20-30 ng de vector mas ATP 10 mM, tampdn de

ligacién (Tris-HCI 30 mM, MgCl, 10 mM, DTT 10 mM, ATP 10 mM, pH 7.8), y 0,25
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unidades Weiss/yL de ligasa (Fermentas). Esta mezcla se incubé durante toda la
noche a 16°C. Las fusiones obtenidas quedaron en vectores binarios, listos para
transformar Agrobacterium tumefaciens y Arabidopsis thaliana, y con el mismo
terminador usado para los constructos promotor: GUS descritos en Materiales y

Métodos 1.3.2 (Figura 4).

2 Trabajo con bacterias.

2.1 Células competentes de Escherichia coli.

Las células competentes fueron preparadas usando el método descrito por Inoue y col.,
1990, con ciertas modificaciones. Se inocularon 250 mL de medio SOC (triptona 2 gi/L,
extracto de levadura 0,5 g/L, NaCl 1 mM, KCI 0,25 mM, MgCl,/MgSO, 2 mM glucosa
2mM) con 0,5 mL de un cultivo de noche de células DH5u y se crece 25°C hasta que
alcanzé una DOgyp = 0,6. Las células se enfriaron en hielo por 10 min vy luego se
centrifugaron a 2500 g por 10 min a 4°C. Se resuspendio el precipitado en 80 mL de
tampén TB (PIPES 10 mM, CaCl, 15 mM, KCI 250 mM, MnCl; 55 mM, pH 6,7) frio y se
incubd en hielo por 10 min. Luego se centrifugd a 2500 g por 10 min a 4°C. El
precipitado se resuspendié en 20 mL de tampén frio TB/DMSO 7%. Las células se
dividieron en alicuotas y se congelaron en nitrogeno liquido en tubos de 1,5 mL

autoclavados y fueron mantenidos a -80°C hasta su uso.

2.2 Transformacion de Escherichia coli.

A 50 pL de células competentes descongeladas en hielo se |le agregaron 10 ng de ADN
plasmidial o 5 pL de una ligacion, y se incubaron en hielo por 30 min. Luego se les dio
un choque térmico a 42°C por 30 s 0 a 37°C por 5 min, para luego crecer las bacterias

en medio LB (extracto de levadura 5 g/L, triptona 10 g/L, NaCl 10 g/L.) por 1 h a 37°C.
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Las células se resuspendieron y se plaguearon en medio LB sélido con los antibidticos
que correspondan la seleccion deseada. En el caso de la seleccion de colonias DH5w
transformadas con vectores compatibles para ia seleccion de colonias blancasfazules
(pGEM-T, pBluescript), a las placas LB-antibiético ademéas se les agrega 10 uL de
IPTG 1 M mas 5-10 pL X-Gal sobre la placa lista y se rastrilld. Las colonias aparecen

luego de ser crecidas toda la noche a 37°C.

2.3 Células competentes de Agrobacterium tumefaciens.

A partir de un cultivo de noche de Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101 (Gen®,
RifR) se inocularon 50 mL de medio LB, el cual se crece a 28°C hasta que alcanza una
DQgoo = 0,5-0,6. Luego las células se enfriaron por 10 min en hielo y se centrifugaron a
3000 g por 5 min. Se retiré el sobrenadante y se resuspendié el precipitado en 1 mL de
una solucion preenfriada y estéril de CaCl, 20 mM. Las células se dividieron en
alicuotas en volimenes de 100 uL en tubos de 0,75 mL y se congelaron en nitrogeno

liguido. Las células fueron mantenidas a -80°C hasta su uso.

2.4 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens.

A 100 pL de células competentes descongeladas en hielo, se les agregd 1 pg de ADN
plasmidial y se congelaron en nitrégeno liquido por cinco minutos. Luego se
descongelaron a 37°C por 25 min. Luego las bacterias se crecieron a 28°C por 3 h en

medio LB suplementado con los antibiéticos apropiados para la seleccién de la cepa.

- - “En el presente trabajo se usé la cepa GV3101 quese crece en medio suplementado

con Gentamicina, 100 ng/uL y Rifampicina 10 ng/pl. Luego de crecer las bacterias por

3 h, se precipitaron y plaguearon en placas LB con los antibicticos de seleccion de [a
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cepa y del vector. En placa, las bacterias se crecieron a 28°C por 2 dias hasta que las

colonias se hicieron visibles.

3. Trabajo con Plantas.

3.1 Cultivo de Arabidopsis thaliana.

Las semillas de A. thaliana fueron esterilizadas con etanol 70% por un minuto, luego
con cloro comercial por un minuto y luego se lavaron con agua estéril tres veces. Las
semillas se conservaron en 1 mL de agua y se incubaron por 2-5 dias a 4°C en
oscuridad para inducir y sincronizar la germinacion, hasta su siembra. El cultivo in vitro
de A. thaliana se realiz6 en medio 0,5X MS (2,14 g/L), sacarosa 1%, MES 250 mg/L,
pH 5,7. Para cultivo en medio sbdlido se agregaron 9 g/L de agar al medio antes de
autoclavar. Las plantas fueron crecidas en una camara de cultivo con temperatura
controlada de 21°C y un fotoperiodo de luz-oscuridad de 16-8 h El cultivo en tierra se
realizé en un sustrato estéril por autoclave, que correspondié a una proporcién de tierra
de litre: vermiculita 3:2. Lo habitual fue cultivar las plantas en medio MS sdlido donde
es posible adicionar antibidticos o revisar algunos fenotipos antes de hacer el traspaso

a tierra.

3.2 Transformacion de Arabidopsis thaliana.

Se uso el método de inmersidn floral descrito por Clough y Bent, 1999, con algunas
modificaciones. Se inocularon 100 mL de LB con antibidticos apropiados para la
seleccidon de la cepa y del vector con 100 pL de un cultive de noche de Agrobacterium
tumefaciens que porta el constructo de interés. El cultivo debe crecié a 28°C con

agitacion constante hasta que alcanzdé una D.O.g mayor a 0,8. Las células se
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Tabla Il. Mutantes en las proteinas PIN y otros usados en el presente trabajo.

Nombre Locus Resistencia Caracteristicas

Mutante insercional Salk_047613. La insercién se encuentra en el tercer
intron. Ei mutante homocigoto presenta fiores infértiles o inflorescencias
. L. desnudas en forma de alfiler, por lo que el mutante se mantiene
pint-201 At1g73590 | kanamicina heterocigoto. Ademas en elapas tempranas, la plantula puede
desarroilar uno o tres cotiledones, o dos cotiledones orientados en un
plano, o en algunos casos mas severos no desarrollan cotiledones.

Presenta una mutacion en el gen Pin?. El mutante homocigoto para la
mutacién presenta los mismos fenotipos descritos para el mutante pin-
int-1ttg1 At1g73590 . 201. La mutacién en el locus testa glabrat (lfg1) en su estado
P g At5g24520 homaocigoto se manifiesta con la ausencia total de tricomas en la planta
que para efectos de seleccidn de cruces resulta ser una buena

herramienta.

Mutante puntual con diepoxibutano. Mutante agravitropico, cuyo fenotipo

eir-1 At5g57090 " se restringe a la ralz,
Mutante insercional Salk_042889, la insercion se encuentra en el quinto
pin2-1 A15g57090 | kanamicina | intron, en la posicion +2572. Las plantas homocigotas son agravitrdpicas
en la raiz,

Mutante insercional Salk_144447, |a insercion se encuentra en el tercer
pin2-2 At5g57090 | kanamicina | exdn, en la posicién +1298. Las plantas homocigotas son agravitropicas
en la raiz,

Mutante insercional Salk_122918, la insercién se encuentra en el primer
pin2-3 At5g57090 | kanamicina | intrdn, en la posicidn +366. Las plantas homocigotas son agravitrapicas
en la raiz. La insercién del T-DNA en este locus fue confirmada por PCR,

Mutante Insercional C89363, tiene |a insercidn en la posicion +574, en el

primer exdn, El mutanie presenta deficiencias en la elongacién celular, lo

pin3-4 At1g70940 | kanaricina que se refleja en una raiz e hipocotilos mas cortos. Ademas tiene una

respuesia gravitropica alterada tanto de raiz como de hipocotilo, asi
como una respuesta fotoirapica disminuida.

Mutante insercional C59364, tiene !a insercion en el 5 UTR. El mutante
presenta deficiencias en la elongacidn celular, lo que se refleja en una
pin3-5 At1g970940 | kanamicina | raiz e hipocotilos mas cortos, Ademas tiene una respuesta gravitrdpica
alterada tanto de raiz como de hipocotilo, asi como una respuesta
fototropica disminuida. La insercion del T-DNA fue cenfirmada por PCR.

La pianta tiene Ia proteina fluorescente verde (GFP) bajo el control del

promotor sintético de réspuesta a auxina DRSrev. Este promotor tiene

repetida 9 veces el elemento de unidn a factores de respuesta a auxina

DRS5rev:GFP - stilfadiazina (ARF) §-CCTTTTQTCTC unido a las primeras 47 pb del promotor

minimo 35S del virus del mosaico de Ia coliflor (CaMV355). Ademas la

proteina GFP tiene una sefial de destinacion y una de retencién en el
reticulo.

centrifugaron por 10 min. a 7500 rpm y se resuspendieron en 100 mL de una solucion
con sacarosa 10%, Silwett-77 0,05%. En esta solucion las se sumergieron por 20 s las
inflorescencias de plantas Eie B-7 semanas a las que se le retiraron las silicuas y las

flores abjertas. Una vez hecho esto, las plantas se cubrieron con plastico para
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conservar una alta humedad y se dejaron en oscuridad por 16-24 h. Luego se pasaron
a la camara de crecimiento y se regaron hasta que las silicuas comenzaron a secarse.

