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Molecular Vegetal, bajo la tutela del Dr. Mike. Otra gran experiencia en mi vida,
enriquecedora por completo con excelentes nuevos amigos. Actualmente sigo
estudiando, me quedé en el lab haciendo el Magister en Ciencias Bioldgicas, asi que
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Resumen

La pared celular vegetal es una estructura molecular compleja que rodea a la célula y
que le otorga forma, rigidez y flexibilidad entre otras funciones fisioldgicas. Esta
compuesta principalmente por proteinas, sustancias aromaticas y polisacaridos como
la celulosa, las hemicelulosas y las pectinas. Polisacaridos no-celuldsicos L-fucosilados
como el ramnogalacturonano Il (que es también L-galactosilado) y el xilogiucano
ademas de glicoproteinas N-glicanos y proteinas arabinogalactano son glicosilados en
el aparato de Golgi. La incorporacién de los sustratos (GDP-L-Galactosa y GDP-L-
Fucosa) desde el citoplasma hacia el interior del organelo, para su posterior uso en la
sintesis defi“;’\i‘s’ cadenas laterales de estas macromoléculas, es llevada a cabo por

transportadores de nucleétido-aziicar (TNAs).

En Arabidopsis thaliana, por genética reversa se ha identificado una familia putativa de
TNAs ilamada GONST. Trabajos realizados en el laboratorio del Dr. Handford (2006-
2010) han revelado que GONST3 es un transportador de GDP-L-Gal, mientras que

GONST4 transporta GDP-L-Fuc y GDP-L-Gal.

En e! marco de la caracterizacion de GONST3 y GONST4 se esta estudiando
principalmente la especificidad de sustrato y luego el papel in vivo de estos TNAs
mediante el andlisis de plantas con menores niveles de expresién de GONST3 o
GONST4. Para enfocar estos (ltimos estudios, se hace necesario analizar el patron
detaliado de expresion de ambos TNAs, con el fin de focalizar los ansilisis posteriores
de la composicién de macromoléculas -fucosiladas y/o L-galactosiladas en aquellos

organos de Arabidopsis que presenten diferencias en la expresion de los TNAs.




La estrategia utilizada en este Seminario consistid en la construccién de dos vectores
reporteros G3Pr::GUS y G4Pr::GUS, que expresan la proteina B-glucuronidasa bajo la
regulacion de los promotores de GONST3 y GONST4, respectivamente.
Posteriormente, se obtuvieron 5 lineas de Arabidopsis transformadas con G3Pr.:GUS y
10 con G4Pr::GUS. Luego, se realizé el ensayo histoquimico GUS de tres Iineaé
transformantes para cada TNA mostrando una expresion ubicua a lo largo del
desarrollo de la planta. La mayor tincion se registré en hojas caulinares, raices vy tallos,
mientras que los menores niveles se obtuvieron en hojas senescentes, semillas y
pétalos. Las principales diferencias se reportaron en cotiledones y estigmas de las

lineas G4Pr.:GUS, las que nho presentaron tincién a diferencia de G3Pr::GUS.

Finalmente, analisis in sifico utilizando las bases de datos de Affymetrix mostraron
resultados semejantes a los obtenidos por los ensayos histoquimicos. Ademas, se
identificaron elementos cis-regulatorios en los promotores de ambos TNAs, incluyendo
algunos relacionados directa o indirectamente con ia sintesis de la pared celular, como
por ejemplo elementos de respuesta a elicitores, meristema y golpe térmico, entre

otros.
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Abstract

The plant cell wall is a complex molecular structure which surrounds the cell and
confers shape, rigidity and flexibility among other physiological functions. It is mainly
composed of proteins, aromatic molecules and polysaccharides such as cellulose,
hemicelluloses and pectins. L-fucosylated non-cellulosic polysaccharides such as
rhamnogalacturonan |l (which is also L-galactosylated) and xyloglucan, as well as N-
linked glycoproteins and arabinogalactan proteins are glycosylated inside the Golgi
apparatus. The import of the substrates (GDP-L-Gal and GDP-L-Fuc) into this organelle
from the cytoplasm, for subsequent use in the synthesis of the sidechains of these

macromolecules, is carried out by nucleotide-sugar transporters (NSTs).

By reverse genetics, a putative family of NSTs called GONST has been identified in
Arabidopsis thaliana. In the laboratory of Dr. Handford (2006-2010), recent research
has shown that GONST3 is a GDP-L-Gal transporter, whilst GONST4 transparts GDP-

L-Fuc and GDP-[-Gal.

In the characterization of GONST3 and GONST4, the substrate specificity and
subsequently the role in vivo of these NSTs, using plants with lower GONST3 and
GONST4 expression levels, are being studied. To focus this latter aim, it is necessary
to analyse in detail the expression paitern of both NSTs, in order to direct the
subsequent studies of L-fucosylated andfor L-galactosylaied macromolecules in those

Arabidopsis organs that present different expression patterns of these NSTs.

The strategy used in this Seminar consisted in the construction of two reporter vectors

G3Pr::GUS and G4Pr:GUS, which express the protein B-glucuronidase under the




1. Introduccién
1.1 La pared celular vegetal

La pared celular es una estructura molecular compleja y dindmica que rodea a la célula
entregando forma, rigidez y flexibilidad a ésta. Se encuentra localizada fuera de la
membrana plasmatica dando soporte frente a estrés mecéanico y proteccion a la célula,
actuando como la primera barrera de defensa contra organismos patogenos. Al igual
que toda la celula, es un componente dinamico y su estructura y composicién se
madifican frente a variaciones del entorno y a lo largo del desarrollo celular. Ademas de
controlar e! desarrollo y diferenciacion célular, es parte de la sefializacion hormonal y

de respuesta a ataques de patogenos (Carpita y McCann, 2000; Handford, 2006).
1.1.1 Composicion de la pared

La pared celular vegetal estd compuesta principaimente por tres tipos de
macromoléculas; proteinas, compuestos aromaticos y polisacéaridos. Los polisacaridos
estructurales son los componentes mas abundantes de la pared celular de plantas,
organizados en redes macromoleculares entrecruzadas de pectinas, celulosa y
hemicelulosas (Sticklen, 2008) (figura 1). La celulosa constituye el principal
polisacarido de la pared. Esta formada de cadenas lineales de D-glucosa unidas por
enlaces glucosidicos B(1--4), y su sintesis es llevada a cabo por las celulosas sintasas
en la membrana plasmatica. Las cadenas lineales se entrecruzan para formar
microfibrillas de celulosa unidas por puentes de hidrogeno (McNeil y col, 1984). Estas
microfibrillas son depositadas en mayor cantigiad en la pared primaria, las que otorgan
estructura y rigidez a la pared generando una matriz de anclaje para oiras moléculas

(Lerouxel y col, 2008).




Por otro lado, se encuentran los polisacaridos no celuldsicos que son sintetizados en el
aparato de Golgi. El primer grupo de éstos son las hemicelulosas (figura 1); xiloglucano
(B(1—4) D-glucosa con ramificaciones de a-D-xilosa, D-galactosa y [-fucosa),
(gluco)mananos (B(1—4) D-manosa o glucosa con ramificaciones variables) y
glucoarabinoxilano (8(1—4) D-xilano con ramificaciones de a-D-glucosa y o-L-
arabinosa). Estos polisacaridos son parte de la matriz de la pared primaria, aportando
rigidez a ésta al entrelazar las microfibrillas de celulosa (Lerouxel y col, 2006; Reiter,
2002). El segundo grupo de polisacaridos no celuidsicos son las pectinas (figura 1),
polisacaridos altamente heterogéneos, ubicados en la lamina media, otorgan porosidad
y carga a [a pared frente a variaciones de pH y también regulan adhesion celular.
Dentro de este grupo se encuentran los homogalacturonanos, el ramnogalacturonano |
(RGI) y RGIL. Tanto el xilogalacturonano y RGII pertenecen al grupo de las pectinas
que se caracterizan por tener una cadena central formada por enlaces a(1—4)D-acido
galacturénico decorados con una gran cantidad de cadenas laterales de distintos
azucares, haciendo estas moléculas muy hidrofilicas (Carpita, 1996, 2000; Handford
2006}, sobre todo el RGIl que es el polisacarido con la mayor diversidad de azlicares
(12 tipos), incluyendo decoraciones de L-fucosa, L-galactosa, entre otros (O°Neill y col,

2004).

También es posible encontrar proteinas {figura 1) dentro de la matriz de la pared
celular vegetal. En Arabidopsis thaliana se han descrito por estudios de protedmica
unas 400 proteinas de pared (Jamet y col, 2008), entre las que se encuentran
principalmente, extensinas; proteinas insolubles ricas en hidroxiprolina (HPRP) con
numerosos motivos repetidos-de ser-hyp,, separados por regiones ricas en tyr, lys, his

y val; proteinas ricas en prolina (PRP) y ricas en glicina (GRP), las que se encuentran

gy,




presentando un fenotipo en raices sensible a sales, generando problemas en la

biosintesis de la pared del meristema apical de raices (Schaewen y col, 2008).

1.1.2 Sintesis de los polisacaridos

La sintesis de la celulosa ocurre en la membrana plasmatica por accién de la celulosa
sintasa. Esta proteina forma complejos llamados rosetas; cada roseta esta compuesta
de seis unidades y cada unidad a su vez esta formada por seis celulosas sintasas,
generando un total de 36 proteinas por roseta. Este complejo varia en su composicion
segun la especie, encontrando por ejemplo en Arabidopsis una familia de 10 celulosas
sintasas involucradas en la formacién de las rosetas (Lerouxel y col, 2006). Las
proteinas del complejo son formadas en el reticulo, modificadas por glicosilaciones en
el aparato de Golgi y destinadas a la membrana plasmatica, donde finalmente

transfieren glucosas a la cadena naciente de celulosa (Gibeaut y Carpita, 1994).

- Pectinas

Lamina
media R
B Microfibrillas
.~ de celulosa
Pared
primaria
Membrana [ > Hemicelulosa
plasmatica"”{
.. Proteinas
solubles

Figura 1. Esquema de la estructura de la pared celular de plantas. Las barras verdes
representan las microfibrillas de celulosa entrecruzadas con cadenas de hemicelulosa y pectina
que le otorgan rigidez a la pared. Extraido y traducido al espariol de Sticklen, 2008.




Por ofro lado, los polisacéridos no celuldsicos (pectinas y hemicelulosas) son
sintetizados en el aparato de Golgi (Reyes y Orellana, 2008; Handford, 20086). Las
enzimas involucradas en la biosintesis de los polisacaridos de la pared y glicoproteinas
estan localizadas en la via secretoria. Estas enzimas son las glicosiltransferasas que
catalizan la tfransferencia de azicares desde moléculas activadas a polisacaridos
aceptores especificos (figura 2), formando enlaces glicosidicos (Bowles y col, 2005).
En su mayoria son proteinas de membrana tipo Il, las que poseen un Unico segmento
que atraviesa la membrana y funciona como una nica secuencia ancla. Una pequefia
porcion N-terminal es citosolica, mientras que el dominio catalitico C-terminal se
localiza hacia el lumen de Golgi, decorandio los distintos polisacaridos no-celuldsicos y
glicoproteinas de la célula (Keegstra y Raikhel, 2001). Hasta la fecha los esfuerzos se
han concentrado en la identificacién y caracterizaciéon de estas proteinas en distintos
organismos, ademas de la creacibn de una base de daios (CAZy;
http://www.cazy.org/fam/acc_GT.html) para su clasificacion, contando con 92 familias

identificadas (Henrissat y col, 2001).

Ademas, se ha caracterizado otro tipo de glicosiltransferasa llamada tipo celulosa
sintasa o CSL (cellulose synthase like; figura 2). Estas proteinas poseen mdltiples
dominios transmembrana, pero a diferencia de las celulosas sintasas, se localizan en el
aparato de Golgi y carecen de un dominio N-terminal de dedos de Zn. Su funcién
radica en la sintesis de las cadenas principales de algunos polisacaridos
hemicelulésicos, por ejemplo, xiloglucanos y glucomanancs, ya que al igual que la
celulosa, ambos polisacaridos poseen enlaces ({1—4) (Zeng y Keegstra, 2008;

Dhugga, 2001).




Como se menciond anteriormente, los sustratos para la sintesis de los polisacaridos de
la pared celular son azlcares activados por la adicion de un nucledsido mono- o di-
fosfato formando un nucledtido-aziicar, los que son sintetizados en el citoplasma vy
deben ser importados al lumen de Golgi. A diferencia de las CSL, las
glicosiltransferasas del tipo Il no son capaces de internalizar estos aztcares, por lo que
necesitan de algun transportador capaz de ingresar los nucleétidos-aziicar desde el

citosol hacia el interior del organelo.
1.2 Transportadores de nucleétido-aziicar (TNAs)

La incorporacion de los nucleétidos-aziicar al lumen del aparato de Golgi esta dirigida
por los TNAs. Estos transportadores actlian por contratransporte, transfiriendo hacia el
lumen de Golgi los nucledtidos difosfato-azticar (NDP-az(icar) acoplado a la salida de

nucledtidos monofosfatos (figura 2; NMP; Reyes y Orellana. 2008; Caffaro y col, 2008).

Estructuralmente los TNAs son proteinas altamente hidrofobicas. Andlisis de los
petfiles de hidrofobicidad in silico, muestran que tendrian de 6 a 10 dominios
transmembrana. Ademas son proteinas de un tamario de 300 a 350 aminoacidos y se
infiere que los dominios N-terminal y C-terminal estarfan ubicados hacia el mismo lado
de la membrana (Reyes y Orellana 2008; Handford y col, 2004; Berninsone y col,

2000).

