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Introduccidén

Desarrolio, Genehca y Evoluc:on. ;

La evolucnon de Ios meccnlsmos de descrrollo de plcntcs y onxmoles pcrece

haber tenido un pop

{Raff, 2000}, por Io que su ccrcctenzacno

modlflccmones evolutlvos que olferen dlfere 1es modulos de desorrollo sm mterrumptrlo
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e servirdn:‘de guia. en: los andlisis




Desarrollo en plantas.

A diferencia de los animales, que henen un meccnxsmo llnecr de descrrollo. las

plantas se caracterizan por fener un meccnlsmo lterotlvo de desclrrollo (Cronk 2001) EI

procombnun el menstemo fundcmenicl

menstemoscpiccles de ’rollo,yrclz (Scheres E

Heidstra, 1999).

sitio en relacidn co elular ni de

tejidos (Crdhk, o

siones celulares y
sU onentc:cnon, asi como el.control de lc expcmsnon celula irigen la morfogénesis en las

plantas (Howell 1998)




Arabidopsis thaliana como planta modelo

Arabidopsis thaliana (L.) Heynh es una plcntc pequenc ‘de Io fcmmo de las

mostazas (Brassicaceae) ompllcmeme uhllzcdo en el est dlo' de d ersos cspectos de la

al., 1999 The Arobldops:s'Genome Inmcmve 2000)

. En Arcbldops:s se han ldenhflccdo varios genes que controlcn diversos procesos

del desc:rrollo.

La raiz de Arabidopsis thaliana como sistema modelo para estudiar el desarrollo en
plantas.

Los mecanismos moleculares que subyacen el desarrolio en las plantas son
complejos, para entenderlos es necesario el estudio un organismo modelo que permita

el uso de estrategias experimentales optimas (Scheres y Wolkenfelt, 1998). La raiz de



puede rec

divisiones dura

(figura 1). Le

que’ consiste ' de’ capos  Unicelulares . de tejidos  concéntricos | co




morfologuccs portlculores Lc epldermls es lc copo mcs externo de Io raiz, en esto ccpc

Las ééiUﬁlbs’

frecuente.  denominadas

un grupo de cuc quese dividen d_form

células del uiescente (CQ). Sobre Ias cuatro células:del centro quiescente se

encuenﬂ'on as:células niciales de los fejidd§ dél? cilindro .central

A nivel del (CQ) y

rodeondolo se encuentrc un cmlllo de inicia les de cortex: ndodermls BO]O el centro

quxescenfe se encuenircm las células |n|c1czles de columelo y rodecndolcs se encuentra




un anillo de las iniciales de epidermis y cofia lateral {Scheres y Wolkenfelt, 1998; Dolan, et
al. 1993) (figural). Experimentos de ablacidn celular han permitido postular que el
Centro Quiescente podria inhibir directamente, mediante sefales de corto alcance de
naturaleza desconocida, la diferenciacidon de todas las iniciales que o rodean al estar
en contacto con ellas, manteniendo su estatus de células madre. Por ofro lado existen

sefales que promueven la diferenciacidon desde los tejidos maduros de la raiz (Scheres y

Hiedstra, 1999).

<}

ZONA DE
DIFERENCIACION

ZONA DE
ELONGACIONM
Epidermis
o Xiterna Inicial da cortex Can,
Rl LR e B TyA [ Dol
Poncida BB Corex; endodermis S Cofig lateral wds Caiomae
MR 'rical de epdermis vy colia lareral MERISTEMO ‘4

COFA

Figural. Organizacién de la raiz de Arabidopsis {a) Esquema en el que se aprecia la
organizacion longitudinal y transversal del meristemo de la raiz (b). Esquema de las
células iniciales que dan origen a los distintos tejidos de la raiz. (¢} Organizacién en el eje
longitudinal de la raiz. T, tricoblastos, AT, atricoblastos. (a y b tomados de Benfey y
Scheres, 2000.

A pesar de que la sencillez celular de la ralz de Arabidopsis ha permitido
entender algunos mecanismos celulares que subyacen su desamollo, aun se sabe muy

poco de las bases moleculares del mismo.



Genes MADS-box de plantas

Los genes de la familia MADS-box codlflcon pcrc foctores de 1rcmscnpcnon que'ﬁ

se encuentran en plantas, cnnmcles y hongos,‘ stan invoi c_rqdos n diverso: procesos' .

‘aminodcidos. y presente -solo” en




L ;olgunos

plantas, que Junfo con Ia: reglon l. pcrece esfclr mvolucrcdo en lnterGCClones pro'remc-

profemcl, Yy por ultlmo el corboxﬂo 1ermmcl poco conservcldo que pcrece ser un domlnlo

de trcnsochvccuon {Theissen et al., 2001a; Vergara-Silva et al., 2000 Jock 2001)
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Figura 2. Dominios de las proteinas MADS de plantas.

Lcs profelncs MADS-box:ejercen su funcnon&como fcc’rores de. trcnscnpcnon _cll ‘

unirse O uno

(Jack. 2001
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Los primeros genes MADS-box caracterizados en plantas especifican la identidad

de los érganos florales en'Arokb‘idciapsis Yf'Ahtirrhinufn. Estudios genéticos y moleculares de -

estos genes-permitieron: generar

© . Existen ma familia MADS-box. en Arabidopsis {Jack. 2001).. .

Andlisis funcio 2 n de algunos de estos genes han

revelado. que dos endiversos aspectos: del.

desdr_roup dﬂev Pl

meristemos de f

2000), en 14 arquitectura







Figura 3. Filogenia de la familia de genes MADS-box de Arabidopsis basada en la
alineacién de los aminodcidos de la regién MIK. Los distintos colores indican el sitio de
expresidn del mRNA de cada proteina, reproductivo= rojo. vegetativo= verde, o
ambos= azul. En las proteinas dentro de la caja K se predijo un dominio K con coiled-
coils. Los clados A, B y C se sefalan con puntos rojos en sus nodos.

Se sabe muy poco de la funcidn de genes MADS-box expresados en estructuras
vegetativas de Arabidopsis, sin embargo la caracterizacidn funcional de los genes
MADS-box de plantas pemite hipotetizar que el patréon de expresion de mRNA de estos
genes es un indicativo del sitio donde ejercen su funcidn (Burgeff, ef al. 2002). Varios
genes MADS-box se expresan casi exclusivamente en raiz sugiriendo que estos genes
podirian estar involucrados en la morfogénesis de este drgano (Vergara-Siva, et al.