Este protocolo tipicamente dio entre un 0,1-1% de eficiencia de transformacion.

3.3 Obtencion de plantas mutantes y lineas transgénicas.

Las semillas mutantes para los genes Pint, Pin2 y Pin3, y la planta fransgénica
DRSrev:GFP fueron obtenidas de los bancos de semillas del ABRC o de RIKEN BRC
(Tabla Il). Los mutantes pin1-1 Hg1, pin1-207 (Furutani y col., 2004), eir1-1 (Lusching et
al., 1998), pin3-4 y pin3-5 (Friml y col., 2002a) y DR5rev.GFP (Ottenschlager y col,
2002) fueron caracterizados anteriormente. Las lineas pin2-1, pin2-2 y pin2-3 son
mutantes SALK insercionales obtenidos del banco de ABRC. Para todos los mutantes
insercionales se disefiaron partidores que flanquean el T-DNA para con ellos confirmar
el lugar de insercién y ademas definir homocigocidad y heterocigocidad en base a
ellos.

Para generar las lineas mutantes con los constructos descritos en Materiales y
Métodos 1.3 y 1.5 se transformaron entre 12 y 18 plantas silvestres de A. thaliana
ecotipo Columbia usando el método de inmersion floral (Clough y Bent, 1999).
Dependiendo de la resistencia otorgada por el vector, las semillas de las plantas
transformadas se sembraron en medio MS sdlido adicionado con Kanamicina 100
ug/mL (vectores pderivados de pBI101.3) o Higromicina 75 pg/mL (vectores derivados
de pCAMBIA.GUS.E9), mas Ampicilina 100 pg/mL para inhibir el crecimiento de
Agrobacterium. Luego de dos semanas es posible diferenciar aquelias plantas que son
capaces de crecer en medio de seleccion, las cuales se traspasaron a tierra para
recolectar sus semillas. Estas semillas corresponden a la generacién Tq. Dentro de

estos conjuntos de semillas se selecciono aquella linea que tenia una segregacion de




3:1 en la generacién T2 en el antibidtico de seleccidn, indicativo de la presencia de un
solo inserto en el genoma, la cual se llevé a la siguiente generacién T3 para escoger
plantas no segregantes para la resistencia al antibidtico, que corresponden a plantas
homocigotas para la insercion. Habitualmente se sembraron entre 150-200 semillas por
linea, las que se contabilizaron y sometieron al test de chi cuadrado para determinar [a

validez estadistica del analisis (Tablas 11 y [V).

3.4 Cruces dirigidos de los mutantes pin.

Se escogieron flores que aun no abrian, idealmente con pétalos asomados. De esta
forma nos aseguramos que la planta aun no ha llegado a la antesis, es decir, la
maduracion del polen no ha ocurrido por lo que nos aseguramos de frabajar con flores
virgenes. Con un par de pinzas finas, se abre la flor y se retiraron todas las estructuras
masculinas (“emascular’), ademas de pétalos y sépalos, quedando al descubierto sélo
el carpelo femenino. Una vez hecho esto, se tomd una flor de la planta con la que se
iba a cruzar y se separaron los estambres. Si el polen estd maduro se puede ver a
simple vista la presencia del polen como un polvo amarillo sobre la antera. Con los
estambres tomados con una pinza se tocd suavemente con la antera el estigma de la
flor emasculada, quedando sobre &l el polen. El cruce se marcé haciendo un lazo con
un hito fino en la base del estigma. El éxito del cruce se puede ver a las 48 h al
observar que la silicua comienza a desarrollarse. E| estigma maduro que inicié a
secarse se retird a los 12-14 dias.

4, Otros Ensayos -

4.1 Ensayo de actividad GUS.

El protocolo fue adaptado de Lehman y col, 1996. Plantulas de 4-7 dias post-

germinacion (DPG) fueron fijadas por 20 min en vacio suave (20 mm Hg) en una




solucion formaldehido 3,7% en tampdn sodio-fosfato 100 mM pH 7,0. Las plantas
fijadas se lavaron cinco veces en exceso de tampon sodio-fosfato. La tincién con GUS
se realizd toda la noche (12-16 h) a 37°C en tampén de tincién (100 mM NaPO,, 10
mM EDTA, 0,5 mM K;Fe(CN)s, 0,5 mM KiFe(CN)e, 1% Triton X-100, 1 mM &cido 5-
bromo-4-cloro-3-indolyl B-D glucurdnico (X-Gluc)) después de una infiltracion en vacio
por 2 min. Luego las plantas s.e montaron en cloral hidrato 50 % y fueron visualizadas

usando microscopia DIC en un microscopio invertido Olympus 1X70.

4.2 Disefio de péptidos para la construccién de anticuerpos policlonales.

El estudio informatico de las secuencias de aminozcidos de los componentes de la
familia PIN muestra dos regiones hidrofobicas en amino- y en carboxilo-terminal con
una alta homologia en sus secuencias, unidas por una regién hidrofilica altamente
variable (Figura 2). Sobre esta Ultima se han generado anticuerpos policlonales, los
cuales se han usado para detectar la localizacion in vivo de algunos de los
componentes (Galweiler y col., 1998; Muller y col., 1998; Friml y cof., 2002a; Friml y
col., 2002b; Friml y cof., 2003a).

Sobre esta region hidrofilica se escogieron péptidos pequefios para PIN1, PIN2 y PIN3
con el fin de hacer anticuerpos policlonales usando un algoritmo que determina zonas
de “alta anfigenicidad” en base a los parametros fisicoquimicos de flexibilidad,
hidrofilicidad y accesibilidad determinados experimentalmente para cada uno de los
aminoacidos, asi como la frecuencia de cada uno de ellos de enconirarse en zonas

antigénicas de proteinas conocidas (Kolaskar y _co!., 1990). El algoritmo esta disponible

en el software “Antigen design tool” de la pagina web www.genescript.com. En base a

este programa se determinaron tres o cuatro peptidos antigénicos de 14 a 16

aminoacidos en la region hidrofilica de PIN1, -2 y -3, dentro de los cuales se escogio el




que no tuviera homologia a nivel de secuencia con el resto de los componentes de la
familia. Contra estos péptidos se mandaron a hacer anticuerpos policlonales en conejo
a la empresa BiosChile Ingenieria Genética S.A. Entre 3-5 mg de péptido (se requiere
de alta pureza, como fue en este caso) fueron inoculados en 2 conejos junto con la
cantidad suficiente de adyuvante de Freund completo para la primera inoculacién e
incompleto para las tres siguientes. Los péptidos fuéron acoplados a Blue Carrier® para
aumentar la inmunogenicidad del antigeno. El éxito del protocolo se comprobd
haciendo ensayos de ELISA contra el peptido sintético. La tercera y quinta sangria se

usaron para los ensayos siguientes.

4.3 Purifi_cacién de anticuerpos policlonales usando cromatografia de afinidad.

La Sefarosa acoplada a bromuro de cianégeno (Sph-CNBr, Amersham) es una matriz
pre-activada que reacciona con grupos amino primarios de proteinas y otras moléculas.
Usando esta resina se purificaron los sueros policlonales antiPIN1 y antiPIN2, Se lavé
abundantemente 0,5 g de resina de Sph-CNBr con una solucién HCI 0,07 % pH 2,5, y
luego 3 veces con tampdn de unién (NaHCO; 0,5 M, NaCt 0,5 M). Se retir6 el exceso
de liquido y se agregd 1 mg de péptido disuelto en 1 mL de tampdn de unién y se
incubé toda la noche con agitacion suave a temperatura ambiente. Luego la resina se
cenirifugd y se retird el sobrenadante. Se lavd tres veces con 5 volimenes de tampdn
de unién. Luego se agregaron 5 volimenes de etanolamina 1 M pH 8,0 y se incubd con
agitacion suave por 2 h a temperatura ambiente. Se lavé 3 veces alternativamente con
tampon acetato (acetato de sodio 0,1 M, NaCl 1 M, pH 4) y tampodn borato (acido bérico
1M, NaCl 1 M pH 8). Luego se equilibrd la columna en PBS 0,1 M (NaHPO, 1,09 g/L.,
NaH,PO, 0,32 g/L, NaCl 90 g/L, pH 7,2) mas azida de sodio 0,1%. En este paso se

realizd una elusion del péptido no unido covalentemente usando 1 volumen de glicina
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0,1 M pH 2,5 cada vez, haciendo cuatro o cinco repeticiones dependiendo de la
eficiencia de unién. La columna equilibré en PBS, azida de sodio 0,1%. A esta resina
se le denomino “resina de afinidad”.