Estos TNAs han sido identificados en una serie deé organismos como; Leishmania
donovani; LPG2 (Hong y col, 1998), Saccharomyces cerevisiae; VRG4 (Poster y Dean,
1996; Dean y col, 1997), Candida glabrata; CaVRG4 (Nishikawa y col, 2002-A;
Nishikawa y col, 2002-B), Cryptococcus neoformans; GMT1 y GMT2 (Cottrell y col,

2007), Caenorhabditis elegans; SQV-7 (Berninsone y col, 2001), Drosophila




melanogaster; UST74C {Goto y col, 2001) y en humanos (Muraoka y col. 2001), entre
otros. Frecuentemente, mutaciones en estos TNAs causan carencias o altefaciones en
la glicosilacién de macromoléculas sintetizadas en el aparato de Golgi. Por ejemplo,
una cepa mutante de L. donovani para el gen LPG2 (lpg2) mostrd carencia del
glicolipido de superficie para virulencia lipofosfoglicano (LPG). Por ensayos de
complementacion, el lipofosfoglicano fue restituido en cepas complementadas y por
ensayos bioquimicos de incorporacion en vesiculas se observé que este transportador
era capaz de transportar GDP-Man, GDP-Ara y GDP-Fuc (Hong y col, 1999). En el
caso de S. cerevisiae se identificd una cepa mutante para el gen esencial VRG4 (vrg4-
2). Mutaciones en este gen conducen a un deterioro en la manosilacién, afectando
glicosilaciones de proteinas y de esfingolipidos. Los ensayos de incorporacion
mostraron que VRG4 fue capaz de transportar GDP-Man al interior de Golgi (Dean y

col, 1997}

Por estudios gendmicos se han identificado secuencias homélogas en plantas
potencialmente involucradas en la sintesis de la pared celular, y asi se han encontrado
unos 15-20 TNAs supuestos en Arabidopsis (Reyes y Orellana, 2008). Estos incluyen
AtUTr1, un transportador de UDP-glucosa/UDP-galactosa (Norambuena y col, 2002;
Reyes y col, 2006), AtUTr2 y AINST-KT1K transportadores de UDP-galactosa
(Norambuena y col, 2005; Rollwitz y col, 2006) y GONST? que es un transportador de

GDP-manosa (Baldwin y col, 2001).
1.2.1 Familia GONST

El transportador GONST1 pertenece a una familia de TNAs llamada GONST, por su

sigla en inglés Golgi-localized Nucleotide-Sugar Transporter (Baldwin y col, 2001).
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Figura 2. Modelos de sintesis de polisacaridos no celulésicos en el aparato de Golgi. A.
Modelo [1] muestra la sintesis de polisacaridos lineales por accién de las proteinas CSL. B.
Modelo [2] donde se esquematiza la incorporacion de nucleétido-azucar via TNA y posterior
decoracién de cadenas laterales por accién de glicosiltransferasa tipo Il. Extraido y adaptado de
Handford y col, 2006.

Analisis in silico de homologia de secuencia entre GONST1 y los transportadores
caracterizados previamente de GDP-Man, LPG2 (Hong y col, 1999) y VRG4 (Dean y
col, 1997), mostraron un 27% y 25% de identidad aminoacidica, respectivamente.
También se observé que GONST1 poseia sitios de N-glicosilacién, caracteristicos de
los transportadores de GDP-Man (Wang y Bahl, 1981) y entre 8 a 10 dominios

transmembrana. Ademas, la cepa mutante vrg4-2 de S. cerevisiae sensible a

higromicina y con bajos niveles de manosilacion de quitinasa extracelular resultd ser




complementada por GONST1, mostrando restitucion en los dos fenotipos de la
mutante. Adicionalmente, ensayos de transporte revelaron que GONST1 es un

transportador de GDP-manosa (Baldwin y col, 2001).

La familia GONST de Arabidopsis esta constituida por 5 miembros enumerados del 1 al
5. GONST1 junto con GONSTZ, 3, 4 y 5 han sido identificados por genética reversa
mostrando mayor identidad GONST1 con GONST2 (61%) y GONST3 con GONST4
(35%) (Handford y col, 2004). Todos los transportadores putativos de la familia GONST
presentan en su secuencia el dominio conservado de union a GDP-azlcares,
GX(L/VINK cercano al extremo carboxilo terminal (Gao y col, 2001). Analisis de
localizacion en hojas de tabaco transformadas transitoriamente con GONST1, 4 y 5
fusionados a GFP mostraron que estos TNAs putativos se encontrarian en el aparato
de Golgi y analisis de complementacién con vrg4-2, mostraron que las cinco proteinas
son capaces de revertir la sensibilidad a higromicina, indicando que son capaces de

transportar GDP-manosa (Handford y col, 2004).

Debido a la alta homologia de secuencia entre GONST1 y 2, ademas que ambas
proteinas son las Unicas que complementan los fenotipos de la mutante del
transportador de GDP-manosa vrg4-2 (la carencia de manosilacion de quitanasa y la
sensibilidad a higromicina), se sugiere que GONST2 seria un transportador de GDP-
manosa. Sin embargo, los otros transportadores (GONST3-5), ademas de GDP-
manosa podrian transportar otros GDP-azlcares, incluyendo GDP-L-fucosa y GDP-L-
galactosa, los cuales son requeridos para la ramificacion de diversos polisacéridos y

glicoproteinas en varias especies vegetales incluyendo Arabidopsis.




Hasta la fecha, la caracterizacién de GONST3 y 4 ha mostrado que ambos se localizan
en el aparato de Golgi (Handford y col, 2004; Ampuero y Handford, datos no
publicados) y que en ensayos de fransporte GONST3 es capaz de transportar GDP-L-
fucosa mientras que GONST4 transporta GDP-L-galactosa y GDP-L-fucosa (Huichalaf,
Ampuero y Handford, datos no publicados). La L-galactosa se encuentra sélo en el
RGII, mientras que la L-fucosa ademas es posible encontrarla en el Xiloglucano y

proteinas como las AGP y N-glicanos (seccion 1.1.1).
1.3 Analisis del patrén de expresion de GONST3 y GONST4

En el marco de la caracterizacion de GONST3 y GONST4, en el Laboratorio de
Biologia Molecular Vegetal se ha estudiado principalmente la especificidad de sustrato
y el papel in vivo de estos TNAs. Se han realizado varias construcciones de vectores
que han permitido determinar la localizacién subcelular por fusion TNA-GFP, ademés
de determinar la especificidad de sustrato por medio de ensayos de incorporacion
utilizando sustratos radioactivos y su papel in vivo al generar lineas de Arabidopsis con

menores niveles de expresion de GONST3 y 4, entre otros experimentos.

En la determinacion del papel in vivo es posible hipotetizar que se encontrarian
alteraciones en la composicion de los polisacaridos y/o glicoproteinas de la pared
celular en plantas con la expresion de GONST3 o GONST4 disminuidas. Dependiendo
de la identidad de las macromoléculas, éstas pueden ser estudiadas por medio de
técnicas como HPLC, MALDI-ToF (xiloglucano) y para casos mas especificos como el

RGII, por MS-GC.

Previo a los analisis de las variaciones en la composicion de los distintos polisacaridos

y/o glicoproteinas de la pared celular de Arabidopsis, es importante estudiar el patron




de expresion de GONST3 y GONST4 en plantas silvestres. Los resultados entregados
por el analisis del patrén de expresion, permitiran identificar los érganos de la planta
que presenten las mayores variaciones en la expresion de estos TNAs y
consecuentemente dirigir el estudio de la compaosicién de los polisacaridos de la pared
en las lineas con los menores niveles de expresidbn de GONST3 y GONST4,

determinando finalmente el papel in vivo de estos transportadores.

En la literatura se han reportado una serie de evidencias experimentales sobre
variaciones en la composicion de la pared celular de Arabidopsis, ya sea a nivel de
tejido, desarrollo 0 ambiente en el cual se encuentra la planta. Por ejemplo, por medio
de anticuerpos especificos se ha observado en raices, que el RG] se encuentra
solamente localizado en células corticales y epidermales en la pared de zonas
maduras de raiz, mientras que terminaciones a-fucosil de xiloglucano se localizan en
todos los tipos celulares de este organo (Freshour y col, 1996), mostrando
distribuciones distintas de polisacaridos en un mismo érgano. Ademas, mutaciones que
alteran la composicién de la pared celular generan enanismo en la linea mutante de
Arabidopsis carente de-fucosa mur1, o reduccion en la tasa de crecimiento y vigor de [a
planta en las mutantes mur9 y mur10, ambas con disminucién en la concentracion de

fucosa y xilosa de la pared celular vegetal de las hojas (Réiter y col, 1997).

También se ha caracterizado una fucosiltransferasa tipo 11 (AtFUT1), ubicada en el
aparato de Golgi que adiciona residuos de fucosa al xiloglucano (Perrin y col, 1999).
Una mutante puntual de esta proteina (mur2-1), presentd menos del 2% de fucosa en
el xiloglucano de tejidos como hojas, tallos, flores y raices (Vanzin y col, 2002)
mientras que una mutacion insercional de este mismo gen no presentd ningin residuo

de fucosa en hojas y raices (Perrin, 2003). Se han identificado ofros nueve genes en
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Arabidopsis (AtFUT2-10) que presentan entre un 47% y 62% de identidad de
secuencia con AfFUT1. Lineas que sobreexpresan AtFUT4 y 5 muestran mayores
niveles de fucosa en hojas, pero a la vez con menores niveles de xilosa, arabinosa y
galactosa que las plantas silvestres (Safria y col, 2001). Por Ultimo, se observé que la
carencia de L-fucosa en el xiloglucano de mur? es reemplazada en un tercio por L-
galactosa, al igual que en el 5% de los N-glicanos de esta linea (Rayon y col, 1999), sin
afectar la actividad del polisacarido ni la proteina. Estos ensayos demuestran que L-
fucosa estd presente en diversos 6rganos de la planta y que se puede alterar el patron
de fucosilacion de polisacaridos y glicoproteinas mediante cambios en [a expresion de

proteinas involucradas en la sintesis y uso de GDP-L-fucosa.

Y
*

Para centrar y focalizar el estudio en aquellos ‘6rganos que podrian presenta;
variaciones en la composicion de la pared celular vegetal en plantas mutantes, primero
es necesario estudiar el patron de expresion de los TNAs en plantas silvestres. Una
manera es mediante RT-PCR, que resulta ser engorroso y poco sensible,
especialmente si se quiere realizar con diferentes tejidos o en distinios estadios de
desarrollo. Una manera alternativa mas precisa, desarrollada en este seminario de
titulo, es mediante la fusion del promotor del gen de interés al gen reportero -
glucuronidasa, para luego transformar plantas de Arabidopsis establemente y visualizar

la expresién mediante ensayos histoquimicos (GUS).
1.3.1 Ensayo GUS

Actualmente el uso de sistemas reporteros es una herramienta fundamental para el
estudio de los organismos vivos y en particular de [a expresion génica. Uno de estos es

el sistema reportero GUS el cual es ampliamente utilizado en investigacion vegetal. La
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enzima B-glucuronidasa (GUS) cataliza la hidrolisis de una serie de glucurénidos, los
que provienen de la cohjugacion del acido D-glucurénico por medio de un enlace 3-0O-
glicosidico a cualquier aglucon. Estos sustratos provienen naturalmente de la via de
detoxificacion de vertebrados. Existe una serie de moléculas que no pueden ser
metabolizadas para la obtencidén de energia, entre los que se encuentran hormonas,
bilirrubina, antibidticos, entre ofros, consecuentemente el acido glucurénico obstruye a.
la molécula por un enlace glucosidico resultando en un glucurénido, el que posee

mucha mas solubilidad y puede ser excretado por el higado (Jefferson, 1989).

La B-glucuronidasa es una hidrolasa acida que cataliza el clivaje de una variedad de B-
glucurénidos. Fue aislada de Escherichia coli K12 y el gen (uidA) ha sido secuenciado,
el tamafio alcanza a 1809 pb y el producto génico posee un peso molecular predicho

de 68 kDa para el homotetramero (Jefferson y col, 1986).

Existen otros sistemas reporteros utilizados en estudios de expresion en plantas, pero
presentan desventajas en comparacion al sistema GUS. Entre estos sistemas se
encuentran el uso de genes como la B-galactosidasa de E. cofi, nopalinas y opinas
sintasas del plasmido Ti de Agrobacterium, la cloramfenicol acetil transferasa (CAT),
neomicina fosfotransferasa (NPTII) de origen bacteriano y la proteina fluorescente
verde (GFP). Todos estos sistemas presentan alguna dificultad o desventaja, como un
alto costo de los ensayos, problemas para ser llevados a cabo, complicando los
experimentos, imposibilidad de fusiones amino terminales o problemas de deteccion de
los niveles de expresion de estos genes (Jefferson y col, 1987). De manera contraria,
se presentan una serie de ventajas a favor del ensayo GUS tales como la robustez de

la enzima, la simplicidad del ensayo, la gran disponibilidad de sustratos y la ausencia

de actividad GUS endégena en muchos organismos, incluyendo Arabidopsis.
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Todas las caracteristicas antes mencionadas hacen de este ensayo una gran
herramienta molecular para analizar el patrén de expresion de GONST3 y 4. Hay
reportes en la utilizacion de esta técnica para caracterizar el patron de expresion de
TNAs en Arabidopsis como; AINST-KT1 transportador de UDP-galactosa (Rollwitz v

col, 2006) y para el transportador de GDP-manosa, GONST1 (Baldwin y col, 2001).

Por lo tanto, para centrar la investigacion futura de las mutantes con menores niveles
de expresion de GONST3 y GONST4, en aquellos drganos de Arabidopsis que
muestren mayores variaciones de expresién de dichos TNAs, se propone en este
seminario de titulo estudiar el patrén de expresién de GONST3 y GONST4 mediante el
ensayo histoquimico GUS, lo que a su vez permitira predecir dénde podrian ser

observadas variaciones en la composicion de la pared celular en las lineas con

menores niveles de expresion.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo General

Determinar el patron de expresion de GONST3 y GONST4, transportadores de

nucleétido-azlcar en Arabidopsis thaliana.
2.2 Objetivos Especificos

1. Generar vectores que posean el gen reportero GUS fusionado a los promotores de

GONST3 y GONST4.

« Generar la construccion pGWB3-G4Pr-GUS mediante metodologia Gateway®.
e Verificar mediante PCR, la construccién pGWB3-G3Pr-GUS desarrollada
previamente por Alastair Skeffington.