2000).

12'



Antecedentes
Diversos esfuerzos . por idenfi‘ﬁccr‘ nuevos genes MADS-box en Arabidopsis
thaliana, han lievado al dés¢dbrirﬁiéhf6 ".é" genes de esta familia expresados en distintos

tejidos. EIl cDNA deAGA MOUS LI AGLI9 (nbmero de acceso en GenBank

hibridcqo

lateral

beri‘ci‘.c'l»évq e
.

Estudios flogenetic
revelcrii;éQTé AGLIQ se agrupaieniu

mayormente Jen ‘la raiz. s

- CONSTANTS (SOC1) [figura 3) (Alv
son, SOClque se. ex

exclusivamente en

Arabido‘bsvls

cuyos bcff@nes de expresion.de mRNA:no-han




pers.). AGLI9 y AGL14 comparten mds del 70% de aminodcidos en la region MIK, lo que

sugiere que estos genes pueden ser funcionalmente (Alvarez-Buylla, et al. 2000b).

Figura 4. Expresidon de AGLI? en raices silvestres. (a) Corte longitudinal del meristemo de
raiz hibridado con la sonda de RNA sentido de AGL19. (b) meristemo de raiz lateral y (c)

meristemo de raiz primaria hibridados con la sonda de RNA antisentido de AGL19..(d) :

Zona diferenciada de la raiz hibridada con la sonda antisentido de RNA de AGLI9, la

flecha de la izquierda sefala una célula de endodermis sin tincion (fomcndo de’ Alvcrez-‘ »

Buylla, et al. 2000q).

por los g‘enesiM,' DS-b

propdner que

y en pcn‘lculcr de_os vedeO
forma, y dentro del . mor o He

AGLI9, se plantean los s;gunevnkte‘s‘o jeti

Objetivo general 1. Corfoliﬁorcr
AGLI? (Alvarez-Buylla, éf'df 2 : ‘e la’ elaboracién de construcciones de
secuencias regulctorios‘pofenciqle e GLI9 fusionadas al gen reportero de la B-
glucoronidasa (GUS) de E
Objetivo general 2. Ccrcctenzc moleculcrmen’re al mutante wl9.1-3, generada

mediante la insercion del trcxns

Enl Pc:rc este objetivo se pretende corroborar por

PCR e hibridacion tipo Soufhem lc presencna y estabilidad de la insercién, asi como el

14




efecto de la mutacion en la expresion: transcripcional del gen a través de andlisis de

retrotranscripcion y PCR:

Objetivo general 3. Ccroctenzcr fenohplccmente ol mutcnte

experimentos de cinetica de crecnmlento y Ic determlnccnon de dlshntos pcrcmetros

celulares.

Hipdtesis

La consiruccuon del promofor completo de AGLI9 recuperoro el}pctron de

primer |ntron ;c

caracteristicas celulares de columela, cofia lateral y epidermis en la zona meristematica.

15
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Metodologia experimental

Construcciones de secuencias regulatorias potenciales de AGL19 fusionadas con el gen
de la B- glucoronidasa de E. coli (GUS).

A partir de la secuencia gendmica de AGLI1? elegimos cuatro fragmentos a
fusionar con el gen reportero GUS:

1. 175 pares ;;Ie bgses 5' del ATG

175 pb'5* del ATG + 2002 pb 3' del ATG

e

resfrlccmn' Psfl y. los ohgos al extremo 3' con un sitio Ncol. Loslfélﬁo
descrltos no se. encuenircn en’ los frcgmentos a cmpllflcor d"

U'ﬂ|lZGdOS pyorc lo clonccnon dlreCCIoncl de Ios fragmenfos e dls’nntos plosmldos. LOS‘ :

ollgos son los sugu >N



e e e R AT P ST TR A N S TS 2 4 o Shiastea 7 St et

AO]1 F 5 GGC TGCAGT AAA GAA GAA GGTTCACGACS' 7'

AOZR 5' CTA CCC ATG GCC TTT ACT TCT AGT TTA TTC 3’

AO4F'S’ GGC TGC”’ GT GGT CAC TTT TGT AGT TGG AG 3"

AO9R &' CATGCCv ATG GG TAG c TvTCA ATT GG 3

Promotor : Exén 1 Intrén Exon 2

[E30 N [N N AN TS USRS NN (U N SR S IH! 14 1 1 1 |1 l.
1T 11

0 200 600 1000 1400 1800 2200 2600 3000 3400 3800 4200 4600
1

AO4F AO2R 2

AO4F AO9R
AOIF 3 AO2R
AlEe y-| AQO9R

Figura 5. Ubicacidn en el gen AGLI9 de los fragmentos propuestos para las
construcciones asi como los oligos para amplificarlos. 1 Minipromotor, AO4F-AO2R. 2
Minipromotor+Exdnl+intronl, AO4F-AO9R. 3 Promotor, AOIF-AO2R. 4 Promotor+
Exonl+intronl, AOIF-AQ9%R.

Los distintos frcgmenios fueron amplificados por PCR a pcrﬂr de un templado de

DNA gendmico de A. t y_clonados en el vector para

’Ilanc ecotlpo Columblc Col)

productos de : PCR pPGE

,Notl del plcsmldo binario. pART27: para:st

luego en plonfcs S

ves re '( g o) ( nex' de protocolos, plosmtdos y ollgos)

pGEMvTecsy' (Promegc) tres. clonas: posmvcs pcro ccdo;,

1rcnsformc|c1on pnmero en Agrobactenum y S



Lc generccnon Tl de CCIdCI construccnon se. selecc1ono en ploccs de medlo
Murcshlge & Skoog (MS Slgmo M5519 M5524) con kcnomucnno Lv plonfcs .

tronsformcntes fueron 1rcsplomcdos a herro En Icn T2 se hIZO ond’ ilncuon de GUS pero -

,determmor el potron de expresion de las construccxones‘(cnexo de protocolos. B

plcsmldos Y ohgos)

Caracterizacién molecular del mutante w19 1-3.