La resina de afinidad se incubé toda la noche a 4°C con 2 mL de suero inmune mas 2
mL de PBS. Luego se lavé el material no unido 3 veces con PBS y una vez con tampén
sodio-fosfato 20 mM pH 6,8. Luego se eluyd el anticuerpo unido al péptiao cinco veces
con 0,5 mL de glicina 0,1 M pH 2,5. Las fracciones colectadas se neutralizaron con 40
pL de NaHCO, y se elimind la Sepharosa residual por centrifugacion. Se ajusto pH 7 y
se cuantifico [a cantidad de proteina. Se agregé glicerol hasta que quedd6 50 %, BSA
hasta 2 mg/mL y se agregd azida de sodio hasta 0,1 %. Por conveniencia, se dividio el

anticuerpo purificado en alicuotas para descongelar y usar solo lo necesario,

4.4 Extraccién de protfeinas de Arabidopsis thaliana.

La extraccion de proteinas totales se realizé de la siguiente forma. Tres plantas de 11
DPG se molieron a temperatura ambiente en tampén E (Tris-HCI 125 mM, SDS 1%,
glicerol 10%, Na,S,0s 50 mM, pH 8,8). Luego se centrifugé a 13000 g por 10 min. Del
sobrenadante se aparté una alicuota para estimar la concentracion de proteinas y al
resto se le agregd 0,1 volumen de tampén Z (Tris-HCI 125 mM, SDS 12%, gliceral
10%, B-mercaptoetanol 22%, azul de bromofenol 0.001%, pH 6,8) antes de cargar un
gel de poliacrilamida.

La extraccién de fraccién microsomal de plantas completas se realizo siguiendo el
siguiente protocolo. Plantas de tres semanas crecidas en medio liquido MS 0,5X fueron..
homogeneizadas en hielo en tampon de extraccién (KH.PO, 100 mM, MgCl, 0,05 mM,
sacarosa 16% e inhibidores de proteasas PMSF, Leupeptina, Aprotinina). El

homogeneizado se filtrd en Miracloth®y se centrifugé por 5 min a 1000 g para precipitar

27




tas células no rotas, mitocondrias y nucleos. Luego se centrifugd a 10000 g a 4°C por
20 min para precipitar los cloroplastos. Posteriormente se centrifugd el sobrenadante a
100000 g por 50 min a 4°C. El precipitado corresponde a la fraccién microsomal. Este
se resuspendié en tampon STM (sacarosa 8,56%, MgCl, 1 mM, Tris-HCI 10 mM pH
7.,5) y se cuantificé la concentracién de proteinas usande el ensayo colorimétrico de la

reaccion de acido bicinconinico (BCA) con Cu*3Cu*.

4.5 Western blot.

30 pg de proteina total o de fraccion microsomal de Arabidopsis thaliana fueron
corridos en un gel de poliacrilamida 10 % y transferidos a una membrana de PVDF.
Luego la membrana fue incubada por 1-2 h en 1% BSA/leche 3% en PBS.
Posteriormente se lavd fres ‘veces por 10 min en PBS/0,05 % Tween-20 y se incubo
con el anticuerpo primario diluido en PBS/2% BSA por 2-3 h con agitacion suave.
Luego la membrana se lavo por 15 min 3 veces en PBS/0,05 % Tween 20 y se incubo
1,5 h con el anticuerpo antilgG de conejo acoplado a peroxidasa, diluido 1/5000 en 2%
BSA/PBS. Luego se lavo abundantemente en 0,05 % Tween-20/PBS y la membrana se
reveld en un cuarto oscuro usando una solucién de Luminol, acido cumarico y peréxido

de hidrogeno en Tris HCI 100 mM pH 8,5.

4.6 Inmunolocalizacion en planta completa.

El protocolo fue adaptado de Friml y col, 2003b. Plantas de tres a siete dias post-
germinacién (DPG) fueren fijadas por dos horas en una solucién paraformaldehido 4% -
en tampon MTSB (PIPES 50 mM, EGTA 5 mM, MgS0,5 mM, pH 7) en vacio suave (20

mm Hg). Las plantas fueron lavadas tres veces en MTSB/0,1 % Tritén X-100 y dos

veces con agua destilada. Luego las plantas fueron incubadas a 37°C en driselasa 2%




en MTSB por 15-30 min. Este tiempo es crucial y depende de la edad de la planta.
Después de lavar dos veces con MTSB/0,1 % Tritdn X-100, las plantulas fueron
incubadas por una hora en 10 % DMSO/3 % IGEPAL en MTSB por 1 h. Luego-se lavé
tres veces con MTSB/0,1 % Tritén X-100 y se incubd por 1 h a 37°C en tampédn de
blogueo (3 % BSA en MTSB).

Las plantulas permeabilizadas se incubaron con el anticuerpo purificado por afinidad
diluido en tampén de bloqueo toda la noche a 37°C. Luego se lavé prolijamente cinco
veces en MTSB/0,1 % Triton X-100 y se incubd con el antilgG de conejo acoplado a
Alexa 488 por 2 h a 37°C, diluido 1/400 en tampén de blogueo. Luego las muestras
fueron lavadas otras cinco veces MTSB/0,1 % Triton X-100 y montadas en glicerol 50
% hasta su visualizacion. Las muestras se visualizaron en un microscopio confocal

Zeiss LSM 510 con.un laser de excitacion de 488 nm, un filtro dicroico HFT488 y un

filtro de emision BP505-550.




RESULTADOS.

Los promotores de Pin1, Pin2 y Pin3 determinan dos regiones excluyentes de
expresién en la raiz primaria.

Las fusiones de los promotores de Pin1, Pin2 y Pin3 al gen uidA, que codifica la
proteina reportera B-glucourcnidasa (GUS) permiten determinar los sitios de actividad
de los promotores in situ. Las fusiones se realizaron en el vector pSL3 que contiene el
codén de inicic ATG del gen uidA en la secuencia consenso para el inicio de la
traduccién en plantas (Figura 4A). Ademas el uso del sitio de corte Ncol, que contiene
un ATG en su secuencia, permitid generar fusiones {raduccionales entre los
promotores y el gen reportero uidA (vectores pSL3.pPINX, Figura 4A). Las fusiones
pPINX:GUS fueron movilizaclas junto a! terminador ES dentro del T-DNA del vector
binaric pBl101.3, reemplazando el cassette GUS-NosT, generandose los vectores
pBlL.pPINX (Figura 4D). Estos vectores se utilizaron para transformar plantas silvestres
(seguin Materiales y Métodos) donde se hizo el estudio genético para seleccionar
plantas homocigotas con una insercién en su genoma usando la resistencia a
kanamicina presente en el T-DNA como marcador de seleccidn (Tabla Ill} para
determinar mediante la actividad de GUS los dominios de actividad de los promotores

en la raiz de la planta.

Plantas de 4 a 7 DPG de las lineas fransgénicas pPINX:GUS fueron sometidas al
ensayo de actividad de GUS y visualizadas usando microscopia DIC (Figura 5). El
constructo pPIN1:GUS muestra una expresién fuerte en: la vasculatura central de la
raiz primaria (Figura 5A-B), ademas en las raices laterales incipientes (Figura 5C),

mientras que pPIN3;GUS se expresa en las células de la columella y en la vasculatura,
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Figura 4. Generacién de fusiones traduccionales entre el gen reportero GUS y los
promotores de Pint, Pin2 y Pin3. A. El vector pSL3 contiene un sitio consenso de plantas
para el inicio de la traduccidn y el sitio Ncol en el codén.de inicio ATG de GUS, por lo que aqui
se generan fusiones traduccionales de los promotores con el gen uidA. Los promotores
clonados en pGEM-T (segun Materiales y Métodos 1.1) fueron movilizados como fragmentos
Sall/Ncol dentro del vector pSL.3 digerido con las mismas enzimas de restriccién, generandose
las fusiones promotor:GUS:ES {vectores pSL3.pPINT, pSL3.pPIN2, pSL3.pPIN3). B. PCR de los
promotores usando como templado los vectores pSL3.pPINX y los mismos partidores usados
para clonar los promotores (Materiales y Métodos 1.1). 1: pSL3.pPIN1; 2: pSL3.pPINZ; 3:
pSL3.pPIN3. C. Digestion de los vectores pSL3.pPINX con las enzimas mostradas en A. 1:
pSL3.pPIN1 Xbal; 2: pSL3.pPIN2 Hindlll; 3: pSL3.pPIN3 Hindlll. D. Las fusiones pPINX-GUS-
ES fueron movilizadas con las enzimas Sall y EcoRlI dentro de los mismos sitios del T-DNA del
vector binario pBI101.3, vector apto para transferir genes dentro del genoma de plantas. E. PCR
para amplificar los promotores (partidores usados para clonarlos, segtn Materiales y Métodos.
1.1) usando. como templado los vectores pBI101.pPINX. 1: pBI101.pPIN1; 2: pBI101.pPIN2 3:
pBI101,pPIN3, F. Digestion doble de los vectores pBI101.pPINX con las enzimas Sall y EcoRI.
1: pBI101.3; 2: pBI101.pPIN1; 3: pBI101.pPIN2; 4: pBI101.pPIN3.
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Tabla lll. Analisis de segregacion de la resistencia a kanamicina en las plantas

transgénicas con les constructos promotor:GUS.

~ Planta Res* | Sen’ | Total | Razén x

pPIN1:GUS.2a | 177 50 237 | 2,85:1 | 0,0127
pPIN1:GUS.2d 74 24 98 3,08:1 | 0,01386
pPIN1:GUS.2¢ | 164 55 219 | 2,98:1 | 00015
pPIN2:GUS.1¢c | 153 49 202 | 3,121 | 0,0594
pPIN2:GUS.2¢ 156 50 206 | 3,421 | 0,0583
pPIN3:GUS.1a | 153 50 203 | 3,06:1 | 0,0148
pPIN3:GUS.3a | 120 42 162 | 2,86:1 } 0,0741

pPIN3:GUS.2i 223 77 300 | 2,90:1 | 0,0711

% Plantas silvestres transformadas con 1as fusiones de Jos promotores al gen reportero GUS, generacion T2,
Los ntimeros y letras que siguen después del punto en el nombre de las plantas indican dos generaciones sucesivas de autopolinizacion,
Numero de plantas resistentes (Res) o sensibles (Sen) a crecer en 0,5X MS con kanamicina 100 pg/mt de pléntulas de 11 DPG.
" Distribucian de chi cuadrado con un grado de Ilber:ad nivel de significacién 1-a > 0.9

Tabla V. Analisis de segregacion de la resistencia a higromicina en las plantas

transgénicas con los constructos del intercambio de promotores.