2. Obtener lineas de Arabidopsis thaliana transformadas establemente con pGWB3-
G3Pr-GUS y pGWB3-G4Pr-GUS.

« Transformacion de plantas de Arabidopsis ‘mediante inmersién floral utilizando
Agrobacterium tumefaciens portadora de las construcciones realizadas.

e Seleccién de las lineas transformantes y verificacion por PCR

e Calculo de la tasa de transformacién y obtencion de lineas de la segunda

generacion de transformantes.

3. Analisis del patron de expresion de GONST3 y GONST4 durante el desarrollo de las
lineas transformantes de Arabidopsis mediante ensayo GUS.

4. Anélisis in silico del patrén de expresion de GONST3 y GONSTH4,

+ Analisis bicinformatico del pairon de expresion de GONST3 y GONST4
mediante Affymetrix.
¢ Andlisis de la secuencia de los promotores de GONST3 y GONST4 mediante

herramientas bioinformaticas.
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3. Materiales y Métodos
3.1 Trabajo con bacterias

3.1.1 Crecimiento bacteriano

Se usaron las bacterias Escherichia coli cepa DH5a y Agrobacterium tumefaciens cepa
GV3101 las que fueron cultivadas a 37 °C y 28 °C durante 1 y 2 dias respectivamente,
con agitacion en medio LB (1% triptona, 1% NaCl y 0,5% exiracto de levadura). Para el
crecimiento en medio solido, se agregd ademas 1,5% agar al medio LB.

Los antibioticos utilizados para E. coli fueron; espectinomicina 100 pg/ml para las
cepas transformadas con el vector de entrada pCR8 y kanamicina 50 pg/ml para las
cepas transformadas con el vector de destinacion pGWB3.

Por otro lado, los antibiéticos utilizados para la seleccibn de Agrobacterium
transformada con pGWB3 fueron; gentamicina 50 ug/ml, resistencia otorgada por el
plasmido Ti, rifampicina 10 pg/ml, resistencia cromosomal y kanamicina 50 Hg/ml

resistencia dada por el plasmido pGWB3.

3.1.2 Obtencién de células quimiocompetentes de E. coli
Para la generacion de células de E. coli DH5a quimiocompetentes, se dejo crecer 5 ml
de un cultivo de noche con 0,9 ul de acido nalidixico 100 pg/ml. Luego, se diluyo 1 ml
del pre-indculo en 100 ml de LB con 30 pl de &cido nalidixico y se cultivd hasta
alcanzar una D.Qgg de 0,3-0,4 (3 hr aprox.). Alcanzada la densidad Optica, las células
fueron centrifugadas por 10 min a 1600 g y 4 °C. Después, el sedimenio se
resuspendid suavemente en 10 ml de CaCl; 0,1 M, para volver a centrifugar durante 5
min a 1100 g y 4 °C. Posteriormente, las células fueron resuspendidas en 10 ml de

CaCl, 0,1 M e incubadas en hielo por 30 min. Finalmente se centrifugd por 5 min a
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1100 g y 4 °C resuspendiendo el sedimento en 2 ml de CaCl; 0,1 M y 600 pl de glicerol

estéril. Las células fueron almacenadas a -80 °C en alicuotas de 200 pl.

3.1.3 Transformacién de E. coli por golpe térmico
A una alicuota de 200 yl de E. coli DH5a quimiocompetente (seccion 3.1.2)
descongelada en hielo, se le adicioné 50-150 ng de la construccion de ADN deseada,
incubando en hielo por 10 min. Luego, se incubd a 42 °C durante 1 min para volver a
hielo. Posteriormente, 1 ml de LB fue agregado a las células, incubando durante 1 hr a
37 °C y se sembraron en LB-agar suplementado con el antibidtico de seleccion

correspondiente.

3.1.4 Obtencidon de celulas quimiocompetentes de A. fumefaciens
Para la generacion de células de Agrobacterium GV3101 quimiocompetentes, se dejd
crecer 5 ml de un cultivo durante tcda la noche (seccion 3.1.1) con gentamicina 25
pg/ml y rifampicina 10 pg/ml. Posteriormente, las células fueron diluidas 1:100en LB y
se incubaron a 28 °C hasta alcanzar una D.Ogq de 0,4-0,5 (4 hr aprox.). Alcanzada la
densidad optica, las células fueron incubadas durante 10 min en hielo y luego fueron
centrifugadas a 3000 g por'20 min a 4 °C. Finalmente, se resuspendieron.las células en

1 ml de CaCl; 20 mM y se guardaron alicuotas de 100 pl a -80 °C.

3.1.5 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens por golpe térmico
A una alicuota de 200 ul de Agrobacterium GV3101 quimiocompetenie descongelada
en hielo, se le adicioné 50-150 ng de la construccién de ADN deseada y luego se

incubd por 5 min en nitrégeno liquido. Después se agregd 1 ml de LB y se incubd toda

1
17

Ry




una noche a 28 °C. Finalmente, se sembraron las células en LB-agar suplementado

con el antibidtico de seleccion comrespondiente.

3.2 Trabajo con plantas
3.2.1 Esterilizacién y sembrado de semillas

Para el desarrollo de este seminario de titulo, se sembraron semillas de Arabidopsis
thafiana (ecotipo Col-0) silvestres y de lineas transformantes. La esterilizacion de
semillas se llevé a cabo agregando Triton X-100 0,1% por 30 min, luego Triton X-100
en etanol 70% por 5 min, seguido por Triton X-100 0,1% con cloro 1,5% por 10 min.
Finalmente, se lavaron las semillas con agua destilada estéril 4 veces, siempre en
agitacién constante y se dejaron estratificar en agua durante una noche a 4 °C.

Posteriormente, las semillas fueron sembradas in vitro en placas MS (medio basal
Murashigue & Skoog 4,43 g/l, sacarosa 3%, mioinositol 60 mg/l, agar 0,6%, pH 5,7)
(Murashige y Skoog, 1962) con higromicina 25 pg/ml para aquellas transformadas con

pGWB3-G3Pr-GUS o pGWB3-G4Pr-GUS.

3.2.2 Sembrado y cultivo de plantas
Después de una semana de desarrollo de las plantulas de Arabidopsis en. cultivo in
vitro (seccion 3.2.1), éstas fueron trasladadas a un sistema de cultivo en medio
hidropénico. El medio de cultivo hidropénico consistio en una solucion nutritiva 100X a
pH 5,0, la que contenia; KNO3 125 mM, Ca(NO3), 150 mM, MgSO, 75 mM, KH,PO, 50
mM, KCI 5 mM, HsBOz; 5 mM, MnSO, 1 mM, ZnSO, 200 pM, CuSQO; 150 pM,
(NH,)sMo;024 7,5 UM, NazSiO; 10 mM y Sprint 330 7,7 mM (Fe quelado en DTPA;
acido dietilen triamino penta acético). Para preparar 5 L de este medio, primero se
disolvieron en 3 L todas las sales en forma secuencial y en constante agitacion, con

excepcion de Ca(NOs), y Na,SiO;. La primera debid ser disuelta previamente y una vez
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agregada a la solucion se llevé a pH 5 con KOH 10 M. Una vez ajustado el pH, se
agreg6 Na,SiO; y se alcanz6 un volumen final de 5 L.

El soporte donde crecieron las plantas consistié en cajas de plastico de 17x13x9 cm las
que debieron ser forradas con papel aluminio para evitar la entrada de luz hacia el
medio hidropénico. A cada tapa de las cajas se le hizo 6 agujeros donde se instalaron
bujes de 1,5 pulgadas de didmetro. Cada buje a su vez contenia lana de roca
(Grodan®, Master), que sirvié de soporte directo para las plantas. Luego de traspasar
las plantulas al sistema hidropénico, estas fueron cubiertas durante 2 semanas con
plastico alusa para mantener condiciones de alta humedad (figura 3).

Las condiciones de crecimiento durante todo el desarrollo fueron en camaras de cultivo

a 22 °C con un fotoperiodo de 16 h luz (5500 - 8000 Lux).

Figura 3. Montaje del sembrado de plantas de Arabidopsis para cultivo hidropoénico.

3.2.3 Transformacion estable de Arabidopsis thaliana
Para la transformacion estable de Arabidopsis, se utilizo la técnica de inmersion floral
(Clough y Bent, 1998). Se dejo crecer Agrobacterium hasta la fase estacionaria (D.Oso
= 2) (seccion 3.1.1). Luego las bacterias fueron centrifugadas a 5500 g por 15 min y
después el sedimento fue resuspendido en medio de inmersién floral (MS 0,5 X,
sacarosa 5%, silwet L-77 0,05% en agua destilada) hasta alcanzar una D.Ogy = 0,8.
Las plantas de Arabidopsis tipo silvestre (seccion 3.2.2) fueron retiradas

individualmente con su buje desde el medio hidropénico y posteriormente sumergidas
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en la suspensién de Agrobacterium durante aproximadamente 5 seg, después de
haberlas agitado generosamente. Luego, las plantas fueron tapadas para mantener la
humedad y en oscuridad durante una noche en forma horizontal. Por ditimo, las plantas
fueron devueltas al sistema de cultivo hidropénico en forma vertical hasta la obtencién

de silicuas cafés y secas para la cosecha de las semillas fransformadas.

3.3 Extracciones de ADN

3.3.1 Purificacion de ADN plasmidial

Para la extraccion de ADN plasmidial desde colonias de E. coli, se dejo crecer durante
toda la noche un cultivo de 5 mL con el antibidtico de seleccion correspondiente.
Posteriormente, se procedié a extraer el ADN plasmidial usando el kit comercial
AxyPrep™ plasmid miniprep de Axygen Biosciences, segln especificaciones del

fabricante. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C.

3.3.2 Purificacién de ADN gendmico desde plantas
Para la verificacion de plantas transformantes de Arabidopsis mediante PCR se utilizé
el protocolo descrito por Kang y Yang (2004). Se moli6é aproximadamente 0,5 cm? de
hojas en 200 pl de buffer de extracciéri compuesto de; 500 mM NacCl, 100 mM Tris-HCI
pH 7.5 y 50 mM EDTA pH 7,5, hasta no observar restos de fragmentos de hoja. Luego
se agregaron 20 pl de SDS 20%, se agitd vigorosamente por 30 seg. y se incubd a 65
°C por 10 min. Después se agregaron 250 ul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) y se agité vigorosamente por 30 seg. Finalmente, se centrifugé a 10.000 g
durante 3 min y el sobrenadante fue diluido 6 veces en agua nanopura, de lo cual se

ocupd 1 Wl como molde para la reaccidn de PCR (seccién 3.6). Las muestras de ADN

obtenidas fueron almacenadas a -20 °C.




3.4 Vectores

3.4.1 Construccion y verificacion de pGWB3-G3Pr-GUS (G3Pr:GUS) y
pGWB3-G4Pr-GUS (G4Pr::GUS)
Los pasos iniciales de la clonacion de los promotores de GONST3 y GONST4 fueron
realizados por Alastair Skeffington (2007). Se amplificaron desde ADN gendmico los
promotores de GONST3 (2001 pb) y GONST4 (1196 pb). Estos productos de PCR
fueron visualizados en un gel de agarosa con bromuro de etidio {seccién 3.6) y las
bandas de tamafio esperado fueron exiraidas desde el gel bajo luz UV para purificar el
ADN con el kit Invisorb Spin DNA Extraction (_lnvitek®). Luego, los amplificados fueron
clonados en el vector de entrada pCR8/GW/TOPQO® (Invitrogen). Este vector tiene la
ventaja de poder clonar rapida y eficientemente productos de PCR amplificados con
Taq polimerasa, dado que esta enzima deja una adenina terminal en todos sus
productos, mientras que el vector posee una timina terminal en el sitio de clonamiento,
ocurriendo por lo tanto, una clonacion por apareamiento de bases. Ademas, también
posee sitios de recombinacion atfl1 y attL2 que permiten la insercién del gen en un

vector de destinacion por tecnologia Gateway® (figura 4).

Una vez clonados los p;'omotores en pCR8, se procedio a transformar E. colf (seccion
3.1.3). Los clones positivos fueron analizados mediante ensayos de PCR (seccion 3.6},
con digestiones enzimaticas (seccion 3.5) y finalmente por secuenciacion (seccion 3.9)
para confirmar la fidelidad y direccion del inserto en pCR8. Las construcciones
obtenidas fueron denominadas pCR8-G3Pr y pCR8-G4Pr. En este seminario de titulo,

se procedio a utilizar ambas construcciones de entrada en los siguientes pasos.




Por separado, se realizd una recombinacion entre el vector de entrada pCR8-G3Pr o
pCR8-G4Pr y el vector de destinacion pGWB3 (Nakagawa vy col, 2007). Este vector de
destinacién se caracteriza por poseer los sitios atiR7 y attR2 que recombinan con los
sitios attL1 y aftL 2 de pCR8 generando una insercion facil y rapida de los promotores
tfo arriba del gen de la B-glucuronidasa (GUS). La recombinacién se llevé a cabo
segln indicaciones del fabricante usando LR clonasa® (Invitrogen) (figura 4).
Posteriormente, se utilizd 6 ul de la reaccién de recombinacion para transformar E. coli
{seccion 3.1.3). A los clones que crecieron, se les realizaron ensayos de PCR (seccidn
3.6) y digestiones enziméticas (seccion 3.5) para confirmar una correcta insercion de
los promotores. Los clones positivos fueron denominadas pGWB3-G3Pr-GUS
(G3Pr::GUS) y pGWB3-G4Pr-GUS (G4Pr::GUS), los cuales fueron utilizados para la

transformacién de Agrobacterium (seccion 3.1.5) y luego Arabidopsis (seccion 3.2.3).
3.5 Digestiones enzimaticas

El sentido del promotor de GONST3 en pCR8-G3Pr fue analizado por Alastair
Skeffington fras realizar una digestidén doble con 2 U de Hpal y Spel (10 U/,
Fermentas®), mientras que para la verificacion del sentido del promotor en pGWB3-
G3Pr se realizé una digestion con 4 U de Hindllf (10 U/ul, Fermentas®), ambas

reacciones con buffer Tango 1X (10 pl, 37 °C, 1 hr).