El alelo mutante wli9.1-3 (Col) provnene del bc:nco de semnllcs del Center for

Functional Genomics in Arob:dops:s del Mc:x Plonck Inshtute for Plclnt Breedlng Resecrch;'t

de Colonia., Alemcnlc El clelo mutc f

la- misma restriccion y



e i A B, TR YT SR g Ve e

ECORV EcoRV

BamH1 En20S5 En8130 EcoRV
Enli 8.3kb

[}
YT N Y N Y N N TN T NN AU Y NN SO

0 200 600 1000 1400 1800 2200 2600 3009. 3400 3600

Figura é. La |nserC|on en el mutante wch19 1-3.se. encuenirc en la posnc10n 1466 del~
DNA gendmico, en el’ intron 1. Las secuencias que. ﬂcnquecn lainsercion son: AAT GAT:.

ACT CTA AAG GT.5' Enl 3" TTA GCT TAT TAA TTI: En ‘esta’ flgurc se muesirc también la
posicién aproximada de los. oligos {subrayados). para’ 'amplificar: la’ insercion, En205 y
En8130, asi como la restriccidon utilizada para el experimento de Southern blot.”

Andlisis por PCR de la presencia y direccion del transposén Enl en la linea mutante wi19.

1-3.

Se crecieron en tierra 22 semillas de plantas de 1a linea wi9.1-3 y dos semillas de
plantas silvestres (Col). Se extragjo DNA gendmico de hojds de' : roseta {anexo- d_e
protocolos, plasmidos y oligos). y se realizaron dos PCR sobré él DNA'}‘c’on‘ los o’ligosv FA1F-
En205 y oEAB171-En8130 que se alinean, respectivamente, en IosexfremosS'ySde la

insercion.

Andlisis por Southern blot del genotipo de la linea wl9. 1-3

Se extrajo DNA gendmico adicional de 11 plantas posiﬁvcfs pdvrck:' ia iﬁsefdép en el

sonda fue sintetizada y marcada radi




DNA chellng de ocuerdo a Ios lnstru cnones del proveedor (Boehrlnger Mcnnheum Cot

» fénbﬁbfcd.

Andlisis de expresiéﬁ ffdnséiipci nal de AGL19 en la raiz del mutante w19.1-3 (11).

Semillas de ‘lailinea w19‘l-3(ll) y de la linea silvestre fueron esterilizadas y

vernalizadas. duran °C, Después de la vernalizacion las semillas fueron

sembradas csephcomente’ n"'pldcds con medio MS 0.2X con 2 % sacarosa (anexo de

a partir de'las mismas

oligos UBIF.y UBIR (Yu'y Li; 2001) (anexo de protocolos, plasmidos y ofigos).

20




Caracterizacién fenotipica del mutante wi19.1-3 (11)

Cinética de crecimiento

Como parte de una caracterizacion prellmmor de a lunec mutcnte se redlizaron

experimentos de cinética de crecnmlento en mednos’*rde cul'nvo con dlstnntcs

concentrocaones de sales MS y scccrosc Los medlos uilhzcdos fu on los sngunenfes.

. MS 0. 5X sin scccrosc :

MS.IX‘sm a

: (cmexo de pro’ro olos plosmldos y ohgos)

Alrededor de 20 semillas. de Ic Ilnec w19 1-3(1 1) y 20 snlvestres fueron esterlhzcdcxs

Y vernolizodos 'duronfe‘do |c s postenormem‘e ueron sembrcldcs en: condxaones{'

estériles en codc medio:de:cultivo {dia 0); Icsplccosde crecumlenfo se mcntuv:eron

condiciq‘nesil{:ler_;o'sepsic '30 semillas de la linea mutante'y 30 de la linea silvestre ‘(dI'O 0).

21



Las cojcs se oriemoron verticcﬂmente y se mcntovieron'en un’cu'crto de crecimiento con

o 4}1: para Obténe”

crec:|m|enfo.

ydurcnte Ios dlez dias del expenmento y los limites de confianza del 95%.

Medicién y cdlculo de pardmetros celulares en la linea silvestre y linea wi9. 1-3 (lj); ‘
La estimacion de los distintos pardmetros celulares analizados enyesiel trqbdjb se

realizé bajo el método de Tasa de Produccion Celular (RCP) (lvanov y DQbrd\/‘syky,‘l9"977).b‘_ :

Este modelo asocia la tasa de crecimiento de la raiz, la tasa de produédé celulcr\fy Id -

durc:c1on del cnclo celular. Con este meiodo es posnble eshmcr la duracién del Clclo,'}

celulcnr contcndo eI numero de ;:elulcs—‘mensjemchco

Se estenhzoro y.vernalizaron durante.d dIGS 40 semxllcs de'lc llnec mufonie y 40

semlllc:s de lo Inneo sulvestre, y fueron se brcdos (dICI 0) en 4 ccuc:s de pe'm con medlo MS

22




O 2X con 2 % sclccnrosc. Lcs COJOS se. onem‘oron verhcolmente y se mantuvieron en un

cuarto de crecnmlento con fofopenodo (16 horcs de luz por 8 de oscuridad a 20 °C).

104 horas después

En el dia 4.

Numero de celuylcs“ mer

meristemdticas - _de ' cortex

meristematica. Debido a .que

23
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desorrollo no es estccuoncno, el numero de celulcs menstemchcos se estlmo pcro
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- Punto reconocuble del protoxllemc (pm) PRP. Estc distancia se- mlde desde el

centro quxesceme hcsic el pnmer punto donde se observc el engrosomlento de

la pored secundono el brétbkiler_hd. ;

- Tlempo “de" diferenciacion del

protoxilema’ (h), TPD = (2Le/V) + (PRP-Lgpr)/V

- (Dubrovsky‘etal

Cremmnento ‘celular:en:laizona: de dlferencxcmon (pm) Sobre Ics dos pnmeros

dlferenC|os ﬁgmhcct 'cs entre Ios pcromefros obfenldos araila lineasilvestre y.la-linea

mutqnie,f

25




Resultados

Construcciones de secuencias regulatorias potenciales de AGL19 fusionadas con el gen
reportero GUS.

En la tabla 1 se presentan los avances en el desarrollo de las distintas
construcciones. Las distintas zonas regulatorias de AGLI9 fueron amplificadas por PCR y
dieron lugar a fragmentos de 175pb la zona 1, 2177pb la zona 2 y 2699pb la zona 3. La

zona 4 devt‘t?Q]pby :r)‘o pudo s’elyrvqmplifficv:ddd”despué‘s de diversos intentos en los que se

‘el plasmido

dnélisns derestriccion.  Despuéside: secuenciar. se

regulatoria” que no

nte:.en el plasmido

.con’las:enzimas -




generacion T2 y no se obtuvo ninguna expresion. Las construcciones 3y 4 estan'en T1 y

su patrén de expresion no ha sido probado.