Planta ® Res® | Sen’ | Total | Razén 'a

wt 1:1.1A 103 1 36 139 | 2,86:1 | 0,0600
wt 1:2.5A 124 | 44 168 | 2,82:1 | 0,1270
wt 1:2.58 133 | 43 176 | 3,09:1 | 0,0303
wit 1:3.6A 135 | 48 183 | 2,84:1 | 0,1475
wt 1:3.6B 100 | 36 136 | 2,781 { 0,1569
wt 1:3.3C 98 35 133 | 2,80:1 | 0,1228
wt 2:1.5A 114 | 40 154 | 2,85:1 | 0,0779
wt 2:1.4B 145 | 49 194 | 2,96:1 | 0,0069
wt 2:1.5C 122 | 35 157 | 3,491 | 06136
wt 2:2.1A 148 | 47 195 | 3,151 | 0,0838
wt 2:21B 135 | 40 175 | 3,38:1 | 0,4286
wt 2:3.6A 140 | 45 185 | 3,111 | 0,0450
wt 2:3.6B 121 | 44 165 | 2,75:1 | 0,2444
wt 2:3.6C 103 | 39 142 | 2,641 | 0,4601
wt 3:1.5A 111 | 40 151 | 2,781 | 04,1788
wt 3:1.4B 170 | 55 225 | 3,09:1 | 06,0370
wt 3:2.2A 124 | 44 168 | 2,82:1 | 0,1270
wt 3:2.2B 140 | 43 183 | 3,26:1 | 00,2204
wt 3;3.8A 115 | 42 157 | 2,74:1 | 0,2569
wt 3:3.48 126 | 43 169 | 2,93:1 | 0,0178

wt GUS.ES.5A | 108 | 38 146 | 2,84:1 | 0,0822

% plarifas silvestres transformadas con los constructos del intercambio de promotores (vectores pCAMBIA.FUSIONES), generacidn T2:
Los nimeros y letras que siguen después del pusto en el nombre de las plantas indican dos generaciones sucesivas de autapolinizacién,
* Namero de plantas resistentes (Res) o sensibles (Sen) a crecer en 0,5X MS con higremicina 75 pg/mL de pldntulas de 11 DPG

" Distribucion de chi cuadrado con un grado de libertad, nivel de significacion 1-a > 0.9
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Figura 5. Los promotores Pin1, Pin2 y Pin3 tienen distintos sitios de actividad en la raiz
de Arabidopsis. Plantas de 4 DPG fueron teflidas por 5 h en una solucién 1 mM X-Gluc,
montadas en cloral hidrato 20 % y visualizadas con microscopia DIC (segun Materiales y
Métodos 4.1). La actividad de los constructos pPIN1:GUS (A, B, C) y pPIN2:GUS (D) tienen los
mismos patrones, restringiéndose a la vasculatura de toda la planta, ademas de los primordios
de las raices laterales ) (C). El constructo pPIN3:GUS (E) tiene la actividad en la columella y
la region meristematica

salvo en la regién de diferenciacién de la raiz primaria (Figura 5E). El promotor pPIN2
tiene un dominio de expresion idéntico al del promotor de PIN1, es decir, en la
vasculatura de toda la planta (Figura 5D) y en las raices laterales incipientes. Estos
tres promotores determinan dos dominios de expresion adyacentes en region de

diferenciacion de la raiz primaria que no se solapan, y fueron usados para los

siguientes ensayos.
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Figura 6. Intercambio de promotores entre Pin7, Pin2 y Pin3. A. El vector pPCAMBIA1300 es
un vector binario de alto nimero de copias que tiene en su T-DNA sélo el cassette que otorga
resistencia a Higromicina en plantas (promotor y terminador CaMV355, gen resistencia a
Higromicina hipil). A partir de él se construyé el vector pCAMBIA.GUS.E9 insertando la
secuencia codificante del gen GUS y el terminador E9 provenientes del vector pSL3 usando los
sitios de corte Sall y EcoRI (Figura 4A). Dentro de los sitios Unicos BamHl y Sall del vector
pCAMBIA.GUS.E9 se insertaron las fusiones promotor.ORF de Pint, Pin2 y Pin3, generandose
los vectores pCAMBIA.FUSIONES (Ver Anexo 1, Tabla V). B. La digestidn doble con las
enzimas Sall y EcoRI del vector pSL3 libera el cassette GUS:E9 (carril 1, banda 3000 ph), el
que fue movilizado al vector pCAMBIA1300 digerido con las mismas enzimas (carril 2). La
misma doble digestion sobre el vector pPCAMBIA.GUS.E9 libera el fragmento GUS:ES (carril 3,
banda de 3000 pb), que contieng un sitio BamHI entre el gen GUS y el terminador E9,
evidenciado por ia doble digestion con Sall y BamHl (carrii 4). C. La doble digestion de los
vectores pCAMBIA.FUSIONES con las enzimas Sall y EcoRl libera un fragmento
correspondiente a la fusion promotor:ORF:E9 (banda de 5900 pb aprox.). Las fusiones de los
promotores al oPIN3 ademas se libera una tercera banda debido a un sitio de corte EcoRlI en
1669 pb del ORF. 1: pCAMBIA.1:1; 2: pCAMBIA.1:2; 3: pCAMBIA.1:3, 4: pCAMBIA.2:1, 5t
pCAMBIA.2:2; 6: pCAMBIA.2:3; 7: pCAMBIA.3:1, 8: pCAMBIA.3:2, 9: pCAMBIA.3:3; 10:
pCAMBIA.GUS.E9; 11: pCAMBIA1300.

Intercambio de Promotores entre Pin1, Pin2y Pin3.

El intercambio de promotores se realizd entre Jos promotores mostrados anteriormente
y los ORFs de Pin1, Pin2 y Pin3. Los ORFs de Pin1, Pin2 y Pin3 se amplificaron por
PCR desde clones disponibles en ABRC y RIKEN BRC (Tabla 1) y se clonaron en

pGEM-T donde se secuenciaron para verificar la ausencia de mutaciones. En los
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Figura 7. Los marcadores moleculares para los constructos del intercambio de
promotores permiten genotipear las plantas transgénicas. A. Se disefiaron partidores (>}
para confirmar mediante PCR la presencia de cada uno de los constructos del infercambio de
promotores en el genoma de la planta. Se disefid uno directo en el promotor y uno inverso en el
ORF, de modo que las combinaciones entre ellos permiten confirmar la presencia de todas las
fusiones en la planta transgénica correspondiente. B. Esquema de intrones y exones de los
locus Pin1, Pin2 y Pin3 y la ubicacién de los mismos partidores mostrados en A. Entre
paréntesis en A y B se encuentra indicado el lugar de ubicacion del 5' del partidor en la
secuencia nucleotidica que corresponde, C. PCR usando los partidores mostrados en Ay By
gDNA extraido de las plantas homocigotas transformadas con los vectores del intercambio de
promotores como templado (Tabla IV, Figura BA). Las plantas analizadas amplifican un
fragmento de 500 pb aprox., lo que indica que tienen el constructo indicado (por ejemplo, 1:1
corresponde a la fusién promotor PIN1 con e ORF de PIN1, vector pPCAMBIA.1:1, planta wt1:1).
Nétese que los controles negativos (C- gDNA planta pCAMBIA.GUS.ES) para las plantas 1:1,
2:2, 3:3 dan una banda que corresponde a la amplificacion desde el locus (ver B). En el caso de
2:2, los partidores NM35-NM38 flanquean un intrén de 248 pb lo que permite diferenciar el
constructo del locus. Los controles positivos corresponden a los vectores pCAMBIA.FUSIONES.
Dy E. PCR usando los partidores NM5-6 y el gDNA de las plantas wt PIN3:3 (D) y NM40-15 y el
gDNA de las plantas wt PIN1:1 (E), los que permiten diferenciar los productos de PCR del locus
y del constructo, ya que flanquean regiones intrénicas. La informacién de los partidores usados
se presenta en la Tabla VI.

partidores se incluyeron sitios de corte para enzimas de restriccion que permiten hacer
todas la combinaciones entre los promotores y los ORFs de Pin1, Pin2 y Pin3 (Figura

8, para mas detalles ver Materiales y Métodos). Asi se generaron fusiones
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traduccionales dentro del T-DNA del vector binario pCAMBIA.GUS.E9 (Figura 6, Anexo

1) y que permiten la posterior transformacién estable en planta.

La transformacion estable de todos los constructos del infercambio de promotores en
A. thaliana se realizé sobre plantas silvestres ecotipo Columbia, donde se llevd a cabo
todo el estudio genético para determinar |la presencia de una insercién homoci.gota en
el genoma de la planta mediante la segregacion de la resistencia a higromicina (Tabla
IV) para luego generar los dobles mutantes con la lineas pinf-207 y pin2-3. Una planta
tiene una sola insercion en el genoma si la segregacion de la resistencia a higromicina
en la generacién 2 (T2) es 3 : 1 respecto a las plantas sensibles. Estas plantas con una
insercion se autopolinizaron y se buscé plantas homocigotas (100% resistentes} en la
siguiente generacion T3, Obtenidas plantas con una sola insercion y homocigotas se
extrajo DNA genomico (gDNA) y se verificd la presencia de la fusién correcta con
marcadores moleculares (Figura 7). La combinacién de 6 partidores especificos (Figura
7A, B), uno directo para cada promotor y uno inverso para cada ORF, permiten verificar
perfectamente la presencia del constructo y ademas de diferenciarlo, en el caso de los
constructos 1:1, 2:2 y 3:3, del locus en cuestién (Figuras 7C-E). Estos marcadores
moleculares permiten ademas seguir el transgen en los posteriores cruces entre estas

plantas y los mutantes nulos pin1-201, pin2-3 y pin3-5.