Para la verificacion del sentido del promotor de GONST4 en el vector pCR8-G4Pr, se
realizd una digestion simple con 4 U de Spel (10 U/yl, Fermentas®) y ademas una
digestion doble con 4 U de Spel y 4 U de Hpal (10 U/ul, Fermentas®), ambas

reacciones en buffer Tango 1X (20 pl, 37 °C, 1 hr).




Para la verificacion del sentido de GONST4 promotor en el vector pGWB3-G4Pr, se
realizé una digestién simple con 10 U de Xhol (5 U/ul, New England Biolabs®). En la
digestion doble se usaron 5 U de las enzimas Xhol y SnaB/ (5 U/ul, New England
Biolabs®). Ambas reacciones fueron realizadas con buffer NEB4 1X (38 pl, 37 °C, 2

hr).

1. Amplificacion G4Pr"-|11sspb)

y Purificacion

 GaPr (2001pb)

2. Ligacion
en pCR8

3. Transformacion
E. coliy
Purificacion ADN
plasmidial

4. Recombinacion

5. Construcciones

finales

G3Pr::GUS

Figura 4. Esquema de los pasos en la generacion de los vectores G3Pr::GUS y
G4Pr::GUS. 1 Amplificacion de G3Pr o G4Pr (GONST3 o GONST4 Promotor) a partir de ADN
genémico. 2 Ligacion en el vector de entrada. 3 Transformacion de E. coli. 4 Recombinacion de
pCR8 y pGWB3 entre los sitios attL y attR. El vector de destinacion posee un gen que confiere
resistencia a cloranfenicol (Cm") y una topoisomerasa bacteriana (ccdB). 5 Se muestran los
vectores G3Pr::GUS y G4Pr:GUS que poseen el gen de resistencia a kanamicina (Nptll) e
higromicina (Hpt), terminador de nopalina sintasa (7-Nos) y el gen reportero GUS.




3.6 Programas de PCR y partidores utilizados

Para las distintas reacciones de PCR, se usaron los partidores que se muestran en la

Tabla | y los programas de PCR que se muesiran en [a Tabla Il.

Todas las reacciones de amplificaciones a partir de ADN plasmidial utilizaron la misma
mezcla de PCR. Para una reaccion, se usé 1 U Pag5000™ DNA polimerasa
(Stratagene®), buffer 1X suministrado con MgCl, 2 mM, partidores 0,5 uM cada uno,
dNTPs 0,2 mM y como templado lo que corresponde a repicar una colonia, todo en un
volumen final de 20 pl.

Por otro lado, todas las reacciones de amplificaciones a partir de ADN genomico de
plantas de Arabidopsis transformadas con G3Pr:GUS y G4Pr::GUS utilizaron otra
mezcla de PCR. Para una reaccién, se us6 1 U Biolase™ DNA polimerasa (Bioline®),
buffer 1X, MgCl. 3 mM, partidores 0,5 uM cada uno, dNTPs 0,2 mM y 100 ng de
templado, todo en un volumen final de 20 pl.

La visualizacion del ADN se realizé por medio de geles de agarosa 1% en TAE 1X
(Tris-base 40 mM, acido acético glacial 19 mM y EDTA 1 mM pH 8), con bromuro de
etidio 0,5 pg/ml. Las muestras fueron mezcladas con 2 pl de buffer de carga (0,25%
azul de bromofenol, 0,25% xilencianol FF, 30% ficol) y se corrieron a 100 V. Como
marcador de peso molecular se usé Gene Ruler™ (Fermentas®) de 100 a 1.000 pb y

de 0,25 a 10 kb.




Tabla I. Partidores utilizados en este seminario de titulo.

Partidor Secuencia (5'- 3") Descripcién

Hibrida con una reglon 3 mterna de
gapa y junto con GAPA-F amplifican
para una reglon menor a 400 b

“Hibrida con una reg 6n 3" interna de

GUS a 664 pb dsl coddn de inicio. Con

GUS 5 amplf an una reglon de 318 pb
2 e T A AR

Junto con =G4Pr5 'amphflcan a region
promotora de G4 y la region 5° UTR

Junto con G3Pr 5 ampllﬂcan la region
promotora de G3 y la region 5°UTR

Hlbnda conuna region interna del
promotor de G4 a 949 pb del coddn de
inicio del ORF.

G4PrintF  GCTGGTGGCTAATAAGCCGTTGGAA

Tabla Il, Programas de PCR utilizados para el desarrollo de este seminario de titulo.

Mike2: Programa de PCR usado para la amplificacion del promotor de GONST4 a partir de
colonias de E. coli transformadas con pCR8-G4Pr, utilizando los partidores G4Pr5" y G4Pr3’.

Estado Paso Temperatura Tiempo N? de ciclos
1 1 94°C 5:min 1
1 94°C 30 seg
2 2 58°C 1 min 30
3 72°C 1 min 30 seg
3 1 72°C 10 min 1
10°C e




Mike®6: Programa de PCR usado para 1) la amplificacion del promotor de GONST4 a partir de
colonias de E. cofi y Agrobacterium transformadas con pGWB3-G4Pr-GUS, utilizando los
partidores G4Pr5" y GUS3'. 2) La amplificacion del promotor de GONST3 a partir de colonias de
Agrobacterium fransformadas con pGWB3-G3Pr-GUS, utilizando los partidores G3Pr5" y
G3Pr3". 3) La amplificacién de un fragmento interno del gen gus desde ADN gendmico de
plantas de lineas de Arabidopis transformadas con G3Pr:GUS y G4Pr:GUS, utilizando los
partidores GUS5" y GUS3".

Estado Paso Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 i g4°C 5 min 1 ‘
1 94°C 30 seg
2 2 55°C 1 min 30 seg | 30
3 72°C 2 min
3 1 72°C 10min 1
10°C o

Mike11: Programa de PCR usado para la amplificacion del gen de expresion constitutiva
gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa (gapa) desde ADN gendmico de plantas de lineas de
Arabidopis transformadas con G3Pr:GUS y G4Pr:GUS, ulilizando los partidores GAPA-F y
GAPA-R.

Estado Paso Temperatura Tiempo N° de ciclos
1. 1 94°C 5 min 1
1 94°C 30 seg
2 2 55°C 30 seg 30
3 72°C 1 min
3 1 72°C 10min 1
10°C =

3.7 Ensayo tincion GUS

El ensayo GUS se llevd a cabo siguiendo el protocolo descrito por Jefferson (1987). El
analisis histoquimico de las lineas se realizdé usando X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
B-D-acidoglucurénico, sal ciclohexil amonio) como sustrato. X-Gluc (Fermentas®, 1
mg/mi) fue disuelto en dimetilformamida a 100 pg/ml, ¥ luego se agregd NaHPO, 100
mM (pH 7,2), EDTA 10 mM (pH 8), Triton X-100 0,1%, ferrocianurc de potasio 2 mMy

ferricianida de potasio 2 mM. Esta solucién fue almacenada en oscuridad a -20°C.




Se colectaron las muestras de Arabidopsis a analizar, las que se depositaron en placas
de 6 o 24 pocillos, dependiendo del tamafrio de la muestra. Luego, se agregd suficiente
solucién de X-Gluc para cubrir cada muestra y se las sometieron a vacio por 1 hr y
después por dos dias a 37 °C, siempre en oscuridad. Finalmente, se reemplazo la
solucién de X-Gluc por etanol 70% tantas veces como fuese necesario para retirar el
exceso de X-Gluc y la clorofila. Las muestras fueron observadas bajo una lupa
(Olympus MVX10), fotografiadas y almacenadas a 4 °C en etanol 70%.

Transcurrida la primera semana de desarrollo, los andlisis se realizaron a 15 plantulas
por linea. Desde la segunda hasta la cuarta semana se analizaron 3 plantas completas
por linea y en las semanas 6, 8 y 10 los ensayos fueron realizados por duplicado a
distintos érganos de la planta por separado; hojas caulinares, hojas rosetas, silicuas,

flores, raices y tallos.

3.8 Herramientas bioinformaticas
3.8.1 Analisis in sifico del patron de expresion de GONST3 y GONST4.

El andlisis de expresion génica se llevd a cabo utilizando como herramienta la pagina
web hitp://www.bar.utoronto.ca/ desarrollada por Winter y col (2007). Esta pagina
proporciona pictografias fluorescentes electrénicas consistentes en la representacion
grafica de base de datos de Affymetrix para 22.000 genes de Arabidopsis
estandarizado con el GenChip ATH1 (seccion 4.4.1), incluyendo GONST3 y GONST4.
Esta herramienta permite ver de forma clara y rapida cémo varia la expresion génica
de un gen de forma relativa, absoluta o comparativa entre dos genes bajo distintas:

condiciones de desarrollo.




3.8.2 Analisis in silico de la secuencia de promotores de GONST3y 4

Como aproximacion in sifico en la identificacién de cajas regulatorias en la secuencia
de los promotores de GONST3 y 4 se ullizaron los programas
PLACE (hitp:/fiwww.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) y PlantCARE
{http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/). PLACE (Higo y col., 1999)
y PlantCARE (Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements, Rombauts y col., 1999)
corresponden a bases de datos de motivos de secuencias nucleotidicas descritas en la
literatura, actuando en cis y regulando elementos de ADN, que entregan informacion
relevante sobre la regulacién génica de los genes de interés en plantas,

complementando la informacién obtenida por microarreglos (seccion 3.8.1).
3.9 Secuenciacién

Secuenciaciones de las colonias pCR8-G3Pr-3.2 y pCR8-G4Pr-D fueron realizadas en
el laboratorio de Genética del Dr. Victor Cifuentes, de la Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile, laboratorio provisto del equipo de secuenciacion Applied
Biosystems, modelo 3100-Avant Genetic Analyzer. Los partidores utilizados para la
colonia de GONST3 fueron G3Pr5°, G3Pr3" y G3PrintF, mientras que para GONST4,

se usaron los partidores G4Pr5’, G4Pr3" y G4PrintF (Tabla I).




4. Resultados

4.1 Construccion de vectores para analizar el patron de expresién de GONST3

y GONST4 en A. thaljana.
4.1.1 ldentificacion de la secuencia promotora de GONST3 y 4.

En primera instancia, se identifico la regién promotora de GONST3 (At1g76340) vy 4
(At5g19980) utilizando como herramienta Seqviewer (http://www.arabidopsis.org/). De
esta manera se identificé una secuencia rio arriba de la region 5° codificante de 2001
pb para el promotor de GONST3 y 1119 pb para el de GONST4. En el primer caso, se
seleccionaron 2001 pb por estar dentro del tamafio promedio de promotores para
Arabidopsis reportado en la literatura (Baldwin y col 2001, Rollwitz y col 2006, Waller y
col 2008), mientras que para GONST4 se selecciond una secuencia de menor tamafio
por encontrarse sobrelapado con [a regién 3" del gen rio arriba a GONST4 en el

genoma.
4.1.2 Clonacion de los promotores en pCRS.

La clonacién de los promotores de GONST3 y GONST4 mencionados en el punto
anterior, en el vector de entrada pCR8 se llevd a cabo por Alastair Skeffington
(Laboratorio de Fisiologia Vegetal Molecular, Facultad de Ciencias, 2007), quien
amplificé la region promotora de cada TNA desde ADN gendmico de Arabidopsis.
Luego este amplificado, fue clonado en el vector pCR8 y se transformé E. coli (seccién
3.1.3) obteniendo colonias positivas para cada construccién, denominadas pCRS8-
G3Pr-3.2, pCR8-G3Pr-3.8, pCR8-G4Pr-D y pCR8-G4Pr-E. Posteriormente, y como
punto de partida de este seminario de titulo, se secuenciaron los ADN plasmidiales de

las colonias pCR8-G3Pr-3.2 y pCR8-G4Pr-D en el [aboratoric de Genética de la




Facultad de Ciencias, Universidad de Chile (seccidn 3.9). Para esto se utilizaron
partidores disefiados especificamente para amplificar la region promotora de GONST3
y GONST4 (G3Pr 5" y 3’ G4Pr 5y 3°, Tabla 1). Al analizar los resultados de la
secuenciacion, se encontrd un ndmero muy reducido de mutaciones por sustitucion
respecto a los promotores de GONST3 y GONST4 descritos en la base de datos. En el
caso de GONSTS3 esta fue la sustitucién de una timina por una citocina en el nucledtido
1486, mientras que en GONST4 ocurrieron 6 sustituciones; T/A, 256; G/A, 265; A/G,
447; T/A, 668; AIT, 705 y G/A, 994. A pesar de la existencia de las mutaciones se
continud con la construccidon de G3Pr::GUS vy G4Pr::GUS. Los detalles del analisis de

la secuencia de los promotores pueden ser vistos en la seccion 4.4.2.
4.1.3 Obtencién de la construccion pGWB3-GONST4-GUS (G4Pr::GUS)

Para confirmar la presencia del promotor de GONST4 en [as colonias de E. colfi
transformadas con pCR8-G4Pr; se realizd una reaccion de PCR de ADN plasmidial. Se
amplificé el promotor de GONST4 (1196 pb), obteniendo ambas colonias positivas
(PCR8-G4Pr-D y E, datos no mostrados). Ademas se realizaron digestiones
enzirmaticas con las enzimas Spel y Hpal (seccidbn 3.5) para determinar la
direccionalidad del inserto, resultando ambas colonias estar en sentido respecto a los

sitios atflL1 y attL2 para su posterior recombinacién con pGWB3 (figura 5).
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PCR8-GONSTA4Pr
D E

PM ds dd ds dd

Figura 5. Digestion enzimatica del ADN plasmidial de las colonias de E. coli
transformadas con pCR8-G4Pr. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio muestra una
digestion simple (ds) con Spel para cada colonia (pCR8-G4Pr-D y pCR8-G4Pr-E), obteniendo
un fragmento cercano a los 4 kb. La digestién doble (dd) se realizé con las enzimas Hpal y Spel
obteniendo un fragmento cercano a 3 kb y otro de 1 kb, mostrando que ambas colonias tienen
el promotor del gen GONST4 en sentido. PM, marcador de peso molecular.