Avances en el desarrollo de las distintas construcciones de las zonas regulatorias

Tabla 1.

de AGL19.

#Construcciéon | Amplificacion | Clonacion en Clonacién | Clonacion | Generacion Andilsis .

y longitud por PCR pPGEMt/pGEMLIEasy | en pRITA en de de

{pb) PART27 transformantes : | expresion :
(kcnc [ de GUS |-
T T3 [ ohd i)

1 175 X X pAOI X pAO4 X pAO7 X Xl X N

: ) B recupera

2. 2177 X X pAO2 X pAOS X pAO8 X BT B

3 - 2699 X. X pAO3 X pAQS X pAO? X

4 4701 ' E

Caracfenzac:on molecular Ia'mutanfe w19.1 3.

-orhpliﬁcdrdn s

: EI kcnchsxs por.PCR de lc: presencnc del fronsposon Enl en las 22 plontas w19 1-3 y :

no amplificaron la

. _frO b:cr'de oligos si



A

- oL POMNY 430 U e

- aﬁn-ﬁhnw---ﬁ
q-bﬁﬁmng-—'--— '

123456 7 8 9 10 1112 &

2017pb

A I 23 4 56 7 8 9 101112 A 13 1415 16 17 1819 20 21 22wt wi

Figura 7. Andlisis de la presencia del transposdn Enl en el mutante wl9.1-3 mediante
amplificaciéon por PCR. A. Amplificacion con los oligos FAIF y En205, carriles 1 a 22
individuos 1-22 wagll9 1-3 y silvestres en los dos Ultimos carriles. B. Amplificacion con los
oligos oEAB171-En8130 carriles 1 a 22 individuos 1-22 wagl!l9 1-3 y silvestres en los dOS‘ .
Glitimos carriles. :

Pora el cnchsns por Southern bloi se escogieron los individuos de la’ Ilnec wl9 I 3 -

heterocngo, snn embcrgo las semillas utilizadas para este experimento eran homochcS' :

(ver Mcterlcl y Metodologia), por lo que este patron se interpretd como homocxgo con :

un alto grado de reversion.

3165pb -

1982pb

: 1543pb
10 1

Figura 8. Southern blot de DNA gendmico con las enzimas EcoRV y BamH I de individuos
1-11 wi9.1-3 y wt Col. La banda exclusiva para el genotipo silvestre corresponde a un
peso de 1982 pb, las bandas exclusivas para el genotipo mutante tienen un peso de
3165pb y 1543 pb respectivamente.



EI onchsns por RT-PCR de Ic: obundoncm del transcrito del gen AGL19 en lc hneo

wio.l —3(1 l) que se muesfrc enla flguro 9 demostré que la Inneo mutonte no es nulc a

nivel de menscjr ro‘ ‘sm emborgo la amplificacién del menscjero fue menos obundcnte

que lc producudc en lc Ilnec: silvestre.

1 2 o
Ramandinamnd AGLI19

embems —— ypQ

Figurc 9. Andlisis de expresién transcripciopnal en la lineaw19. 1-3 (11). “En Ios ccrrlles
superiores se muestra la amplificacion del cDNA de AGLI9 en la linea snlvestre y Io linea
mutante, carriles 1 y 2 respectivamente. En los carriles inferiores se muestra la™
amplificacion contro!l de carga del cDNA de la UBQI0, carril 1 wty carril 2 wi9. 1 -3.

Caracterizacién fenotipica de el mutante w19, 1-3 (11).

Cinética de crecimienfo en medios de cultivo con distintas concentraciones de sales MS
y sacarosa en luz continua a 22 <C.

En las grdficas 1 a 5 se muestran las longitudes promedio alcanzadas por raices
silvestres y wi19.1-3 en medios con distintas concenfrcciones de sales MS y sacarosa. En

este andlisis se |n

lu‘; eron unlcomente a los mdlwduos que germlncron en el dia 2 del




decnr, Ios rcnces olconzon una longltud de cxlrededor de 3mm en el dIG 4 y‘dehenen su .

crecnmxento._Por eI controno lcs rouces de Io Imec w9 1-3 conhnucn crecuendo c| uno :

toso bcuc y olccnzon ol dICI I4 uno longltud de | Imm, Ios dlferenc1os en el crecnmlenio '

entre cnmbcs Ilneos son stgmﬂcchvos a pcrtlr del le 4.

Grafica 1. Crecimiento en medio MS 1X sin sacarosa.
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Grafica 2. Crecimiento en medio MS0.5X sin sacarosa.
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En los medlos MS 0 5X con O 5% de scccrosc. MS lX con l% de scccrosc y MS X

con 4:5% de scccrosc que e m" ;"estr Annen Ios grcflcos :
aprecian dlferenaq
wl9o.]1-3. Lo fcsc d

MS 1X-con I% de scccr S

de sccorosa Ic curvo de crecnmlento hene una pendlenfe mcs mcrccdc.‘ :
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~Longitud (mm)

. Grafica 3. Crecimiento en medio MS 0.5X con 0.5% de sacarosa.
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Grafica 4. Crecimiento en medio MS 1X con 1%de sacarosa.
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Gréﬁca 5; Crédmfento en medio MS 1X con 4.5% de sacarosa.
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En 1a ngflCG 6 se muestrc el Ic: longltud promedlo clconzcdo por ccdc grupo de

la Iéhgitu/ pr
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Gréfica 6. Crecimientd MS0.2X con 2% de sacarosa.
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Medicion y calculo de parametros celulares en Ia hnea s:lvesfre y Ilnea wl9 l 3 (l 1)

la linea suv‘estre Y. lc linea wI9.I-3.ALo
diferencias  significativas («<0.05)son . Ic

longitud de'la 'Az’c;ndvdek‘crecimivébfo: (Lgpr

Enla toblc 2 se reportan los volores de los pcromeiros celulores colculodos poro

se encontroron ’

longxtud de Ic zonc de elongocnon (Le) y Ic

Tabla 2. Valores promedio obtenidos para los diversos pardmetros celulares calculados
en la linea silvestre y en la linea mutante wi19.1-3(11). + Error estadndar. Las diferencias
~ estadisticas con la prueba de Wilcoxon-Mann-Witney con un a=0.01 se represenian
sobre los resultados con un asterisco, diferencias con un a=0.005 con dos asteriscos. n es

igual al niumero de replicas.