Cruces entre los mutantes pin1-201, pin2-3 y pin3-§ y las lineas transgénicas del
intercambio de promotores.

Las plantas pin1-201, pin2-3 y pin3-5 son mutantes insercionales Salk disponibles en
ABRC (Tabla ll). El mutante pin1-201 tiene la insercién en el tercer intron del locus

At1g15690, lo cual fue confirmado con marcadores moleculares utilizando PCR (Figura
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Figura 8. El mutante pin1-201 presenta fenotipos relacionados con la pérdida del
transporte polar de auxina en el meristema floral y en el sistema vascular. A. Esquema de
exones (m ) e intrones (lineas) del locus pin1, donde se muestra el lugar de la insercién del T-
DNA en el mutante pin1-201 y los partidores () usados para confirmar la inserciéon. B. Se
muestra un PCR usando los partidores mostrados en A. En carriles impares (1, 3, 5) se usaron
los partidores LbB1 y NM27, y en los carriles pares (2, 4, 6) los partidores NM27 y NM30. C. El
mutante insercional pin1-201 desarrolla hojas fusiformes (flechas) y cotiledones dobles (no
mostrados) generado por la bifurcacion del sistema vascular. D. Hoja caulinaria de la planta
silvestre. E. Flores de una planta silvestre con sus cuatro pétalos y las anteras asomadas,
amarillas por su polen maduro. F. Flores del mutante pin1-201 con siete pétalos, su estigma
amorfo y sin anteras. G. Inflorescencia desnuda tipo “alfiler” del mutante pin1-201

8A, B). Este mutante en su estado homocigoto presenta anormalidades en el desarrollo
de flores, hojas y del sistema vascular (Figura 8C-G). Las flores pueden tener un
numero anormal de pétalos, cinco o seis, un carpelo femenino doblado, ausencia de
anteras y, en algunos casos mas drasticos, la ausencia total de 6rganos florales
(Figura 8F, G). Debido a las severas anormalidades en la flor, este mutante se

mantiene como heterocigoto. Por otro lado, el mutante pin2-3 tiene la insercion en el
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Figura 9. El mutante pin2-3 tiene una raiz agravitropica. A. Esquema de exones (¥) e
intrones (lineas) del locus pin2, donde se muestra el sitio de insercion del T-DNA en el primer
intron y los partidores () usados para comprobar la insercion en el locus. B. PCR usando gDNA
de plantas pin2-3 y de planta silvestre como templado y los partidores mostrados en A. En el
gel, carriles 1, 3 y 5: LbB1-NM35; carriles 2, 4 y 6: NM35-27. C. Plantas de 4DPG crecidas
verticalmente en medio MS solido El mutante pin2-3 homocigoto es completamente
agravitropico en su raiz (planta de la izquierda), unico tejido en el que se manifiestan fenotipos.

primer intrén del gen Pin2 y es completamente agravitrépico en la raiz (Figura 9B),
unico tejido en el que se manifiesta algun fenotipo. La mutacién pin3-5 tiene una baja
penetrancia, debido a que sus fenotipos son sélo parciales y dificiles de cuantificar
(Friml y col., 2001a). Se midié el largo de la raiz de plantas de 4 DPG del mutante pin3-
5 y la planta silvestre, no encontrandose bajo las condiciones ensayadas diferencias

significativas, aunque si se confirmé la insercién del T-DNA en el 5 UTR del locus

Pin3.

La aparicion de los fenotipos en los mutantes pint y pin2 descritos anteriormente se
corresponde con deficiencias en el transporte polar de auxina en distintos tejidos y
etapas del desarrollo de la planta debido a la ausencia de los transportadores de

auxina. Si la funciéon de la proteina PIN ausente puede ser repuesta por otros
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;;omponentes de la familia implicaria necesariamente cierta redundancia tanto en la
funcionalidad misma de la proteina, e! transporte de auxina, como en la localizacion en
la membrana plasmatica entre los componentes de la familia. Con el fin de evaluar esta
hipétesis, cada uno de los mutantes insercionales fue cruzado con los constructos del
intercambio de promotores que contienen el promotor que corresponde. Asi el mutante
pin1-201 fue cruzado con las plantas wt 1:1, wt 1:2 y wt 1:3, el mutante pin2-3 fue
cruzado con' las plantas wt 2:1, wt 2:2 y wt 2:3 y el mutante pin3-5 fue cruzado con los
mutantes wt 3:1, wi 3:2 y wt 3:3. Ademas como control para los subsecuentes
experimentos, los tres mutantes fueron cruzados con la planta que fue transformada
con el vector vacio pCAMBIA.GUS.E9. Todos los cruces fueron seguidos tanto por la
doble resistencia (kanamicina para los mutantes e higromicina para las fusiones del
intercambio de promotores) como por los marcadores moleculares disefiados para
ambos transgenes. A la fecha se estan seleccionando las plantas doble heterocigotas
en la generacion F1 por la doble resistencia a higromicina (constructos intercambio de

promotores) y a kanamicina (mutacién insercional).

La generacién de cruces entre los mutantes pin?-201, pin2-3 y eir1-1 y la linea
DR5rev:GFP permite evaluar la funcionalidad de los transportadores de auxina.

En el apice de la raiz primaria se ha detectado un méximo de auxina que se
correlaciona tanto con la mantencion del meristema apical y con la respuesta
gravitrépica (Sabatini y col, 1999). Este maximo de auxina se genera y mantiene
gracias a la accién concertada de los efflux carriers que se expresan en la zona.
Interesantemente, el Unico de los mutantes PIN que tiene deficiencias serias en la

respuesta gravitropica es pin2. Este mutante es agravitrdpice debido a que la auxina
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Figura 10. El marcador DR5rev:GFP permite evaluar la funcionalidad de los constructos
del intercambio de promotores. Patrones de expresion de DR5rev:GFP en plantulas de 4
DPG. En la planta silvestre, la actividad DR5rev:GFP se acumula principalmente en las células
de la columella (col), con algo de actividad en el cap lateral (cl) (A, D). Ademas se ve algo se
acumulacion a lo largo de la epidermis (e) y el periciclo (p) (C). Los niveles de GFP estan
alterados en el mutante eirf-1 DR5rev.GFP (E), presentando una acumulacién anormal en el
cap lateral ademas de las células de la columella (indicado con una flecha). Imagenes de
florescencia en microscopia confocal (A, D, E) y epifluorescencia (C). Imagen de microscopia
DIC en B y de contraste de fase en D y E. En A se muestra la contratincién con ioduro de
propidio en rojo, que marca pared celular y permite delimitar las células. En verde la
acumulacion de proteina la GFP.

que se moviliza por la vasculatura y que llega a las células de la columella se acumula
anormalmente debido a la ausencia total de un efflux carrier que la drene
(Ottenschlager y col., 2002). Por lo tanto, la acumulacién anormal de auxina en el apice
es otro fenotipo caracteristico de los mutantes en la proteina PIN2. El marcador de los
gradientes de auxina DR5rev:GFP es una manera indirecta de visualizar la actividad de
los constructos sobre el transporte y acumulaciéon de auxina. Esta linea contiene la
proteina fluorescente verde GFP con sefiales de destinacién y retencién en reticulo,
bajo el control del promotor artificial de respuesta a auxina DR5rev (Tabla I,
Ottenschlager y col., 2002). En la planta wt DR5rev:GFP, se logra visualizar claramente

en el cap de la raiz una gran acumulacion de GFP (Figura 10A), que marca
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precisamente este lugar de alta acumulacién y actividad de auxina. Se realizo el cruce
entre esta planta y el mutante puntual en la proteina PIN2, eirt-1, obteniéndose doble
homocigotas, para la insercién del marcador DR5rev.GFP y para la mutacion en Pin2.
Observamos que [a expresion y acumulacion del reportero fluorescente en el apice de
la raiz se extiende de forma anormal por toda la columella y el cap en la planta eirt-
1DR5rev:GFP (Figura 10E). En los cruces, la restauracion del patron de fluorescencia
en el mutante eiri-1 DR5rev:GFP sera una manera indirecta de ver la localizacién y
funcionalidad de las proteinas en los cc;nstructos del intercambio de promotores. Este
marcador se introdujo mediante cruces tanto en los mutantes insercionales pin1-201,
pin2-3 y pin3-5 ylo en las plantas transgénicas con los constructos del infercambio de
promotores y seguidas por la segregacion de la resistencia a sulfadiazina. Las lineas
pin1-201 DR5revGFP, pin2-3 DR5revGFP y pin3-56 DR5revGFP al momento del escrito

se encuentran en la generacion F2, seleccionandose las dobles homocigotas.

Disefio y caracterizacion de anticuerpos policlonales contra las proteinas PIN1,
PIN2 y PIN3.