Posteriormente, el ADN plasmidial de la colonia pCR8-G4Pr-D (seccidon 4.1.2) fue
recombinado con el plasmidio pGWB3 (Nakagawa y col, 2007), dando origen a la
construccion pGWB3-G4Pr-GUS (G4Pr::GUS, para abreviar). Esta construccion fue
transformada en células de E. coli y se realizd un PCR de ADN plasmidial para
identificar los clones positivos. La figura 6 muestra que se encontraron dos clones
positivos (pGWB3-G4Pr-D1 y D4) por PCR al utilizar los partidores G4Pr5" y GUS3'’
que amplifican todo el promotor de GONST4 mas un fragmento del gen GUS
generando una banda de 1931 pb. Ademas, esta reaccion muestra que el promotor
esta en sentido en ambas colonias, rio arriba del gen de la B-glucuronidasa. Ademas,
se realizaron digestiones con las enzimas Xho! y SnaBl (seccion 3.5) para confirmar la

direccionalidad del inserto, resultando ambas colonias estar en sentido (datos no

mostrados).
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Figura 6. Verificacion por PCR de las colonias de E. coli transformadas con pGWB3-G4Pr-
GUS. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio muestra un amplificado de un fragmento de
2 kb del promotor de GONST4 mas un fragmento de GUS para 2 colonias de E. coli (D1 y D4).
La reaccion de PCR de ADN plasmidial se llevé a cabo usando los partidores G4Pr 5" y GUS 3",
Como controles negativos se usaron agua, ADN genémico de Arabidopsis silvestre (Wt) y el
vector vacio pGWB3. PM, marcador de peso molecular.

Finalmente, se realizé una extraccion de ADN plasmidial (seccion 3.3.1) de la colonia
de E. coli pGWB3-G4Pr-D4 que se usoé para transformar Agrobacterium (seccién 3.1.5)
y se hizo una reaccion de PCR igual a la del paso anterior para verificar aquellas
colonias transformadas. En la figura 7 se muestra un gel con la banda esperada (1931
pb), mostrando que ambos clones de Agrobacterium efectivamente poseen la

construccion pGWB3-G4Pr-GUS.

PM A3

A4 H20 - +

2kb

Figura 7. Verificacién por PCR de las colonias de Agrobacterium transformadas con
PGWB3-G4Pr-GUS. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio muestra un amplificado de
un fragmento de 2 kb del promotor de GONST4 mas un fragmento de GUS para 2 colonias de
Agrobacterium (A3 y Ad4). La reaccién de PCR se llevo a cabo usando los partidores G4Pr 5” y
GUS 3". Como controles negativos, se usaron agua y (-) ADN de Arabidopsis silvestre y como
control positivo (+) ADN plasmidial de la colonia D4. PM, marcador de peso molecular.

4.1.4 Obtencion de la construccion pGWB3-GONST3-GUS (G3Pr::GUS)

Por trabajos realizados anteriormente por Alastair Skeffington a cargo del Dr. Michael

Handford (Laboratorio de Biologia Vegetal Molecular, de la Facultad de Ciencias) se
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realizaron los mismos pasos para la obtencion de pGWB3-GONST3-GUS (G3Pr::GUS)

que los mostrados en el punto 4.1.3.

En este seminario, se realizé una reacciéon de PCR para confirmar si los clones de
Agrobacterium obtenidos por Alastair portaban la construccién. Se observa una banda
de 2001 pb correspondiente al amplificado del promotor de GONST3, mostrando que

ambos clones efectivamente fueron transformados con pGWB3-G3Pr-GUS (figura 8).

PM A1 A2 H,O0 - +
cmees  WEESRNEN m' ..:f‘"-;,'-

2kb

Figura 8. Verificacion por PCR de las colonias de Agrobacterium transformadas con
pGWB3-G3Pr-GUS. Gel de agarosa teflido con bromuro de etidio muestra un amplificado de
un fragmento de 2 kb del promotor de GONST3 para 2 colonias de Agrobacterium (A1y A2). La
reaccion de PCR se llevé a cabo usando los partidores G3Pr 5" y G3Pr 3. Como controles
negativos, se uso agua y (-) el vector pGWB3 vacio y como control positivo (+) ADN de
Arabidopsis silvestre. PM, marcador de peso molecular.

4.2 Generacion y Seleccion de Arabidopsis Transformadas con pGWB3-
G3Pr-GUS y pGWB3-G4Pr-GUS.

4.2.1 Trasformacion estable de A. thaliana con las construcciones
pGWB3-G3Pr-GUS y pGWB3-G4Pr-GUS

Una vez obtenidas las colonias de A. tumefaciens portadores de pGWB3-G3Pr-GUS y
pGWB3-G4Pr-GUS, se procedié a transformar establemente plantas de A. thaliana por
inmersion floral (seccion 3.2.3). Las semillas obtenidas fueron sembradas en placas
con medio MS suplementado con higromicina, obteniendo la primera generacién de
transformantes (T1). Como se observa en la Tabla Ill se obtuvo una tasa de

transformacién de 0,45% para GONST3 y 1% para GONST4.
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En la figura 9, se observan plantulas de mayor tamafo que fueron seleccionadas como
transformantes (T1). Luego de una semana de desarrollo en placa, estas plantulas se
trasladaron a un sistema de cultivo en medio hidropoénico (seccién 3.2.2) hasta florecer
y obtener semillas de |a siguiente generacién (T2).

Tabla lll. Tasa de transformacion para A. thaliana transformada con pGWB3-G3Pr-GUS y
pGWB3-G4Pr-GUS.

GONST3 GONST4

Resistentes a

; i 5 10
higromicina
Total semillas 1100 1000
sembradas
Tasa de 0,45% 1%

transformacion

Figura 9. Transformacién estable de
Arabidopsis con el vector pGWB3-
G4Pr-GUS. Plantulas obtenidas luego de
una semana después de sembrar las
semillas en placa MS con higromicina (25
pg/ml) como antibidtico de seleccion. Las
semillas provienen de plantas
transformadas por inmersion floral. La
flecha sefiala una de las 11 plantulas
resistentes (T1) obtenidas para GONST4.

4.2.2 Verificacion por PCR de las lineas transformantes.

Para confirmar que las plantas seleccionadas como resistentes a higromicina fuesen
transformantes, se realizé una extraccion de ADN y luego una reaccion de PCR
amplificando un fragmento interno (330 pb) del gen de la B-glucuronidasa el cual no

esta presente en plantas silvestres.
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GONST3 -

GAPA

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Wt pGWB3
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Figura 10. Verificaciéon por PCR de las lineas de A. thaliana transformadas con pGWB3-
G3Pr-GUS y pGWB3-G4Pr-GUS. Geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio muestran la
amplificacion de un fragmento interno (300 pb) del gen de la B-glucuronidasa (GUS) para; A. 5
lineas transformantes de GONST3 (G3Pr:GUS) y para; C. 10 de 11 lineas de GONST4
(G4Pr::GUS). Controles negativos (-) para estos dos geles corresponden a ADN silvestre y
controles positivos (+) al vector vacio pGWB3. Como control de calidad del ADN se amplificé un
fragmento interno del gen endégeno GAPA (B y D). Se utilizé ADN silvestre de Arabidopsis
como control positivo (+) y agua como control negativo (-) para los geles de GAPA. PM,
marcador de peso molecular.

Los geles de la figura 10 muestran que las 5 lineas transformadas con G3Pr:GUS
resistentes a higromicina resultaron ser transgénicas, mientras que para las
transformadas con G4Pr:GUS, 10 de las 11 lineas fueron positivas. Ademas, se
amplifico el gen GAPA como control de la calidad del ADN extraido, descartando la
posibilidad que la linea 6 de las plantas transformadas con G4Pr:GUS no haya

amplificado por haber tenido un ADN de mala calidad.
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4.3 Analisis del patron de expresion de GONST3 y GONST4 mediante el

den reportero GUS.

4.3.1 Evaluacion morfolégica de las lineas iransformantes durante su

desarrollo

De las plantas transformantes T1, se obtuvieron las semillas T2, las que fueron
sembradas en varias oportunidades en placa MS con y sin antibidtico, sin observar
germinacion en ninguna de ellas. Por lo tanto, se procedié a sembrar las semillas
directamente sobre un sistema de crecimiento en medio hidroponico (seccidn 3.2.2),
obteniendo las plantas T2. Del total de plantas germinadas, por segregacion
mendeliana solo un 25% no debiera ser transformantes. Por consiguiente, la seleccion
de las plantas transgénicas se determiné tras realizar el ensayo GUS, seleccionando
aquellas que presentaran tincion azulada, debido a la capacidad de acumular la
proteina B-glucuronidasa regulada por la expresién de los promotores de GONST3 y

GONST4.

Se realizaron evaluaciones morfologicas de tres lineas T2 para cada construccién con
el fin de determinar si la insercién de este transgén en el genoma de Arabidopsis
interfiere en el desarrollo normal de las plantas. Una de las evaluaciones realizadas
consistié en la medicion de la altura promedio de cada linea (Figura 11). Transcurrida
una semana de desarrollo se observé la aparicion de los cotiledones. Luego de dos vy
tres semanas de desarrollo las hojas se incrementaron en nimero y tamafio, mientras
que a las cuatro semanas, se observd elongacion del tallo en lineas transformadas con
G4Pr:GUS y no en las transformadas con G3Pr:GUS (datos no mostrados),

presentando estas Gltimas un retardo en la elongacion a lo largo de su desarrollo.
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Figura 11. Altura de las lineas de Arabidopsis transformantes de G3Pr::GUS y G4Pr::GUS
versus planta silvestre. Registro de la altura durante el desarrollo de cada linea transgénica
analizada por ensayo GUS. Datos promedios de 18 plantas para cada linea a las 5 y 6 semanas
de desarrollo; 12 plantas para las lineas transgénicas a las 7 y 8 semanas; 6 plantas de las
lineas a las 9 y 10 semanas.

En plantas de cuatro semanas aparecieron las primeras flores en lineas transformadas
con G4Pr::GUS aumentando en numero en plantas de cinco semanas, desarrollo no
observado en plantas de las lineas de GONST3. En las mismas lineas, aparecieron en
plantas de seis semanas las primeras silicuas y desde las ocho semanas todas las
lineas tenian silicuas. Finalmente, desde las nueve semanas de desarrollo se observo
una normalizacion en la altura de todas las lineas, ademas de la presencia de rasgos

de senescencia, esperables en esta etapa.

Con estos analisis morfolégicos se observd un desarrollo normal en las lineas
transformantes de Arabidopsis, exceptuando el retardo en la elongacion al inicio del
desarrollo en las lineas G3Pr-1 y G3Pr-2. Esto sugiere que la insercion del transgén en

el genoma de las lineas transformantes de G3Pr:GUS y G4Pr:GUS, no estaria




alterando ningln procesc que perturbe el desarrollo normal de las plantas crecidas en
medio hidropénico comparado con lo reportado en la literatura para plantas silvestres

de Arabidopsis cultivadas en este medio (Gibeaut y col, 1 097).

4.3.2 Ensayo GUS en las lineas transgénicas de G3Pr:GUS y

G4Pr::GUS

Para el estudio del patron de expresion de los TNAs GONST3 y GONST4, se
analizaron ires lineas transgénicas independientes de la generacion T2, para cada
trasportador (G3Pr-1, G3Pr-2, G3Pr-3, G4Pr-1, G4Pr-2 y G4Pr-3). Las lineas fueron
sometidas al ensayo GUS (seccion 3.7) luego de 1, 2, 3, 4, 6, 8 y 10 semanas de

desarrollo.

En este ensayo las plantulas o tejidos de plantas adultas fueron sumergidas en una
solucion con X-Gluc, sustrato que es hidrolizado por accién de la enzima B-
glucuronidasa cambiando de incoloro (acido glucurénico) a un precipitado azul intenso
(cloro-bromo-indigo). Este cambio de color puede ser visualizado facilmente,
permitiendo realizar analisis cualitativos de la expresién de genes como los que se

muestran a continuacion.

La figura 12 muestra una planta de Arabidopsis para facilitar la identificacion de sus
distintos ¢rganos, mientras que las figuras 13, 14 y 15 muestran imagenes
representativas de los resultados obtenidos para el ensayo GUS de tres lineas
independientes de G3Pr::GUS y G4Pr::GUS. Transcurrida una semana de desarrollo
fue posible observar una de las grandes diferencias en el patron de expresion entre
estos dos fransportadores. La tincion sélo se vio en cotiledones de las lineas de

G3Pr:GUS y no en las de G4Pr:GUS (figura 13, A), mientras que si se observd
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coloracion en el resto de los tejidos como el meristema apical e hipocotilo. Plantulas de
dos semanas presentaron coloracion en todos los 6rganos de G4Pr::GUS, mientras
que para G3Pr:GUS la intensidad de tincién en hojas fue menor (figura 13, B). En
plantas de tres semanas la coloracién de las plantas fue homogénea, observando
coloracion en todos los tejidos de ambas lineas (figura 13, C), patrén que se repitid en

plantas de cuatro semanas {datos no mostrados).

De manera homologa se hicieron ensayos en periodos de desarrollo més tardios; 6, 8 y
10 semanas. Para un mejor manejo de las plantas y visualizacién de los resultados, se
realizaron ensayos a cada 6rgano por separado; hojas caulinares, hojas rosetas, tallos,
raices, flores y silicuas (figuras 14 y 15). Cabe destacar que se incubé cada érgano en
la solucion de tincidon por el mismo tiempo, manteniendo las condiciones

experimentales en todos los tejidos analizados

En la figura 14 se muestran las hojas caulinares, raices y tallos, que presentaron los
mayores niveles de expresion a lo largo del desarrollo, Los ensayos de expresion de
GUS en los tallos fueron realizados para zonas apicales, basales y centrales
mostrande siempre la misma tincidn homogénea a lo largo del tejido (datos no
mostrados). Ademas, en el caso de las raices, las puntas mostraron una mayor

coloracion que el resto del drgano (figura 14, C).