Tasa de Longitud Longitud Longitud Longitud de | Longitud de
crecimiento del del promedio de la zona de la zona de
{pm) meristemo meristemo una célula elongacion elongacion
{um) {células) meristematica {pm) {células)
{1m)
Vv Lm Nm tmc Le Ne
* %
wi 151.0 175.0 24.8 7.0 594.4 13.0
+7.04 *4.4 +0.3 + 0.1 +19.8 +1.1
n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8
wl9 149.6 177.0000 24.5000 7.2 492.2 12.5000
) +4 +0.4 +0.1 + 23.9 +0.4
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
Longitud de Longitud Duracién Tasa de Punto ~ ~-Tiempo de
lazona de | promedio delas | delciclo | produccién: ‘reconociple dife[en'ci'ccién
crecimiento celulas celular celular (1/h) | = cdet o ‘del
de la raiz completamente {h) : G ‘protoxllemc protoxllemc B
{pm) elongadas (um) Ao L : ; B e () IS
Lgpr Le T CPR -TPD
wi 769.4 152.6 17.6
*+ 20.6 +3.5 +1.0
n=8 n=138 n=8
Wi 669.2 146 16.7
9 *+26.6 +23 +0.9
n=10 n=178 .~ n=10

wl9.1-3 (b) tuvnero

En la flgurc 10 ob’ervcmos que Ios menstemos de Ic linea sulvestre (c) y Ic hnec

‘lc: mlsmo Iongltud
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Figura 10. Meristemos de la raiz primaria de la linea silvestre (a) y wi9.1-3 (b). La barra en
cada fotografia sefnala la longitud del meristemo.

En figura 11 observamos que la longitud de la zona de crecimiento (Lgpr) en la

linea silvestre (a) fue mayor que la de la linea'w nas se distingue que esta
e la zona de elongacién fue mayor en la

linea silvestre. La zona de elongacion estd definida en su parte apical por el término del



Figura 11. Longitud de la zona de crecimiento de la raiz primaria (Lgpr) de la linea wli9.1-
3 (a) y silvestrew (b). La barra negra en cada fotografia senala la longitud de la zona de
crecimiento. Las flechas sefalan los limites de la zona de elongaciéon en ambas lineas.




Grafica 7. C.recih;ie-nb célular de tricoblastos en ia zona de diferenciacion.
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En lc grcmcc 7 se observa la longltud promedlo clccmzodc por los 10 pnmeras

d:ferencnocnon Ademads, no se encontrcron dxferencucs sugmfncchvos enfre Io Ionglfud de

los 10 primeros tricoblastos diferenciados en las lineas silvestre y mu’ronfe.
Defectos cualitativos observados en el meristemo de la linea wi19.1-3 (11).

De forma cualitativa se observd una desorganizacion en la columela:(figura 12,

agll?® b) y divisiones periclinales en la endodermis (figura 12, agl!? a).
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Figural2, Meristemos de la iinea silvestre (hilera superior, wt) y de la linea w19.1-3 {hileras
media e inferior, agl1? a, agll9 b) en planoc medio. En este plano se observan las células
del CQ., las iniciales de cértex/endodermis, las iniciales de epidermis/cofia lateral, y las
iniciales de columela, asi como las filas celulares que originan. La flecha en agll? a
sefala una division periclinal en endodermis. En agl1? b, se observa la desorganizacion
de la columela.
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Discusion y Conclusiones
Construcciones de secuencias regulatorias pofenciales de AGL19 fusionadas con el gen

de la p- glucoronidasa de E. coli (GUS).

Se analizé la expresién de la construccién 1 en plantas, las construcciones 2 y 3 se
encuentran en la Tl y su patrén de expresién no ha sido analizado.

Como era de esperarse no se obtuvo ninguna expresion del gen reportero en las

plantias transgénicas con la construccién 1, que estd constituida por un mlnlpromoior de_

180pb fusionado a GUS Un promotor eucarionte tipico consiste de un’ promotor minimo 8

posee Ic secuencno _os senculc posnble que puede ‘ser‘reconomdc
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polimerosc Il.' Lc ccjo TATA' que és el Siﬁo de recon'ocifnienio en el DNA’ pcrc Ic unién

|cl del cpcrcto bcscl de troscnpcuon se encuenirc generolmente 25pb cntes del smo )
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Unc vez |denhf|codc| Io reglon regulctonc que recupero el pctron de expresnon

espccnotemporol fronscnpctoncl de AGLIQ serc wnportcmte reconocer y ccroctenzor-

dentro de estc regién los dls'nntos modulos de reguloc:on que mcrementon o reducen su’

1ronscnpcxon en dominios especificos.
Caracterizacién molecular la mutante wi19.1-3.

Los individuos de la linea mutante w19.1-3 son revertantes por lo que tienen un genotipo
aparentemente heterocigético en el andlisis por Southern blot.

La linea wl9.1-3 con la que se comenzd este trabajo fue interpretada como
homaociga a partir de un Southern blot en el que se observa el mismo patrén de bandas

que se obiuvo en esto 1eS|s Todos los InleldUOS w19 1~3 presentcn Ios bcndcs excluswcs

; (Méis"s'n'ér’ ér a

existen pobloctones de celulcs en Ics que AGLI? no esfc cfectcdo;dcn o:lugar cl '

patrén de bcndos heferocngohco del andilisis por Souihern blot

El mutante wi9. 1-3 no es nulo a nivel de mensajero.

En la linea wl9.1-3 se producen mRNAs de AGL19 sm embcrgo el mvel :

de expresidn del mensagjero es menor en la linea wi9.1-3 que en |c: Ilneo suvestre (flgurc

9).
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redundancia funcional debido a’duplicaciones, asi como la poco frecuente ocurrencia
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'de fenohpos evudentes oncden un grodo de dmculiod a los oncmsls funcmncles por

genehco mversc (Melssner et cl., ,1999 Relchmcnn y Rotcllffe, 2000 )

Los onolxsns de los pcirones de expresuon de mRNA in- s:fu de los genes a
caracterizar, asi como sus relclcnones flogenéticas permnen hacer una busqueda mas

dirigida de fenotipos mutantes de dichos genes.