Con el fin de determinar la localizacion subcelular de los PIN en los diferentes tejidos,
se hicieron anticuerpos policlonales contra un péptido de la region hidrofilica de PIN1,
PIN2 y PIN3 y con ellos se estandarizé la técnica de inmunolocalizacion en planta
completa ‘descrita por Friml y col., 2003b. Los anticuerpos policlonales generados en la
presente tesis fueron heches en conejo contra un péptido disefiado en la zona
-hidrofilica de PIN1, PIN2 y PIN3 (Figura 1). Este péptido corresponde a una secuencia
lineal de 14-16 aminoacidos que cumplen ciertos pardmetros enmarcados dentro del
algoritmo descrito por Kolaskar y Tongaonkar (1980) que permite escoger zonas de

alta antigenicidad. Cada péptido fue inyectado en dos conejos, de los cuales se
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sacarcon 5 sangrias, donde sodlo la tercera y la quinta tienen aplicabilidad. Todas las
sangrias fueron sometidas al test de ELISA y mostraron que el. péptido puede unir el
péptido respectivo (ensayos hechos en Bioschile) La quinta sangria de los antiPIN1 y
antiPIN2 se sometié a purificacion con una columna de afinidad construida con los
péptidos correspondientes. Las cinco elusiones que se hicieron a la columna de
afinidad die.ron concentraciones de entre 5-10 ng/uL de proteina. Con estos
anticuerpos se procedieron a realizar ensayos con el fin de determinar la efectividad de
la purificacion (en términos de aumentar la especificidad del anticuerpo). Primero, se
realizaron western blots contra proteina total yfo fraccidon microsomal de plantas
completas y/u otros tejidos especificos (por ejemplo, raiz) tanto de plantas silvestres
como de mutantes. Todo esto para determinar especificidad de los anticuerpos
policlonales. El suero antiPIN2 {anticuerpo sin purificar} detecta una banda en los 69
kDa que corresponde al tamafio de [a proteina PIN2, ademas de una banda inferior
que corresponde a un frente de corrida de membranas de cloroplastos pues se puede
distinguir el color verde en el gel de poliacrilamida (Figura 11E, banda inferior). Este
suero se purificé por afinidad contra el péptido y se hizo una inmunolocalizacion en
plantulas de 4 DPG. El antiPIN2 purificado detecta claramente una sefial apical en las
células de la corteza y epidermis (Figura 11A-C) de la raiz que desaparece en el
mutante nulo pin2-3 (Figura 11D) demostraﬁdo tanto la especificidad del anticuerpo
como la efectividad de Ja técnica para detectar epifopes intracelulares en la raiz
primaria.

El suero antiPIN1 reconoce una proteina del tamafio esperado en un extracto de
proteina total de plantas silvestres (66 kDa, Figura 12A). No obstante, la especificidad

no fue probada debido a que no se hicieron los ensayos en paralelo con proteinas
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Figura 11. La proteina PIN2 se localiza apicaimente en [a corteza y epidermis de la raiz
primaria. Plantas de 4 DPG fueron impermeabilizadas e incubadas con el antiPIN2 purificado
con afinidad diluido 1/40 (Materiales y Métodos 4.6). A. Se observan seiiales en la membrana
de las dos capas externas, corteza (c) y epidermis (ep) y en algunas células del cap lateral (cl).
B. En el cap lateral aparecen marcas que perecen una sornisa invertida (flecha) por lo que
presumimos que la sefial es apical. C. En las células de la epidermis y la corteza aparece una
una sefial presumiblemente apical en foda la fila de células. D. En el mutante nulo pin2-3 no
aparecen marcas en la inmunolocalizacién. E. Western blot contra fraccion microsomal de
plantas silvestres usando el suero inmune antiPIN2. Una sefial cercana a los 69 kDa (flecha),
que corresponde al tamafio de PIN2, aparece sobre del frente de corrida que se extiende por
toda la membrana. Anticuerpo primario diluido 1/1000, secundario antilgG de conejo dilucion
1/5000. Barras: A, D: 20 ym; B: 7 ym; C: 10 pm.

extraidas de alguno de los mutantes nulos homocigotos, pin1-1 tig1 o pin1-201, debido
principalmente a que el mutante se propaga como heterocigoto y fue dificultoso reunir
suficiente tejido del mutante homocigoto. De todas maneras este anticuerpo se purificé
por afinidad contra el péptido y se usd en ensayos de inmunolocalizacién en planta
completa (Figura 12B, C). En este ensayo se detecté una serial basal en las células de

la vasculatura (Figura 12B) y una apical en la epidermis (Figura 12C), que concuerda

con lo publicado recientemente. Sin embargo, quedan algunos analisis por realizar
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Figura 12. El anticuerpo antiPIN1
purificado por afinidad reconoce una
sefial en la epidermis y Ila
vasculatura. En un western blot
usando proteina total de planta
silvestre se detecta una banda
cercana a los 66 kDa, gue corresponde
al tamafio de la protelna PIN1 (A). La
inmunolocalizacién usando este
anticuerpo detecta una sefial basal en
las células de la vasculatura en la raiz
primaria (B) y apical en las células de
la epidermis (C). En el western blot,
suero antiPIN1  (anticuerpo  sin
purificar), dilucién 1/100, secundario,
dilucidn 1/5000. En la
inmunoclocalizacién, antiPIN1 dilucién
1/100, secundario 1/500 antilgG de
congjo acoplado a Alexa488. Barras 10
um.

para determinar la especificidad de la sefial detectada en planta en la
inmunolocalizacion como en los western blol. Estos ensayos van en el sentido de
verificar que las sefales que estan siendo detectadas con el anticuerpo corresponden
a la proteina PIN1, principalmente a través de la comparacion respecto al mutante nulo

pin1-201.
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DISCUSION.

El transporte polar de auxina esta regulado a nivel celular por la localizacion polarizada
en [a membrana plasmatica de los efflux carrier de la familia PIN. En el Apice de la raiz
de Arabidopsis thaliana, la expresion y localizacién subcelular de las proteinas PIN1, -
2, -3, -4 y -7 pueden explicar por si solos la direccion neta del fransporte de al;xina. Sin
embargo, el tnico de los mutantes que presenta un fenotipo drastico en la raiz es el
mutante pin2 (Figura 9C), indicando que la respuesta génica en &l tejido puede suplir la
funcién en el resto de los mutantes simples (e incluso en algunos dobles mutantes). De
hecho, un par de estudios muestran que existe una expresion ectdpica de los
componentes no mutados en respuesta a la ausencia de uno o mas de los
componentes de la familia (Blilou y cof., 2005, Papanov y col, 2005). La idea de [a
modulacién de la respuesta génica frente a la pérdida de uno o mas PINs se ve
apoyada ademas por la evidencia de que algunos de los componentes de la familia se
co-regulan por mecanismos que dependen de los niveles de auxina (Vieten y col,
2005). Por lo tanto, la localizacién polarizada de las proteinas PIN siempre va a estar
en el sentido que permita restaurar el transporte polar de auxina normal. Para ello es
necesario que existan mecanismos celulares comunes para destinar polarizadamente y
de forma dinamica Complejos Transporiadores de Auxina, caracterizados por las
proteinas PIN, y que son ensamblados en compartimentos intracelulares y destinados

polarmente en vesiculas, en un transporte que depende de actina.

En la raiz primaria de A. thaliana, las secuencias promotoras de Pin1, Pin2 y Pin3

tienen dominios de actividad que son parcialmente excluyentes y que permiten tener

tres dominios de expresion en la raiz: Pin? se expresa en la vasculatura central, en




periciclo y endodermis (Galweiler y col., 1998); Pin2 lo hace en las dos capas més
externas, corteza y epidermis (Muller y col 1998); y Pin3 se expresa en las células de |a
columella y del periciclo de toda la planta (Friml y col., 2002a). Sieberer y col., (2000)
mostraron que la expresion del gen pin2 es exclusiva de la epidermis y corteza de Ia
region de diferenciacion de la raiz, donde regula la respuesta gravitrdpica. Ademas se
mostré que existen regiones rio abajo del ATG que’ dan especificidad a la expresion del
gen. La ausencia de estas regiones rio abajo hacen que los dominios de expresion se
extiendan ademas a ia regidn de la vasculatura (Sieberer y col., 2000). Este hecho le
da sentido a la actividad vista para la fusién pPIN2:GUS que contiene sélo la regién rio
arriba. Sin embargo, en conjunto los promotores clonados en esta tesis muestran al
menos dos dominios de expresion en la raiz: la columella (promotor Pin3) y la
vasculatura (promotores Fint y PinZ2), aunque atn debe comprobarse que la actividad

del promotor pPIN2 esté reguiada por elementos presentes en la regién transcrita.

La actividad de las proteinas PIN en [a membrana plasmatica genera gradientes y
maximos de auxina gque resulfan cruciales para distintos procesos fisiolégicos. En los
primordics de las raices [aterales y de tallos este maximo de auxina coincide con el
sitio de formacion del nuevo drgano (Benkova y col., 2003). En la raiz primaria, este
méaximo esta relacionado con la mantencion y formacién del meristema apical y con la
respuesta gravitrépica. El maximo de auxina en la raiz se produce en las células de la
columella, sitio donde se sensa y responde a cambios en el vector gravedad (Figura
10A). La redistribucién asimétrica de auxina en la epic}ermis ante un cambio en el
vector de gravedad genera la inhibicién de la elongacién en una cara de la raiz
respecto a otra, que a la larga da como resultado que la rafz se doble en favor del

nuevo vector gravedad. El agravitropismo del mutante pin2 se debe a que la auxina no
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se drena de la regién de la columella hacia la epidermijs y cap lateral, donde es
necesario un transporte diferencial de un lado respecto al otro para generar la
-respuesta gravitropica. En este mutante se genera una acumulacién anormal de auxina
en la raiz. Con el marcador DR5rev:GFP se puede visualizar éste maximo de auxina
anormal en el mutante alelo de pin2-3, eirt-1 (Figura 10E), por lo que sirve
indirectamente como marcador de la actividad de las proteinas PIN y de su localizacion
polarizada. En los cruces, ya sea en las plantas transgénicas con los constructos del
intercambio de promotores o en los mutantes pin, sé introdujo mediante cruces el
marcador DR5rev:GFP, de modao que los cruces entre [os mutantes y las transgénicas

ademas tienen este marcador de los maximos de auxina.