La tincidn de las hojas senescentes se vio claramente disminuida en relacién a
cualquier otro drgano adulto, pero aln asi es posible diferenciarlo de las hojas de
plantas no transformadas (figura 15, A). Las silicuas mostraron una mayor tincién en
las primeras fases de su desarrollo cuando alin se encuentran inmaduras (semana 6),

posteriormente en estadios maduros donde son observadas las semillas (semana 8), la




coloracion se mantiene a lo largo de toda la vaina, pero con menor intensidad (figura
15, B). En las semillas no se observé coloracion. Finalmente, la flor fue el 6rgano que
mostrd los resultados mas variados. En ninguna de las plantas transformantes de
GONST3 y GONST4 se observé tincién en pétalos y en el caso de G4Pr:GUS
tampoco en el estigma. Los otros tejidos si mostraron tincion tanto en plantas

transformadas con G3Pr::GUS como para G4Pr::GUS.

Estigma  p;q4jj0
Flor Ovario
Silicuas - Antera
Filamento Estambre
Tallo Pétalo
Seépalo
Pedicelo
Hojas
caulinares .
Cotiledon
Primer Meristema
nodo
Hipocotilo
. Testa
Hojas (semilla)
Rosetas .
Raiz

Figura 12. Imagen representativa de una planta de Arabidopsis. Izquierda, planta de
Arbidopsis completa de 6 semanas de desarrollo, donde se sefialan los distintos érganos de la
planta. Derecha superior, esquema detallado de los distintos tejidos de una flor. Derecha
inferior; imagen de una plantula de Arabidopsis de una semana de desarrollo (extraida de
pagina web, revisar seccion Referencias).




G3::GUS G4::GUS Wt

Figura 13. Imagenes representativas del ensayo GUS de tres lineas independientes de
Arabidopsis, transformadas con G3Pr::GUS y G4Pr::GUS, en cotiledones y plantas de
dos y tres semanas de desarrollo. A) se muestran plantas de una semana de desarrollo,
donde no se observa tincién en cotiledones de plantas transformadas con G4Pr-GUS. B)yC)
se muestran plantas de 2 y 3 semanas de desarrollo respectivamente. Wt: planta silvestre.
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G3::GUS G4::GUS Wit

Figura 14. Imagenes representativas del ensayo GUS de hojas caulinares, tallos y raices
de tres lineas independientes de Arabidopsis transformadas con G3Pr:GUS y
G4Pr::GUS. Organos de plantas de 8 semanas de desarrolio: A) se muestran hojas caulinares.
B) se muestran tallos y en C) las raices. Flechas rojas indican puntas de raices. Wt: planta
silvestre.
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G3::GUS G4::GUS Wit

! Figura 15. Imagenes representativas del ensayo GUS de hojas senescentes, silicuas y
flores de tres lineas independientes de Arabidopsis transformadas con G3Pr::GUS y
G4Pr::GUS. Organos de plantas de 8 semanas de desarrollo; A) hojas senescentes; B) silicuas
en distintas etapas de desarrollo recolectada de plantas de 8 semanas y en C) las flores.
Flechas rojas sefialan los pétalos y flecha verde el estigma. Wt: planta silvestre.




4.4 Analisis in silico del patron de expresion de GONST3 y GONST4.

4.4.1 Analisis bioinformatico del patrén de expresion de GONST3 vy

GONST4 mediante Affymaetrix.

Hoy en dia existen una serie de técnicas que entregan muchos datos de secuencias,
expresién y estructura, llamadas en inglés “High-throughput techniques”. Una de estas
técnicas ampliamente usada son los microarreglos, los que entregan informacién de los
niveles de expresion relativa para miles de genes simultaneamente bajo condiciones

determinadas.

Para facilitar la interpretacion de los datos de microarreglos de Arabidopsis, Winter y
col (2007) desarrollaron una herramienta llamada “Electronic Fluorescent Pictograph”
(eFP — Browser), disponible en http.//www.bar.utoronto.ca/. Esta herramienta fue
creada para explorar datos de microarreglos de Arabidopsis que permitan visualizar
intuitivamente los datos de expresion génica de mas de 22.000 genes de este
organismo, representados en el GeneChip ATH1 de Affymelrix. Aunque este chip no
representa el transcriptoma/genoma completo de Arabidopsis (el cual posee unos
25.000 genes), cabe destacar que tanto GONST3 como GONST4 estan representadas

en el GeneChip ATHA1.

Solo se necesita el AGl ID (Arabidopsis Genome Initiative Identifier) para poder usar
esta herramienta bioinformatica. Como se mostrd en la seccion 4.1.1 el AGI ID para
GONST3 es At1g76340 y para GONST4 At5919980. En el pictdgrafo, los érganos y
tejidos de las plantas son coloreados de acuerdo a los niveles de expresion de cada

gen de interés bajo un tratamiento particular.




Primero se realizd un andlisis en modo absoluto para cada gen. Consiste en la
expresion para cada organo o tejido directamente comparada con la mas alta sefial
registrada para el gen seleccionado, sefialando de este modo los bajos niveles de
expresion con coloracidon amarilla y altos niveles de expresidn en rojo (datos no
mostrados). Para GONST3 los 5 mayores niveles de expresion fueron registrados en
raiz, hipocotilo, semilla embebida en agua durante 24h, primer nodo (parte de tallo,
parie del brote lateral y la base de la primera hoja caulinar, figura 12} y carpelos en
primeras etapas de desarrollo de la flor, mieniras que los 5 niveles mas bajos de
expresion se registraron en polen maduro, estambres y sépalos de flores maduras,

semilla seca y por Ultimo hojas senescentes.

En el caso de GONST4 los 5 mayores hiveles de expresién se dieron en la zona distal
de hojas rosetas de mayor tamafio, raiz, primer nodo, en zona proximal de hojas
rosetas de mayor tamafio y en pedicelos de flores maduras. Por ofro lado los 5
menores niveles de expresion registrados para GONST4 se observaron en semillas,
estambres de flores maduras, polen maduro, pétalos de flores maduras y en hojas

rosetas vegetativas.

Para un analisis comparativo (figura 16), el color apropiado para cada érgano o fejido
esta determinado evaluando la razén del promedio de la expresion de GONST4 versus
GONST3 desde el maximo positivo o negativo-y lo convierte en un lugar equivalente
dentro de una escala de colores; de amarillo a rojo para nimeros positivos (mayor
expresion de GONST4) y amarillo a azul (mayor expresidon de GONST3) para los

negativos.




En la figura 16 se muestra la pictografia fluorescente electrénica comparativa entre
ambos genes. Como se puede observar hay una mayor coloracion roja en sépalos de
flores maduras indicando que existe mayor expresion de GONST4 en este érgano,
mientras que en semillas existe una mayor expresién de GONST3 debido a la
coloracion azulada presente en este érgano. Al igual que para la expresion absoluta de
cada gen, se seleccionaron los 10 tejidos con los mayores niveles de expresion génica
comparativamente de GONST3 y GONST4, datos representados numéricamente que

pueden ser extraidos de la misma pagina web y que han sido resumidos en la Tabla IV.

Arabidopsis eFP Browser at bar.utoronto.ca
Winter ef al., 2007. PLoS One 2(8). e718

Figura 16. Pictografia fluorescente electrénica comparativa entre GONST4 (At5g19980) y
GONST3 (At1g76340). En la figura se muestran los o6rganos o tejidos de Arabidopsis
coloreados en una escala de azul a rojo que representan las variaciones en la expresién de
GONST4 comparativamente con las de GONST3 realizadas bajo las mismas condiciones.
Mientras la coloracion sea mas cercana a rojo los niveles de expresion de GONST4 son
mayores a los de GONST3 y de forma opuesta si la coloracién es mas cercana al azul los
niveles de GONST3 son mayores a los de GONSTA4.




Tabla IV. Tejidos u organos de Arabidopsis con mayores niveles de expresién génica
comparativamente entre GONST3 y GONST4. La primera columna muesira los nombres de
los tejidos seleccionadoes. La segunda columna (razén log2) muestra los valores obtenidos de
expresion para cada tejido, representados segun la escala de la figura 16. La tercera columna
{cambio comparativo) representa el valor de veces que se expresa GONST4 en dicho tejido en
relacion a GONSTS3.

GONST4 (G4/G3) GONST3

B

Razo
W

Es:tadlo floral 15, 1,48 28 g?'mlllas estadio 10 c/s

Roseta completa
después de la transicion 0,91 1,88
a la floracion

Semillas estadio 9 c/s
Silicuas

-1,38 0,38

Semillas estadio 6 c¢/s

Silicuas -0,46 0,72
Estad
LEEE

Polen maduro 0,55 1,46

4.4.2 Andlisis de la secuencia de los promotores de GONST3 y 4

mediante herramientas bioinformaticas.

Para complementar el analisis del patrén de expresion de GONST3 y GONST4,
ademas de comparar con la base de datos de Affymetrix, es posible mediante
herramientas bioinformaticas identificar en la secuencia de los promotores de estos
TNAs, posibles elementos regulatorios que permitan relacionar la expresién con los

motivos encontrados en [as bases de datos.
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TGTTGCAACTTGCATTTGCGAAGAAGCAAAATGCAACTCGTCTTAGT TTITGT TCTICCCCCTAGACAATCTT
TTTTTTTCAATTGTTACCATCTTACTATTIGTT TATTTAGATGAACTGAAT TTAGAAAAACCTTTTTITTTAG
CAATAAATAGCAGACGTAAGTAAGTITATGATIGAATATTGAAAGGAACAATAAACT TTGACATAACATGTAT
GGAAGAAGACTCCGACTATTAAAAAAAAAAAAAAGTTATTCTTCCTIGCCATGGGARTCTCTICTICTGATTTG
GTATTAACCAATAAAGTTTTGTTTAAAAAGAAAAAAGTTAGAAGAT TGCCTCGAATAATGAATAATCTTTCAGE
AAGTTGTGATAAT TECACACGTCATACCTTAGGTAAAGAGTTTCTAGT TTTGT TG TCT TG TCACACGCARATT
GATATAGCTGACATTATCTTGGTTGGTAAACCTATGGAGTGATICACT TTCATCTICTTCTTITTTTITIGTAA
TCGGATAAATTACAGACGAAAATCTATATTAGCTTTTAATATCGTAGAAAACTAGTGATCCTT 'GCCACT TAA
GCGTTTAGCAATGACCAACATGAAAGTATAGTGAATGGT TATTAACT T TAATCAATACACATCCTAAAGGTTT
TCCTTGATATGTAATCAAAGCGAAGCCAACTTGATATAGCCATCATTAATATGAATT TTCCCAAAGACGGATC
TAAGATTTTGTAAACTACACCCAAAGCTCATCAACTGTACCTATAAGCAGATTTTATATTCACCACTAGTCGA
TTAATTATTAAAAATTGGCTAATTGTGCATAGT TTACAAACACAAGACGTAAGAGCGTATCGCAAACACAGAC
AGTAACAACGCATAGAAGCAATGCCAATCAATCAAGCGATTCAAGCCCGTAATAAGAGAAAAAGGACTTTTIT
TATTACGTTTATATAATTAATCTGTIGAAATGGAACACTCATACTCATAGAGCAATATTTGAGGAAACAACAA
CGCTTTTTCTAAGTCTCTCTTACCTAGTTACCTATGACCAQT TGACCAGTAAGAGTGAAAGAGATCACAAGAT
GCTTIGGATCTCGTGCGTGACKGACACATGGCR CTGGTT TAGTTACCACCTCCTCAT fCATGIGRAAAATCCG
ACTAGCAGAAGCCAAGAAACCACT JGGTCAAFAT T TAAAAGGTCCAATGTAAT TATT TATAATTATTGTTATT
TAATTGTCTCTTCAACTTAAACTIGTACCT TGCTCAACT TGTGAGTAACTACT TGTT TGCATAATTGCATTTA
ATATAGAGATTAGTACAATTTGAATGATATTCATTAGGTAAAGTATATGCATACATATAGTGAGTGATACACA
CAGCCTAATGTATTIGATGTGCTTCATAGAAGAGTGGAAAACTGGATTTGCACARAT TTGTGATACATATCAC
TCTTTTGITGTCACTAATCTCACTAJACTTGCATAATAATAACATCAATAAATTTATTAGCAAATCCATTGTT
TTTTGTTICCTACGTTTATARTATTCTCTTATATATACAAGTAAGTGAACACTCT TAAACAGT TTAACCCTAA
ATAATACAGCTTCACGGTGGATTTAACT TCTAAAGAAGAAGCTICGCTCTCTCT TCT TCTTCCGCGACGCETT .
TCTTCTATCTCTCGCAATCTCCTAAGAGGTAAGCTICTI TCATICTCCT CT TAGATAATTGTT TCAGCGATTG
ATGAACCACCCTCTTGTAGTCTTGTAGGAACTTTAGCTAGATTTATGAGATCTAATCGTAATCACCCAQGATC

TAATIGI TGCGATCGAT T TCATCCT TTTCATCTAGAACCCCTAAT T T T TACAT ICATG TG GCTCOCAGAGCT
TGAATACTTCCAGAATCGGCTCTARTT TGAAGCAAT T TTGAGT TTCAAGTCGAAAGCTA GAGT
GCTAAAAATCCGATCTTTCGTCTGTGCTITTIC-~mm = ATG