La linea w19 1-3 no es nula a nivel de mensajero, sin embrago presenta un fenotipo que
la distingue de la linea silvestre.

Los experimentos de cinética de crecimiento realizados con la linea wi9.1-3
muestran dos condiciones en las que se distinguen diferencias en el crecimiento de la
raiz de la linea mutante con respecto a la silvéStre, 'el medio MS 0.5X sin sacarosa y el

medio MS 0.2X con 2% de sccoroso (groflccls 2 y 6)

En Ics dlshntcs ‘condlctones probadas pcro el crecnmlen’fo de las raices, se

observa que Ics concentrccnone altas de sacarosa producen un cremmlento de Ic raiz

mdas ccelercldo mdependlent mente delos: comblos en lc concentrcc«on de sclles MS

mutacion de
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Existen diferencias significativas en la longitud de la zona de elongacion(le) y en la
zona de crecimiento de la raiz (Lgpr) entre las lineas wi19.1-3 y silvestre, sin embargo
estas diferencias no explican la diferencia en la longitud total de la raiz identificada en
el experimento de cinética de crecimiento en el medio MS 0.2X con 2% de sacarosa.

El crecimiento de los érganos de las plantas, en este caso la raiz, es el resultado
de los procesos de expansion celular y produccion celular (Scheres y Heidstra, 1999). La
tasa de prodpccip’n celular tiene dos componentes Ia tasa de division celular y el

numero de célkulcs‘eh_ division (Baskin, 2000). En un estudio redlizado por Beemster y

é"lArbbidesis.f’,'se caracterizé la contribucion de ' los
rcéi'np:onentes k
Aes'tvé, esjudlo; inematico sobre.‘ceiuid# \)ivqs de coartex, se
recimiento de Icrclz de Arabidopsis

lUlar del meristemo; con 'cambios -

: 'es-fuydik{:: e

aumento'e

controlarla
podria ser. espacialiide forma’'qu

posicion determinad
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ngmero de celulcs que pasan a través de ella, favoreciendo una perspechvo celular

con respecto cl crecnm:ento de los orgc:nos. e

el tamaio de la zona de.crecimiento de Ia'raiz, que estd formada por la suma de la "

zona de elongacion y la zona meristematica

a7




Et punfo reconocuble del protoxllemc se encuenfro mos cerco del oplce de la
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solomem‘e frogmento elivolumen:resultante’(Scheres:y. Hendsiro 1999). Desde esta

terminado;

‘Bcskin,

as tasas de

: en el eje
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de elongccién de Io rcu'z mutcnte y silvestre son iguales. Desde la perspectiva espacial

© podria® dec:rse que lc zonc de crectmlento de la raiz se ve reducida debido a que

»exusfen sencles "que es'ﬂmulcn lc tasa de elongacion celular local en la zona de
‘ eIong_ccnon, ompenscndo su 'romono reductdo y .produciendo células elongadas de
tomci’io ‘normal; la' reduccion en la zona’ de elongcc:on seria la causa de la ccelerocnon

en Ic elor gcm

je'los de Ic Ilnec snlvesfre. En el mu'r’ 'te’“de’ 'AGLM, al igual

AGLI9 se observo una desorgcmzocncn celulc:r en la columela.

‘AGLM y AGLIQ henen unc snmlll'rud del 76% en la secuencvo de cmunoccudos de la
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regién MIK por Io que es postble que sean redundcntes funcuonolmente {Alvarez-Buylia,

et al 20000) EI hecho de que Ias mutonfes de AGLI9 v AGLM tengan un fenotipo similar

md:v:duolmente suglere que, en lugar de ser redundcntes funcnonclmenie ambos

genes podrlcln pcrhcupcr en la misma via de desorrollo. Sin’ embcrgo es de esperarse
”‘que Io doble mufcnte de los genes AGLI? vy AGLM bnnde mformccnon importante

acerca de la funcidn de estos genes en desarrollo de la raiz.

El mutante wi19.1-3 se diferencia prematuramente.

Las divisiones periclinales en la endodermis de la raiz: d¢ Arobtdopsns son

comunes en raices de mas de una semana 1 de edad, estas. divisione estan csocnodcs ‘

al origen del cértex medio y ocurren a nivel 'del‘n’iénsfemo Baum. et al. 2002). Las
mutante w19.1-3

‘una’semana de

'1-3, aunado a'la’

proponer.que AGLI19 podria estar ImpllC‘OdO en mantener un estado no diferenciado en
el meristemo; en ausencia parcial de AGLI9 el proceso de diferenciaciéon ocurre mds

‘rgpido.

Los defectos en el crecimiento y celulares del mutantes wl19.1-3 se asocian con el
padrén de expresién in situ de mRNA reportado para AGL19.

Los defectos en el crecimiento y celulares del mutante wi9.1-3 si se asocian con
el patrén in situ de mMRNA previamente reportado {Alvarez-Buylla et al.. 2000a) en =l caso
de la columela y la diferenciacion prematura en el meristemo. Una vez mdas parece

confirmarse que el patrén de expresién de mRNA de los genes de Ia familia MADS-box




de plantas son predictivos del sitio donde el gen ejerce su funcidn y que por lo tanto

este tipo de andilisis es esencial para dirigir los estudios por genética inversa.

Perspectivas

A lo lorgo de lc: dlscu5|on se proponen experlmentos concrefos a reollzarse a

eventuaimente, liguen’a este'gen a funciones concretas del desarrollo radicular.
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Anexo de protocolos, plasmidos y oligos

Transformacién (E. coli)

En presencia de mechero: )

1. Anadir la mitad de una reaccion de ligacion a 70 pl de células competentes. Mezclar
por pipeteo.

2.Incubar en hielo 20'. )
3. Incubar las células a 42°C de 45-50 Y regrescr inmediatamente al hielo.
4. A”adir 950 ul de medio LB liquido a cada tubo.

é) Incubar 1 h30' a 37°C en agitacion..
S. Preparar placas de medio LB sdlido con el antibidtico requerido por el plasmido
utilizado, a una concentracién de 100 ng/mil. En el caso de plasmidos que tengan
seleccién blanco azul (pGEM T o pGEM T easy Y pART27):

a) Distribuir sobre el medio LB sdlido con asa de vidrio 20 pl de X-Gal (50 mg/ml} y

100 pl de IPTG (O. 1 M).