Por otra parte, para las proteinas PIN se generaron anticuerpos policlonaies con el fin
de hacer inmunolocalizaciones y detectar las proteinas PIN en la membrana
plasmatica. El método de Koloaskar y Tongaonkar (1898) es un algoritmo desarrollado
para predecir secuencias antigénicas de superficie. Este algoritmo usa datos
experimentales de hidrofobicidad, accesibilidad y flexibilidad calculados para cada
aminoéacido, en conjunto con datos estadisticos de la frecuencia de ocurrencia en
secuencias antigénicas pequefias conocidas. Con -estos datos, se generé un nuevo
parametro (“Antigenic Propensity”) que se usa para detectar las secuencias antigénicas
de superficie. Con este algoritmo se escogié un péptido localizado en la region
hidrofilica de las proteinas que no tiene homologia a nivel de secuencia con el resto de
las proteinas PIN (Figura 1). Con estos péptidos se hicieron anticuerpos policlonales en
conejo, los sueros fueron purificados contra el péptido en una columna de afinidad,
con los cuales se hicieron las inmunolocalizaciones. El antiPIN2 reconoce una sefial

presumiblemente apical en las células de la epidermis y corteza que desaparecen en €l

47



mutante nulo pin2-3 (Figura 11). Ambas observaciones dan la certeza de que la sefial
que se observa corresponde a la proteina PIN2 demostrando tanto la especificidad del
anticuerpo como la utilidad del método de inmunolocalizacién. Con este anticuerpo se
pretende inmunolocalizar PIN2 expresado ectdépicamente en las plantas pin1-201.1:2,
pin2-3.2:2 y pin3-5.3:2, y comparar la localizacion subcelular en los distintos tipos
celulares que los constructos determinan. Por ofro lado, los ofros dos anticuerpos
(antiPIN1 y antiPIN3) requieren de un andlisis mas acabado para determinar su

especificidad.

En experimentos futuros, se pretende evaluar la localizacién de la proteina PIN2 que
se acumula en la vasculatura (constructo 1:2) y en la columella {constructo 3.2) y
compararlas con la ya vista en la epidermis y corieza (Figura 11). Ademas, la
acumulacién de auxina en el cap de los mutantes pin2-3 DR5rev:GFP 2:1, pin2-3
DR&rev:GFP 2:2, pin2-3 DR5rev:GFP 2:3 daran luces de la funcionalidad de las
proteinas PIN en drenar la acumulacién de auxina que se genera en la columella, lo
que se vera apoyado por la observacidon de la complementacion del fenotipo
agravitropico visto en el mutante pin2 (Figura 9), que junto con mostrar de que existen
0 no mecanismos comunes para la destinacién polar de estas tres proteinas a la
membrana plasmatica revelaran indirectamente la localizacién polarizada de las

proteinas en la membrana plasmatica. .
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CONCLUSIONES.

En la presente tesis se generaron las herramientas moleculares y se sentaron
las bases para evaluar si existen factores célula-especificos que determinan la

localizacién polarizada de las proteinas PIN a la membrana plasmatica.

Se determinaron los sitios de actividad de los promotores de Pint, Pin2 y Pin3

en la raiz primaria de A. thaliana.

Se generaron plantas transgénicas con las fusiones entre los promotores y los

marcos de lectura de Pin1, Pin2 y Pin3 ("intercambic de promotores”).
Se generd el doble mutante pin2-3 DR5rev.GFP y este se cruzo con las plantas
transgénicas expresando las fusiones enifre los promotores y los marcos de

lectura de Pin1, Pin2y Pin3 con el fin de evaluar su funcionalidad.

Se generaron anticuerpos policlonales contra PIN1, PIN2 y PIN3 usando

peptidos disefiados con un algoritmo que predice epitopes de superficie.

Se detectd localizada polarmente a la proteina PIN2 en las células de la

epidermis, corteza y cap lateral en la raiz primaria .
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ANEXO 1.

Tabla V. Listado de los vectores construidos en la presente tesis.

Nombre

Vector de Origen

Inserto

Caracteristicas

pGEM-T pPiN1®

pGEM-T

Promotar de Fin1

Promotar de Pint, corresponden a 1929 pb do arriba del gen
Pin1. Permite hacer fusiones con fas protefnas PIN1, 2, 3 y
GUS usando los sitios de corte para enzimas da restriccidn

Sall, Ncol y Pstl intreducidas en los partidores (Mas detalies

en Malerialas y Métodos)

pGEM-T pPINZ®

pGEM-T

Promotor de Pin2

Promotor de Pin2, corresponden a 1393 pb ro arriba del gen

Pin2. Permite hacer fusiones con las protelnas PINT, 2,3 y

GUS usanda los sitios de corte para enzimas ce restriccion

Sall, Ncol y Pstl introducides en los partideres (Mds detalies
en Materialas y Métodos)

PGEM-T pPINZ®

pGEM-T

Promotcr de Pin3

Premotor de Pin3, corrasponden a 1764 pb rlo ariba del gen
Pind, Permita hacer fusicnas con las pratelnas PIN1, 2, 3y
GUS usando los sitios de corte para enzimas de restriccion
Sall, Neol y Pstl introducidos en los partidores {Mas detalles

en Materalas y Métodos)

PGEM-T pPINg®

pGEM-T

Promotor de Pind

Promotar de Pind, comespendan a 1764 ph rio arita del gen

Pird. Permmite hacer fusiones con las proteinas PIN1, 2,3y

GUS usando los sitios de corte para enzimas de restriceidn

Sall, Ncal y Pstl Introducidos en los partidores (Mas detalles
en Materiales y Métodos)

PSL3-pPINT®

pSL3

Promotor de Pint

El promotor de Pint provenienta del vector pGEM-T.pPIN1
fue mavilizado con los sitios de corle da enzimas de
restriccidn Neol y Sall dentro de los mistmos sitios del vector
pSL3, Aqui quedan en fusién traduccional con el gen
reporteso GUS y e! terminador E9.

PSL3-pPINZ®

pSL3

Peomotor de Pin2

£l promoter de Pin2 proveniente del vector pGEM-T.pPIN2
fue mavilizado con Jos sitios de corts de enzimas de
restriccidn Noot y Sall dentro de Jos mismos sitios del vector
PSLY, Aqul quedan en fusidn traduccional con el gen
reportero uidA (GUS) y el terminador E9.

pSL3-pPINg®

p5L3

Promotor de FPin3

El promator de Pind proveniente del vector pGEM-T pPIN3
fue movitizado con los sitios da corta de enzimas da
restriccion Neol y Sall dentra de los mismes sitios del vector
pSL3. Aqul quedan en fusion raduccional con el gen
repertero uidA, {GLIS) y el terminador ES,

pSL2-pPINg®

pSL3

Promotar de Pin3

El premotor de Find pravaniente ceal vector pGEM-T.pPIN4
fue movillzado con los sitios de corle de enzimas de
restriccién MNcol y Saff dantro da los mismos sitios del vector
PSL3. Aqui quedan en fusion traduccicnal con el gen
raportere uidA (GUS) y el terminador ES.

pBi-ppiNt®

pBI101,3

Fusion pPIN1:GUS:ES

La canstruccién pPIN1:GUS:E9 proveniente del vector
pSL3,pPIN1 fua movilizada con los sitios de corte para Sall
{&* promator) ¥ EcoRI {rio abajo del terminador ES) en les.
mismos sitios dentro del T-DNA del vector binario p8l101.3.

pBLpPIN2®

pBI101.3

Fusién pPIN2:GUS;E9

La construceitn pPINZ:(US:E9 provenients del vector
pSL3.pPINZ fue mevilizada con los sitios de corle para Sall
(5" promatos) y EcoRI {rio abajo del tesinader £9) en los
mismos sitios dentra del T-DNA del vector binario pRI101.3,

pBrpPiNg®

pBI101.3

Fusion pPIN3:GUS:E9

La construccidn pRIN3:GUS;ES proveniente del vector
pSL3.pPIN3 fue movilizada con los sitios de carte para Sall
{5 prometer) y EcoRI {rio abajo del terminader ES) en los
mismaos sitios dentro del T-DNA dal vector binario pBI101.3.

pBIpPINS®

A

pBI101.3

Fusidn pPIN4:GUS:ES

La construccion pPINGGUS:ES proveniente del veclor
pSL3.pPING fue moviizada con los sitios de corte para Sall
(5* promatar} ¥ EcoR| (rlo abajo del terminadoer E9) en los
mismos sitios dentro del T-DNA dal vecter binario pBI101,3.

PGEM-T oPINT®

pGEM-T

ORF de Pin1

Marco de lectura abierto (open reading {rama, ORF) de Pint,
1859 pb, clonade a pactir de la amplificacién por PCR del
clon 12338 {ver tabla 1). Enlos partidares 4 introdujercn
los silios de corte para BamHi (3°} y Pstl (5') que permiten
los posteriores pasos de clonacién {Mas detalles en
Materiales y Métodos).