[ Luz I Elicitor [ circadiano
[ ]ABA [ Meristema [ Endosperma

Figura 17. Motivos regulatorios encontrados in silico en la secuencia del promotor de
GONST3. En la figura se muestran los motivos regulatorios encontrados en la secuencia
promotora de GONST3 identificados por colores en sus respectivas cajas. En rojo las cajas de
respuesta a luz, azul: elicitores, naranjo: ciclo circadiano, verde: &acido abscisico, amarillo:
meristema y rosado: endosperma. Las letras en rojo representan la regién 5°'UTR, las letras
resaltadas en amarillo muestran el codén de inicio (ATG), Ia letra blanca resaltada en cuadro
azul muestra la base mutada; T/C (1486). Los guiones cerca del ATG corresponden a bases del
promotor que no fueron clonados en pGWB3-G3Pr-GUS.
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GATTGAAACAAAT TATCGAAGACAGAGATCTCTAGTAAGGAGATGAGAJGAAAANCGAGAGAGATTAGTTTTC
GTCGATCAGAATCTCAGAAACCCTCACGCGAAGCATTATATGATATCACCTAAATTAATAAARAGGAATTAA
CTCAACAATAGAAATATTTTTATTTTACTTTTIGCTTCT L IAACr TCTAGTTCETTTAGAGTCCTTCCTCG
AGTCTACCTTTTCTCAGCCTTACTCTAGCTCCTCCCAATAAGCK [JTTCCAACCATCTTAGAGATARRACGTT
CTGCTTCTTAGTAATTTAACTTACACCTTATCR ACTARGAAGAGACTTCTCCAGGGACATAGTTGARACTTTG
ARACATTCGGATTAATAACTICTTCTTTTTCGT TTAAATCTTACTTTAATACACATCATARACATGT TT TATT
ACTAGATQAAGATTTGAATAACATTTTAGTGTAGTTGATGCATGATGTCTCAACAACATGTT TCAACATCAA
CGACTTT(ATTGGTGAATAAAAACAAAGTATTACAATTTGTATAGCTTTTT TTTATACAAAACACAAARAGAT
TATCAAAAGTGTTACAAAAMGTTTTACTCTCACTTTTATIGTAAGGT T T ICTCGTACCGTICTTTTTTACAGC

rrmrnm@ccncmcrmrrrrnmcmn!rmx AACAATCAGATCEGTTARTC

TARAATTTTGTACACCTTTCTCTTCTACAGCCAGATCACAACAATTTTAGAT T TATTATCT TTATTTAAGCGT
TGCTTCAGCACATATCCTTAATCTARAAGAGAGTGAATCTCAACAATGACTACATCCAATCTCARTTATTTCS
TTAATTAGTGC AGTTTATGTCCAAAATACACAATARTT TCTCTACAAACAAACAARAATTCTCTAC
ATACACACAGACARAATCAATATGTTTAATATICTTCCATTAA TG TGART TCACCAAATTAACACCACAAT
TAAACTCAAAGTGACTAAAAAGATTACTAACAAAATTGTCCCGTA

nnnnnnn T D B TR o s TR T AT T OT T TOTTALTOTTER SR T~
GCCTITCCTCTAA T TAGTCICTGAATARTCCGAT CCAGAT CCCAAATCCTCICTICTICATCTITCACCGATCTS

-A~‘ EACTLRACLAL LT apeee~,
AL PACTAPAPRASL VAL
CATCTCCCRARR AT TR AR 2 R A e

GAICTCCOAARRACCTCCACCAAAAARCC-—- ATG

] Luz [ Elicitor [ circadiano
[ Baja t° [ ] Heat Shock

Figura 18. Motivos regulatorios encontrados in silico en la secuencia del promotor de
GONST4. En la figura se muestran los motivos regulatorios encontrados en la secuencia
promotora de GONST4 identificados por colores en sus respectivas cajas. En rojo las cajas de
respuesta a luz, azul: elicitores, naranjo: ciclo circadiano, verde: frio y en amarillo: proteinas
heat shock. Las letras en rojo representa la region 5°UTR, las letras resaltadas en amarillo
muestran el codén de inicio (ATG) y los guiones corresponden a bases del promotor que no
fueron clonados en pGWB3-G4Pr-GUS. Las letras blancas resaltadas en cuadros azules
muestran las bases que estan mutadas; T/A, 256; G/A, 265; A/G, 447; T/A, 668; A/IT, 705 y G/A,
994 (seccion 4.1.2).

Se utilizaron las bases de datos de PLACE y PlantCARE encontradas en la red
(seccién 3.8.2) las que entregaron motivos de secuencias nucleotidicas en plantas, que
regulan elementos de ADN que actian en cis. Ambas bases de datos mostraron
posibles elementos regulatorios en los promotores de GONST3 y GONST4. PLACE

encontré 486 posibles motivos regulatorios en el promotor de GONST3 y 258 de
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GONSTA4. Por su parte PlantCARE encontré 125 posibles motivos regulatorios en el
promotor de GONST3 y 105 de GONST4. Para un analisis mas detallado se
seleccionaron aquellos motivos gue se repitieron entre las dos bases de datos, y se
descartaron aquellos motivos que fueran menores a 4 bases nucleotidicas debido a la
redundancia e inespecificidad de estas secuencias, resultando en el diagrama que se

muestra en las figuras 17 y 18.

Para GONST3 (figura 17) se enconiraron 6 tipos de cajas regulatorias, inclug,endd
elementos de respuesta a luz (GT-1; Villain y col, 1996), elementos de:fzespg{e‘fsta a
deshidratacion regulados por éacido absgésico (MYC y MYB; Abe y col, 1997),
elementos de respuesta a meristema (PLantCARE CAT-box; Chaubet y col, 1996) o luz
(PLACE phyA; Hudson y Quail, 2003) dependiendo del programa que arrojé el
elemento regulatorio, motivos para ciclo circadiano (Elementos cis para el gen Lhcf
[tomate]; Piechulla y col, 1998), elementos que actdan en cis para genes.que regulan
endosperma (GCN4; Washida -y col, 1999) y finalmente motivos de respuesta a
elicitores (W-box; Laloi y col, 2004), que corresponden a moléculas capaces de
desencadenar la respuesta de hipersensibilidad en plantas, como por ejemplo

moléculas de la pared celular de bacterias; polisacéridos, proteinas, lipidos.

Por otro lado, algunos de los motivos encontrados en GONST3 se repitieron en el
analisis de la secuencia de GONST4, entre los que se observan los elementos
regulatorios de respuesta a luz, elicitores y ciclo circadiano, pero ademas aparecio un

nuevo motivo de respuesta a frio (LTR; Dunn y col, 1998 [figura 18, verde]).

Finalmente, posterior a la sectenciacion (seccion 3.9), se enconiraron mutaciones por

sustitucion en los promotores de GONST3 y GONST4. En el caso de GONST3
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consistia en la sustitucion de una timina por una citocina en el nucledtido 1486,
mutacién que no produjo consecuencias en la identificacion de elementos regulatorios,
mientras que en GONST4 ocurrieron 6 sustituciones; T/A, 256; G/A, 265; A/G, 447,
T/A, 668; AT, 705 y G/A, 994. De las seis sustituciones encontradas en la secuencia
clonada para GONST4, solo una (G/A; 265) condujo a la aparicion de un nuevo
elemento regulatorio para proteina heat shock (HSE; Haralampidis y col, 2002},
elemento no encontrado en la region promotora de plantas silvestres de GONST3, pero

si en las de GONST4 (figura 18, caja amarilla).
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5. Discusion

Aproximaciones bioinformaticas y resultados no publicados realizados en el Laboratorio
de Biologia Vegetal Molecular (2006-2010) revelan que la actividad de los TNAs
consiste en el transporte, hacia el lumen del aparato de Golgi, de GDP-L-fucosa y
GDP-L-galactosa para GONST4 y GDP-L-fucosa para GONST3. Como se menciond
en la introduccion (seccion 1.1.1), se ha observado que el xiloglucano, el RGIl y
proteinas como las AGP5s y N-glicanos se encontrarian glicosiladas con estos [-
azlicares. Debido a esto, se hace necesario estudiar el papel in vivo en aquellas lineas
mutantes con menores niveles de expresion de GONST3 y GONST4, analizando las
variaciones en la composicion de estos azlcares en los distintos polisacaridos y
proteinas de la pared. Como un analisis previo que permita dirigir la investigacién hacia
los drganos de interés, se estudid en este seminario de titulo el patrén de expresion de

GONST3 y GONST4 mediante el uso del ensayo histoquimico GUS.
5.1 Generacidn de lineas transformantes G3Pr::GUS y G4Pr::GUS

Se generaron las construcciones con el vector binario pGWB3 (seccion 3.4.1),
G3Pr::GUS y G4Pr.:GUS, las que poseen respectivamenie la secuencia promotora de
cada TNA fusionado al gen reportero de la B-glucuronidasa, proteina que desencadena
una reaccion colorimétrica cambiando el sustrato X-gluc de incoloro a azul intenso en
aquellos 6rganos de la planta donde se estén expresando estos TNAs. Este es un
método que ha sido ampliamente utilizado para el anélisis de expresion a nivel de

tejido o en todos los érganos de la planta (Rollwitz y col, 2006; Baldwin y col, 2001).

Generadas las construcciones: se procedi6 a la transformacion estable de plantas de

Arabidopsis, por inmersion floral. Aquellas plantas transformadas se seleccionaron

1
52 ]

PN




utilizando antibiético en el medio de sembrado de las semillas, obteniendo la primera
generacion transgénica (T1) de GONST3 con 5 lineas y 10 para GONST4, las que
fueron confirmadas por PCR (figura 10). La tasa de transformacion concuerda con lo
reportado en la literatura {Clough y Bent, 1998; ~1%) obteniendo un 0,45% para
GONST3 v 1% para GONST4 (Tabla lll, seccidn 4.2.1). En el caso particular de
GONST4 fueron seleccionadas en un principio 11 lineas de las cuales 10 resultaron ser
positivas por PCR (figura 10). El hecho de que una de las 11 plantas no resultd ser
transformante puede deberse a una distribucion no homogénea de la higromicina en el
medio de germinacion de las semillas, lo que condujo al desarrollo de esta linea
silvestre en una zona de escasa concenfracibn. También ha sido observada Ia
posibilidad de una sobrevivencia natural de plantas {(Lawand y col, 2002) o si no, la
posibilidad de estar frente a una planta quimera, la cual presente resistencia a
higromicina sélo en su parte radicular y no en la zona aérea (Schmulling y Schell,

1993).

Con el fin de obtener un mayor nimero de plantas transformantes para analizar, se
procedi6 a la obtencion de la segunda generacion de transformantes (T2), sin embargo
no fue posible observar plantas resistentes al medio de seleccién por o que se decidio
sembrar en un medio carente de antibidtico. Existen dos posibles razones por las
cuales no hubo germinacién de semillas T2.en medio de seleccién. Una posibilidad es
que el gen de resistencia a higromicina (Hpt) se haya silenciado en plantas
transformadas explicando la posterior expresiéon de GUS pero la incapacidad de crecer
en agente de seleccion (Dominguez y col, 2002). Alternativamente, que el periodo de
madurez de las semillas no haya sido el optimo cuando fueron recolectadas

perjudicando su germinacion en medios de seleccion.
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5.2 Analisis del patron de expresion mediante ensayo GUS

Una vez generadas las consirucciones y obtenidas las plantas transformantes de las
lineas G3Pr::GUS y G4Pr::GUS se continud con el objetivo general de este seminario
de titulo que corresponde al analisis del pairdn de expresion de GONST3 y GONST4.
Como anélisis previo de las lineas transgénicas, se realiz6 un estudio morfoldgico de
las distintas lineas para determinar si el transgén incidia en el desarrollo normal de las
plantas. Como se muestra en la figura 11, sélo las plantas'de las [ineas G3Pr-1 y G3Pr-
2 presentaron un retardo en el crecimiento durante las primeras 5 semanas de
desarrollo, alcanzando el tamafio promedio de todas las lineas durante las (ltimas
semanas (seccidn 4.3.1). Las imagenes de las figuras 13, 14 y 15 son representativas
de todas las lineas analizadas, sin mostrar diferencias en el patrén de expresion entre

las distintas lineas de un mismo TNA.

Ademas como es esperable por segregacion mendeliana, sélo un cuarto de las plantas
debian ser silvestres, mientras que un 50% heterocigotas y el 25% restante
homocigotas por el fransgén. Ya que la generacién T2 no fue sembrada con antibiotico,
la seleccién de las plantas transformantes se determind tras realizar el ensayo GUS,
observando plantas silvestres (sin coloracion azulada)} s6lo en un cuarto de las plantas
analizadas (datos no mostrados), indicando que el 75% restante podrian corresponder

a plantas heterocigotas u homocigotas analizadas de forma azarosa.

En plantas de tabaco existe una diferencia en la expresién de la proteina de la B-
glucuronidasa entre lineas heterocigotas y homocigotas, donde estas Gliimas se
expresarian 0,5 veces mas en algunas de las lineas analizadas (Beaujean y col, 1998).

Sin embargo, cabe destacar que en las lineas de Arabidopsis estudiadas no fue posible




distinguir diferencias en la expresion de GUS entre distintas lineas de un mismo TNA,
en cambio si se observaron diferencias enh la expresién de GUS enire los distintos
érganos de una misma planta, cumpliendo con el objetivo general de este seminario de

titulo.

Tres lineas por cada TNA fueron sometidas al ensayo GUS. Los resultados
presentados {seccion 4.3.2} mostraron principalmente una expresién ubicua en la

planta a largo de todo su desarrollo para ambos transportadores (figuras 13, 14 y 15).

|

Los 6rganos que exhibieron una mayor coloracién a lo largo del desarrollo fueron las
raices, tallos y hojas caulinares (figura 13): En raices [a mayor tincion se'registro en las
puntas, mientras que en tallos la coloracién fue homogénea entre las distintas zonas:
apical, media y basal a pesar de tener una composicion celular variable a lo largo de

este.

Los menores niveles de coloracion registrados se observaron en hojas senescentes,
mientras que en pétalos y semillas no se distinguid tincion (figuras 14 y 15). En el caso
de las semillas es necesaria una preparacion previa del 6rgano para un analisis mas

exhaustivo al interior de esias.

Las principales diferencias entre los patrones de expresion de ambos TNAs se

presentaron en flores y cotiledones, ambos con expresidn sélo en lineas de GONST3.

Una explicacion a la carencia de tincién azulada en estigma y cotiledones de las lineas
de GONST4 puede deberse a una posible escasez de la L-galactosilacion de RGIl en
estos organos o la ausencia completa de este polisacarido, el que puede encontrarse
reemplazado por otro tipo de pectinas que suplan su accion en la pared como el RGl o

el homogalacturonano. Ademas, la carencia de tincién en pétalos indica que GONST3




y GONST4 pudiesen no estar expresandose en este organo. Esto podria implicar que
no existen polisacaridos ni glicoproteinas ramificados con L-fucosa o L-galactosa en
esta parte de la flor. Sin embargo, se ha detectado L-fucosilacion de xiloglucano en los
pétalos de Arabidopsis, descartando esta posibilidad (Bonin y col, 2003).
Alternativamente, otro transportador seria el encargado de incorporar GDP-L-fucosa y
GDP-L-galactosa al interior del Golgi para la sintesis de glicoconjugados de la pared
celular de pétalos, funcién que podria ser desempefiada por alglin otro transportador
de la misma (GONéT) o de ofra familia. Se ha observado en microanélisis de pared
celular de distintos érganos de Arabidopsis (hojas rosetas, hojas caulinares, peciolo,
raiz, silicua y tallo), que en pétalos el xiloglucano posee los menores niveles de
fucosilaciones de todos los organos investigados, apoyando la hipétesis que otro TNA

sea responsable de la importacion de GDP-L-fucosa en este 6rgano (Obel y col, 2009).