6. Centrifugar I' a 6000 rpm. 7.
Retirar 200 ul de sobrenadante. Resuspender pellet en los 100 ul restantes y plaquear.
8. Incubar o/n a 37°C. Después poner en refrigeracion 4°C.

Medio LB para bacterias.

Disolver en 800 m!l de agua 10g de. Caseina hidrolizada o Peptona, 5g de NaCl. Ajustar el
volumen a 1l con agua y esterilizar en autoclave. Si se trata de medio sdlido afadir 15g/l:
de bactoagar antes de esterilizar, no hay que mezclarlo ya que no enira en solucién
hasta que se funde en el autoclave. '

Extraccion de plasmido de E. coli por boiling miniprep

Buffer STET (4°C) para 100 ml

Sacarosa 8% 8g

Tritén X-100 5 % Smi

EDTA 50 mM 10 ml {0.5 M pH 8.0)
Tris 50 mM 5m! (1M pH 8.0)

1. Picar una colonia proveniente de una transformacion en LB hquxdo v el cnhblotlco

respectivo a una concentracion 100 pg/ml. Crecer overn:ghf a 37°C A ; :

. Centifugar 1.5 ml de bacterias en un fubo eppendo por OOO rpm. Lo
. Descartar sobrenadante. v B
- Resuspender en 150ul de STET.. Mezclclr

. Afadir 10 pl de lizozima (10 mg/ml) mezclor en.vorte>
. Hervir en agua inmediatamente por 40 eg.
. Cenfifugar 10 min a 13 000 rpm;.:-
. Sacar el precipitado con un pcllllo descartario
. Afadir un volumen igual de i |so
10. Centifugar por 10 min a .13 000 pm
- Lavar el precipitado con EfOH cl 70.%
temperatura ambiente.

12. Resuspender en 30 pl de TE IX: ARad
‘a 37 °C.

ONO>O AN

0

11.
rc:secc:rc L

‘ul.de RNA A (10 mg/ml) e.incubar 307m|nutos



' En condiciones estériles.

Obtencién de células competentes TOP10 E. coli .
Material:

- Tubos con medio LB.

- Matraces de 500 ml con 100 ml de medio LB.

- NaCl 10 mM frio estéril

- CacCl 2 50 mM frio estéril

- Glicerol estéril.

1. Plaquear cepa de E. coli (TOP 10) en una placa de medlo LB o

2. PRECULTIVO: Picar con un palillo estéril una colonia’ clslcdo e moculcr en l fubo de
medio LB. Incubar con agitacién constante toda la noche a'37°C. ‘
3. CULTIVO: Inocular con 1 mi del precultivo 100 ml de medlo LB; rec rc: 37°C duronte
3 a 4 horas, hasta alcanzar una D.O.600 = 0.4, : S

4. Centrifugar en frio para colectar las células por 15 min. c 6000 rpm. E
5. Eliminar el sobrenadante y resuspender el precnpltcdo en 20 mi de NacCl. lO mM frlo

6. Centrifugar en frio 15 min a 10 500 rpm. 7.
Eliminar el sobrenadante y resuspender las células en 8 ml de CaCl 2 50 mM frio. (Las
células ahora son muy fragiles, asi que hay que tratarlas cuidadosamente).

8. Mezclar las células con dglicerol estéril, calculando que el glicerol quede a una
concentracion final de 20 %.

9.- Hacer alicuotas de 150 yl y alimacenarlas a-70° C.

Restriccion de DNA
1. Determinar los ug y el volumen de DNA que serdn digeridos con una enzima o varias
enzimas de restriccion.

2. Determinar las unidades {U) y el volumen de enznmc(s) necesarios para digerir la

muestra de DNA. En general es mejor uhllzor 2.5 U/y.zg de DNA para evitar digestiones

parciales.
Unidades de enzima (U)= ( ng de DNA') (2 5)
Volumen de enzima (ul) = { U de enzima }/{ concentracion de la enzima, U/pl )

3. Determinar basandose en el volumen de DNA y de enzima(s ) el volumen de

reaccion. Los buffers de las enzimas de restriccion estan a una concentracion 10X, vy si-

las enzimas lo requieren, la espermidina estd a una concentracion 100X. Utilizar el buffer -

especifico de la enzima y si se trata de una digestion doble utilizar un buffer compatible
con ambas enzimas.

4. Determinar el volumen de dd H20 para la reaccion: -
ul dd H20 = { volumen de reaccion)- (ul buffer 10X + ul DNA + ul enzumc(s )+ p.l o
espermidina )

5. Preparar la reaccion y afadir la enzimay(s ) al final. :

6. Incubar la reaccién a 37°C. De 3-5 horas si se trata de DNA gendmico y de 30 mlnutos

a 1 hora y 30 minutos si se frata de DNA de pldasmido. ; ;

- 7.Detener la reaccion 15 minutos a 65°C.

. Células competentes para electroporacién de Agrobacterium

e Inoculor lc cepa de Agrobacterium C44 en placa de LB, incubar de 28-30' °C por 2
codias.,

2 Plccr 1 colomo de Agro en tubo de LB, incubar de 28-30°C 1 dia. } :
3. Inocular 100 ml de LB + 0.1 % de Glucosa con | 00 pl de precuitivo, mcubcr a 30°C
7 4. Incubar hasta que se alcance una D.0.400 = 0.5- 0.7, poner el matraz en hlelo
8. Colectar las células centrifugando por 15 min a 6000 rom. .
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6.- Resuspender las células en 10 ml de HEPES 1 mM pH7 0 centnfugcr como punto 5.
Repetir el lavado 3 veces mdas.

7. Lavar el peliet con 10 ml de Glicerol 10%, centrifugar nuevomenie

8. Resuspender las células en un volumen de 500- 700 ui de Glicerol 10%. - :

9. Guardar en alicuotas de 40 ul, congelar en Nz liquido y almacenar a-80°C. "~

Transformacién por electroporacién de Agrobacterium
En condiciones estériles.

1. Descongelar las células en hielo. Pre-enfriar la celda de eleciroporccno
2. Mezclar 10 ng de plasmido con las células (40 ul )y transferir a la celda
3.- Aplicarun pulso de 2.5 kV, 25 uF, 200 Q.