PGEM-T oPiN2®

cGEM-T

ORF de Pin2

Mareo de lectura abierta {gpen peading frame, ORF) da Pin2,
1944 ph, clonado a partir de ta amplificacién por PCR del
clen U21751 {ver tabla I). Enlos partidores se introduleron
Jas sitios de corte para BamHl (3') ¥ Pstl {5°) que permilen
los posteriores pasos de clonacién (Mas detafles en
Materiales y Métedos).
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Marco da lectura abierto (open reading frame, GRF) da Pin3,
1922 pb, clonado 3 partir de la amplificacién per PCR det
$ pGEM-T ORF de Pin3 clon RAFLO7-12-309 (ver tabla I). En los partidores se

PGEM-T oPIN3

introdujeron los sitios de corte para BamHl (3') y Pstl (5') que
permiten los posteriores pasos de clnacion {Mas detallas en
Materiales y Mélodos),

Fusién del promotor de Pin1

En el vector pGEM-T.oPIN1 se insertd el promator de Pinl

s : . thy
PGEM-T.1:1 pGEM-T.oPIN1 . rio amiba del ORF Pin1 usando los sitios ce corte Sall y Psti
y el ORF de Fint {Mas detalles en Materiales y Métodos),
" : En el vector pGEM-T.1:1 se inserto ei ORF de Pin2 rlo abajo
pGEM-T {:2 ¥ pGEM-T.1:1 Fusicn gle :)F;?:T[Ztg' dze Pim del promotor Pin1 usande los aitics da corte BamHi y Pstl
Y i, {Més catalles en Matariales y Métodos).
. p En el vector pGEM-T,oPIN1 se insend el.prommor de Pin3
pPGEM-T 3:1 : pGEM-T.oPIN1 . Fusion dle([)gaFrzoig_ d;z Pin3 rio arriba del ORF Fin1 usando los sitios de corte Sall y Pstt
ye e Pin {M4s detalles en Materialés y Métodos),
-2 ; En-al vecior pGEM-T,3:1 se '—ln:'.arlb el ORF de Fin2 rio abaje
PGEM-T 3:2 3 pGEM-T.3:1 Fusién del promator de Fin3 del promator Pin3 usando los sitios de corte BamH! y Pstl

y el ORF de Pin2

(445 detalles en Materiales y Métodos).

PCAMBIA.1:1°

pCAMBIA GUS,ES

Fusion del promotor de Pin1
y el ORF de Pin1

La fusién pPIN 1:0P1N1 proveniente de pGEM-T.1:1 sa
movilizd dentro del T-DNA del vector binario
PCAMBIA.GUS.E9 usando los sitios de corte Sall y BamHI
{Mas detalles en Materales y Métodos),

pCAMBIA.1:2°

pCAMBIA.GUS.ER

Fusidn del promotor de Pinrl
y el ORF de Pin2.

La fusion pPIN1:0PIN2 proveniente de pGEM-T.1;2 se
movilizé dentro del T-DNA del vector binario
pCAMBIA.GUS.E9 usando %os sitios de corte Sall y BamHI
{Méas detalles en Materiales y Métodos).

pCAMBIA.1:2%

pCAMBIA.GUS.E9

pPIN1 y oPIN3

Tripla ligacién entre pPIN1, oPIN3 y el vector
pCAMBIA.GUS EY, genarandosa las fusiones
PPIN1:0PIN3:E9 dentro del T-ONA det vector binario
pCAMBIA GUS E9 vector binario (M4s detalles en Materialas
y Métadas).

pCAMBIA,2:1%

pCAMBIA.GUS.E9

pPIN2 y oPIN1

Triple ligacion entre pPINZ, oPINT y el vector
pCAMBIA.GUS.E9, generdndoss Jas fusiones
RPIN2:0PIN1:E9 dentro del T-DNA del veclor binario
pCAMBIA.GUS E9 vector binario (Mas delalles en Materiales
y Métodos),

pPCAMBIA.2:2°

pCAMBIA.GUS.E9

pPIN2 y oPIN2

Triple ligacidn entre pPIN2, oPIN2 y el vectar
pCAMBIA.GUS E9, generdndose |as fusiones
pRINZ:0PIN2:ED dentro del T-DNA del vector binario
pCAMBIA.GUS ES vector binario (Mas detalles en Materiales
¥ Métodos).

pCAMBIA.2:3%

pCAMBIA.GUS.ES

pPINZ y oPIN3

Triple ligacian entre pPIN2, aPIN2 y el vector
pCAMBIA.GUS.ED, generandosa las fusionas
PPIN2:0PIN3.ES dentro dal T-DNA def vector binario
pCAMBIA.GUS.E9 vector binario (Mas detalles en Materales
¥ Métodos).

pCAMBIA.3:1°

pCAMBIA.GUS.E9

Fusidn del promotor de Pin3
y el ORF de Pinm1

La fusidn pPINI:oPINT proveniente de pGEM-T.3:1 se
movilizd dentro del T-DNA del vecstor binario
pCAMBIA.GUS.E9 usando los sitios de corte Sall y BamHl
(Mas detalles en Maleriales y Métodos),

pCAMBIA,2:2°

pCAMBIA.GUS.ES

Fustdn del promotor de Pin3
y el ORF de Pin2

La fusién pPIN3:0PINZ proveniente da pGEM-T.3:2 s
movilizd dentra del T-DNA del vector binarie
RCAMBIA.GUS.EQ usando los sitios de corte Sall y Bamt)
(Mas datalles en Matarialas y Métodos).

pCAMBIA.2:3°

PCAMBIA,GUS,E9

pPING y oPING

Triple ligacidn entre pPIN3, cPIN3 y el vector
pCAMB!A.GUS ES, generéndase fas fusiones
pPIN3:0PINI:ES dentro del T-DNA dal vector binario
pCAMBIA.GUS.E8 vactor binario (Mas detallas en Materialas
y Métodas),

PCAMBIA.g:1°

PCAMBIA.GUS.E9

pPIN4 y oPIN1

Triple ligacidn entra pPIN4, oFINT y el vector
pCAMBIA.GUS.ES, generandaose las fusiones
pPIN4:oFPIN1:ES dantro del T-ENA del vectar binario
pCAMBIA.GUS E9 vector binario (Mas detalles en Mateniales
y Métadas),

pCAMBIA 4:2°

pCAMBIA.GUS.E9

pPIN4 y oPIN2

Triple ligacidn entra pPIN4, oPIN2 y el vectar
pCAMBIA.GUS.E9, generdndose las {usiones
pRINT0PIN3ES dentro del T-DNA del vector hinaria
sCAMBIA.GLIS.EQ vector binaric (Mas detalles an Materales
¥ Mélodas).
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pCAMBIA.4:3%

pCAMBIA.GUS.E9

pPINg v oPIN3

Tripla ligacidn entre pPIN4, oPIN3 y e vector
pCAMBIA.GUS.ES, generandose fas fusiones
PPIN1:0PIN3.ES dentro del T-DNA dal vector binario
PCAMBIA.GUS ES vectar binaric (Mas detalles en Materizles
y Métcdos),

PCAMEBIA.GUS.E®

pCAMBIA1300

GUS.E9

Fragmento GUS.E9 proveniente del vector pSL3 insertado
antre los sitios de core Sall y EcoRl del vector
pCAMBIA1300, Este vector queda con un sitio de miltiple
clonamiento rio arriba de GUS y es ideal para probar la
actividad de promotores. (esquema en figura 6A)

pET22b-PIN1p®

pET22b

Péptido codificante de la
region hidrofilica de PIN{, **

Comresponden a los nuciettidos +462 al +1224 del CRF de
pin1 clanados en el vector de expresion bacteriano pET22b
dende quedan en fusién carboxiterminal con una cola da
histidinas.

PET22b-PINZp*

PET22b

Péptido codificants de la
region hidrafilica de PIN2. **

Comesponden a [os nucledtidos +822 al +1460 del ORF da
pin2 clonados en el vector da expresién bacleriano pET22h
donde quedan en fusién carboxiterminal con una cola de
histidinas,

PET22b-PiN3p*

pET22b

Péptida codificante de ia
ragién hidrofilica de PIN3, **

Corresponden a {os nucledtidos +999 al + 1449 det ORF de
pin3 clonados en el vector de exprasita bacteriano pET22b
donce quedan en fusidn carboxiterminal con una cola de
hislidinas.

PET30c-0PiNT"

pET30c

ORF de pin1 proveniente del
vector U12338

Este vector tiene clonade el ORF de pini bajo al coatrol de
un prameter inducibla por IPTG en ¢l vector bacteriane
pET20c. Permite expresar en baclera (£ coli BL21) la
protaina PIN1 en fusidn con una cola de histidinas.

pET30c-oFINZ®

PET30c

ORF de pin2 proveniente del
vector U21751

Esta vector tiene clonado el ORF de pin2 bajo el control de
un promolor inducible por IPTG en el vector bacteriano
pET30e, Pemite expresar en bactera (& cofl BL21) la
proteina PINZ en fasién con una cola de histidinas,

¥ Enmarcados en la estrategia experimental de! intercambio de promolores.

* Disefiados con el fin de expresar una regién de la proteina para hacer anticuerpos policlonales cantra las proteinas PIN,

** Regiones codificantes segun literatura.
* Construidos con el fin de probar la reaccién cruzada entre los anticuerpos antiPIN1 y antiPIN2Z,
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