Las puntas de las raices se encueniran divididas en ires secciones de desarrollo, una
region de division celular meristematica ubicada en la zona apical de la raiz, otra region
de elongacion donde [as células se encuentran en constante crecimiento y finalmente
una region de maduracion donde las células se diferencian a los distintos tipos
celulares de la raiz (Benfey y Schiefelbein, 2004). En la zona meristematica la actividad
mitotica de estas células es alta, dirigiendo un aumento en la sintesis de pared celular.
Por lo tanto, en un area pequefia como es la punta de la raiz, la acumulacion de
muchas células meristematicas de pequefio tamafio conllevan un aumento en la
coloracion (figura 14), debido a la alta actividad de estos transportadores para la
sintesis de los polisacaridos de la pared, coloracion que se ve disminuida en el resto de
la raiz donde las células se encuentran elongadas, alcanzando tamarios superiores

que conducen a un efecto de dilucion de la tincion. Investigaciones realizadas por Obel




y col (2009) apoyan esta hipdtesis tras observar por analisis in situ mediante OLIMP
(Oligosaccharide mass profiling) una mayor abundancia de xiloglucano fucosilado en
raices que en el resto de los érganos de Arabidopsis, lo cual se relaciona con lo
obtenido por Freshour y col (2003} donde por medio del uso de un anticuerpo vieron
que existe un aumento de xiloglucano fucosilado en células epidermales con respecto

a células internas de la raiz (cortex).

Por (ltimo, la falta de tincién en cotiledones de las lineas de GONST4 podria ser
explicada por una menor cantidad de polisacaridos y proteinas L-fucosiladas o L-
galactosiladas, como también por la posibilidad que la actividad de este transportador

se vea suplida por otro TNA.

En resumen, y como se puede apreciar, la interpretacion de los resultados obtenidos
se ve dificultado por la escasa informacion disponible sobre la composicién de la pared
celular en los distintos 6rganos de Arabidopsis, excepto en el caso de la L-fucosilacion
del xiloglucano. Esto se debe principalmente a la dificultad en el estudio y analisis de
las otras moléculas involucradas, como son el RGIl y [as glicoproteinas (N-glicanos y
AGP), moléculas complejas estructuralmente y dificiles de purificar, especialmente la
pectina que ademas de ser L-fucosilada es el Unico polisacarido L-galactosilado en la
pared de Arabidopsis. Sin embargo, los resultados obtenidos de la expresion génica
concuerdan con los ensayos bioquimicos de la pared celular (es decir que la expresion
de ambos transportadores de GDP-L-fucosa es esencialmente ubicua y que L-fucosa
estd presente en la mayoria de la planta, Obel y col, 2009), y ayudaran a enfocar el
analisis fenotipico de mutantes con menores niveles de expresidon de GONST3 o

GONST4 (ver Proyecciones).
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5.3 Analisis in silico
5.3.1 Affymetrix

Mediante el uso de la base de datos de Affymetrix de Arabidopsis se realizaron analisis
absolutos y comparativos para GONST3 y GONST4 (seccion 4.4.1). Los principales
resultados indicaron que la expresién de ambos TNAs es ubicua a Io largo de la planta
al igual que los resultados obtenidos mediante ensayo GUS. En general, todos los
organos y tejidos de Arabidopsis presentaron una expresion similar de ambos TNAS,
incluyendo cotiledones y pétalos. Resultados distintos a los obtenidos mediante GUS,
técnica que arrojo falta de tincion en pétalos de ambas lineas y en cotiledones de

GONSTA4.

A pesar de que la expresién de ambos TNAs es muy similar es posible encontrar
algunas diferencias entre estos transportadores. Andlisis en detalle por Affymetrix
indican una mayor expresién en hipocotilo y semilla para GONST3, mientras que para
GONST4 se registraron en la zona distal de hoja de la roseta y en el primer nodo del
tallo. Los menores niveles de GONST3 fueron observados en sépalos y para GONST4
en semillas. Mediante ensayo GUS, andlisis comparativos entre ambos TNAs
mosiraron ser poco precisos al momento de relacionar cuantitativamente la expresion
entre GONST3 y GONST4, sistema que puede ser implementado utilizando un susirato
fluorescente para la enzima B-glucuronidasa como es el MUG {4-methylumbelliferyl-B-
D-glucuronide Trihydrate), sustrato que tiene la facultad de ser cuantificado con gran

precision mediante absorbancia.

Finalmente una diferencia notoria se presentd entre los dos sistemas de andlisis

utilizados. Mediante Affymetrix los niveles de expresion de GONST4 en estigma fueron




mayores a los de GONSTS, resultado que difiere con lo observado por GUS,

metodologia que no mostro tincion en este tejido en lineas de GONSTA4.

Las diferencias mencionadas entre ambos sistemas. no indican que una u otra de las
metodologias utilizadas sea la mas correcta al evaluar los niveles de expresién de
ambos transportadores. En el caso del sistema GUS se mide la actividad del promotor
en términos de la expresion de un gen a nivel post-traduccional, a diferencia de la base
de datos de Affymetrix en la cual los andlisis son a nivel transcripcional. Por tltimo, es
importante recalcar que las condiciones de cultivo implementadas por cada sistema
difieren notablemente, por ejemplo el medio de cultivo utilizado en el laboratorio
(hidroponico) es diferente al empleado en los ensayos que sustentan Affymetrix (cultivo
en tierra). Sin embargo, los resultados obtenidos en este seminario de titulo son
confiables debido a la cantidad de plantas analizadas por linea de estudio para cada
transportador, las que presentaron el mismo patron de expresion, validando los

resultados presentados.
5.3.2 Secuencia de Promotores

Complementando los resultados obtenidos por GUS y la base de datos de Affymetrix
es posible obtener informacién sobre secuencias nucleotidicas que regulan elementos
de DNA en cis (seccion 4.4.2). Estos elementos regulatorios fueron recopilados a partir

de las bases de datos enconiradas en internet; PLACE y PlantCARE (seccion 3.8.2).

Ambos programas arrojaron una cantidad de datos variables para cada transportador.
En el caso de GONST3, PLACE mosiro 486 posibles motivos regulatorios contra 125
identificados por PlantCARE, mientras que para GONST4 PLACE arrojd 258 motivos

frente a los 105 presentados por PlantCARE. A pesar de que ambos programas




poseen un ndmero similar de datos (PLACE; 469 y PlantCARE; 435), se sugiere que la
diferencia en la cantidad de resultados entregados se encuentra en sus algoritmos y/o
en sus actualizaciones (PLACE [2007] y PlantCARE [2002]). Posibles elementos
regulatorios en comun fueron entregados por ambos programas, encontrando entre
ellos motivos de respuesta a luz, elicitores y ciclo circadiano. También fue posible
distinguir motivos sélo presentes en GONST3; ABA, meristema y endosperma o en
GONST4; respuesta a frio. Todos, directa o indirectamente pueden estar relacionados
con la expresion de los TNAs y por consecuencia con la sintesis de la pared celular.
Por ejemplo, un motivo de respuesta a luz ha sido estudiado en genes de fotosintesis y
genes ribosomales de hojas y raices de Arabidopsis, donde se ha observado que este
elemento regulatorio actuaria como activador en hojas y como inhibidor en raices (GT-
1, Villain y col, 1996). Se sabe que a partir de la fotosintesis se fifa el carbono que
servira de sustrato para todas las moléculas necesarias en las distintas rutas
metabolicas incluyendo la sintesis de la pared celular. De manera homodloga, se puede
explicar la presencia de elementos regulatorios a elicitores. El ataque por patégeno a
las plantas desencadena una reaccion de hipersensibilidad que conduce a la sintesis
de moléculas para la restitucion de la pared celular vegetal dafiada por el patégeno. En
Arabidopsis se han identificado factores de transcripcién especificos de plantas
(WRKY) implicados en la respuesta a elicitores, que ademas tendrian accién frente a

darios oxidativas (Laloi y col, 2004).

La presencia de un motivo particular en alguno de los TNAs no implica una diferencia
en el patrén de expresion anatomica entre ellos, sino que sugiere la posibilidad de que
cada transportador se vea regulado por diferentes condiciones bidticas y abitticas.

Estrés por sequia o altas concentraciones de sales promueve la sintesis de ABA,
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hormona que a su vez induciria la transcripcion de los factores de transcripcion
rd22BP1 y ATMYB2, factores que son capaces de unirse a elementos regulatorios de
rd22 (gen en respuesta a deshidratacian), flamados MYC y MYB (Abe y col, 1997)
presentes en muchos promotores, incluyendo al de GONST3. La pared celular primaria
de dicotiledéneas contiene un 65% de agua retenida principalmente por las pectinas y
hemicelulosas (Carpita y McCann, 2000). Como consecuencia de un estrés por sequia
es necesaria la alteracion de la composicion de la pared hacia aquellos polisacaridos
capaces de albergar o impedir la pérdida de agua, regulando en algin punio la

expresion de los TNAs.

Finalmente, la mutacién encontrada en la secuencia promotora de GONST4 (GIA; 265)
condujo a la aparicién de un segundo motivo regulatorio de respuesta a heat, shoc%:k,
motivo que se encuentra asociado a elementos de respuesta a estrés. Esta clase de
motivo no fue encontrado en el promotor de GONST3, pero si en el promotor de
GONST4. Debido a que la respuesta heat shock es universal, se sugiere que la
presencia de HSE (heat shock promoter element) podria ser reconocido por algin HSF
(heat shock factor) en momentos en que las plantas se encuentren sometidas a esirés,

variando la expresion de GONST4 en algunos de los organos de Arabidopsis

(Haralampidis y col, 2002).
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6. Conclusiones

e Se obtuvo la construccion G4Pr:GUS mediante tecnologia Gateway,
compuesto por el promotor de GONST4 fusionado al gen de la proteina GUS.
La construccion G3Pr::GUS fue verificada mediante PCR.

e Se obtuvieron 5 lineas transgénicas de Arabidopsis transformadas con
G3Pr::GUS y 10 lineas G4Pr::GUS capaces de expresar la proteina B-
glucuronidasa. También fue posible obtener lineas de la segunda generacion
transformante las que fuercn utilizadas en el ensayo GUS.

e Analisis del patron de expresion de GONST3 y GONST4, medianie ensayo
GUS, mostraron expresion esencialmente ubicua a lo largo de todo el desarrollo
de la planta.

s Los mayores niveles de expresion se registraron en hojas caulinares, raices y
tallos, mientras que los menores niveles se observaron en hojas senescentes,
semillas y pétalos de ambas lineas.

» Las principales diferencias en la expresion entre GONST3 y GONST4 se

registraron en cotiledones y estigma, donde lineas de GONST4 no mostraron

tincion en estos tejidos a diferencia de las de GONSTS3.

e« Analisis in silico usando la base de datos de Affymetrix para Arabidopsis,
mostraron resultados semejantes a los observados en el pairén de expresion de
GUS, sobre todo en aquellos tejidos que presentan mayor expresion en ambos
transportadores como son las hojas y raices. Principales diferencias se
registraron en semillas donde la expresion de GONST3 es alta y en pétalos
donde ambos TNAs se expresan en menor relacién al total de los tejidos

analizados, resultados diferentes a los observados mediante GUS.




« La identificacion de secuencias nucleotidicas que regulan elementos de ADN
que actian en cis en los promotores de GONST3 y GONST4, reveld la
existencia de una variedad de posibles motivos relacionados directa o
indirectamente con la sintesis de la pared celular, entre los que se encuentran

elementos regulatoriocs de respuesta a luz, ciclo circadiano, elicitores,

endosperma, meristema, entre otros.




7. Proyecciones

Para un analisis mas detallado del pairén de expresién de GONST3 y GONST4,
se proponen realizar andlisis cuantitativos de la expresion de ambos TNAs
mediante el uso de MUG, sustrato fluorescente que puede ser cuantificado

mediante absarbancia.

Se pretende cuantificar la expresion de las lineas G3Pr::GUS y G4Pr::GUS bajo
cohdiciones de estrés, como sequia, variaciones de exposicion a la luz o
suplementado con hormonas como ABA, las que permitiran dilucidar las
variaciones de expresién en los distintos 6rganos de la planta frente a

condiciones de esirés.

Seria interesante analizar diferencias en la expresion de GONST3 y 4 en
distintas lineas mutantes reportadas en la literatura como son mur? y mur2. Se
ha observado que muri (Reiter y col, 1997) con un fenotipo enano, carece de
residuos de L-fucosa en xiloglucano, RGIl (O'Neill y col, 2004), N-glicanos
(Rayon vy col, 1999) y en un tercio de estas moléculas es posible encontrar
sustituciones de L-fucosa por L-galactosa. La mutante mur2 (Vanzin y col,
2002) por su parte sélo posee una reduccion de residuos de L-fucosa en

xiloglucano en un 98%.
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Todos los estudios planteados permitiran dirigir el ané[isis de [a pared celular en
plantas silvestres y en lineas con menores niveles de expresion de GONST3 y
GONST4, hacia aquellos 6rganos que reportaron las mayores diferencias en la
expresion de estos TNAs, esperando encontrar desigualdades en la composiciéon de
los polisacaridos L-galactosilados y/o L-fucosilados. Por ejemplo, en lineas con
menores niveles de expresion de GONST3, es muy proBable que los cotiledones de
estas plantas mostraran carencias en la L-fucosilacién de los glicoconjugados ya que

en plantas silvestres, solamente GONST3 (y no GONST4) se expresa en este organo,

ey,
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