Anadir 1 ml de LB, incubar por 1 h a 30°C con agitacién occsnoncl L
5. Plaquear una alicuota de las células en cajas de LB con el cnhbnoh o respechvo.
incubar por 2 dias a 30°C. :
Nota. Siempre crecemos la cepa C44 con Rifampicina 100 pg/ml odemcs del
antibiotico de seleccidn para el plasmido. :

Transformacién de Arabidopsis por infiltracién

Crecimiento de Plantas : ‘

1. Preparar macetas con tierra y sobrellenarias, cubrirlas con malla (tul) y sujetarla mollc
con una liga. asegurarse de que la malla este bien pegada a la tierra.

2. Seleccionar semillas del genotipo adecuado [mis fransformaciones se thleron en el
ecotipo Columbiay}. En cinco puntos de la maceta sembrar alrededor de tres semillas.
Vernalizar durante dos dias a 4°C. Crecer las plantas en cdmaras de crecimiento a 22°C.
Una semana después de la germinacidn retirar dos plantulas y dejar solo la mds sana en
cada punto. :
3. Crecer las plantas hasta que el tallo esté de 1 a 5 cm por arriba de la roseta.:
decapitar la punta del taillo por arriba de una hoja caulina, para promover el
crecimiento de tallos secundarios. Realizar la infiltracion de 3 a 4 dias después de -
decapitar. La decapitacion no es esencial asi que puede ser usada para tener llstcs lcs
plantas para la infiltracion. La tierra debe estar saturada de agua antes de'la lnfl”l’GClon, :
de forma que la menor cantidad de Agrobacterium se quede en Ic herra
Infiltracion A
4. Crecer un cultivo liquido grande de Agrobacterium con la consiruccno oproplcdc a:
30°C. Comenzar con un cultivo de 20 ml (LB + antibidtico ) fres dias ante
infiliracién. Un dia antes de la infiltracién usar este cultivo para inocular un cultivo de'300 -+
ml (siempre crecemos la cepa C44 con Rifampicina 100 pg/ml cdemos del cnhblotlco

de seleccion para el pldsmido). s : :

5. Después de 24 horas de crecimiento en el cultivo grande, las células se encuentran a
una OD$00 de al menos 1.2-6. Colectar las células centrifugando por 15 minutos a 5000
rpm a temperatura ambiente. Resuspender en 500ml de Medio de Infiltracidon, MI.
Resuspender por pipeteo durante unos minutos no es necesario resuspender las células
suavemente.

6. Poner en un recipiente un poco mas profundo que las macetas el MI. Colocar las
macetas invertidas sobre el recipiente de forma que las plantas estén totalmente
sumergidas en el Ml. Mantenerlas sumergldcs durcm're 15 minutos. Utilizar la suspensién
de bacterias fres veces.

7. Quitar las macetas del medio y dejcrlos escurnendo de lado sobre una charola.
Cubrirlas con un domo y dejarlas en esta posicién dentro un cuarto frio durante un dia.
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Al dia siguiente se quita el domo vy se pcrcn los mocetcs. Y se 1rcnsfleren auna camara
a 22°C y no se riegan durante 2-3 dias. .
8. Recuperar las semillas tres a cuatro semanas después de la'infiltracion.

Medio de Infiliracion para 1 litro

10 mM MgCl2 2.0331g MgCi2* 6H20
5% Sacarosa 50g

0.044uM benzylamino purina {10mg/mil) 10pl

0.03% Silwet L77 (Lehle seeds) 300ul

Seleccién de transformantes
1. Preparar placas grandes con medio MS + el antibidtico adecuado.

2. Esterilizar aproximadamente 800 ul semilias (volumen seco) en un tubo falcon,
resuspender en TC agar al 0.1% y vernalizar a 4°C. por dos dias.

3. Sembrar las semillas en el medio de seleccion, poniendo gotas de
aproximadamente 200 ul. Dejar secar, tapar y sellar con parafilm.

4. después de 8 a 10 dias las plantas transformantes deben ser claramente
distinguibles como plantas con cotiledones verde intenso y hojas verdaderas.

5. Transplantar a tierra las plantas seleccionadas y cubrir con un domo de pldstico
hasta que se establescan bien en las macetas.

Tincién de GUS.

1. Colocar las raices en un tubo eppendorf de 2ml y afladir Iml de solucidén
substrato.

2. Incubar a 37 °C toda la noche.
3. Observar cl microscopio. ]
4. Sies necesario aclarar en etanol al 5% ., el prec1pltcdo azul es estcble en etcmol

. Solucuon substrc:fo 1mM X-gluc en buffer de fosfatos 100 mm pH7 EDTA IOAmM
potasio ferncncnldo (potassium ferricyanide) 1mM, Triton X-100 al. O l% Tl
Stock x-gluc: solucton 20 mM en N, N-dlmehlfor cmldo ( mo

Miniprep de DNA genémico de pluntas o ’
1. Recuperar 1-3 hojas de Arabidopsis. Agregcr N2 |quldO o
2. Moler en un tubo con un pistilo de vidrio. Poner N2 Ilqundo ‘en el tubo, primero

moler el tejido a mano con el pistilo y luego vortexear con el pistilo dentro para
pulverizar el tejido. 3.

Anadir 700 ul de buffer de extraccion antes de que se descongele el tejido.
Descongelar a temperatura ambiente vortexar intermitente durante 10 minutos.

4. Aniadir 700 pul fenoi:cloroformo:alcohol isoamilico {(25:24:1). 5.
Vortexear 10 min a temperatura ambiente, intermitente.
6. Centrifugar a mdaxima velocidad por 10 minutos. 7.

Transferir sobrenadante, 600 ul a un nuevo tubo, agregar 1/10 volomenes de
acetato de sodio (60 pl } Y 360 pl de isopropanol, mezclcr por inversidon 6 veces,
dejar 5-10 minutos a temperatura ambiente.

8. Centrifugar 10 minutos a maxima velocidad, eliminar sobrenadante.

9. Lavar el pellet con 200-300 ul de etanol al 70%.

10. Centrifugar 5 minutos a mdaxima velocidad, eliminar sobrenadante.

11. Secar el pellet (vacio o t. ambiente). Disolver en 20-4C u! de TE o ddH20.

12. Almacenar a-20 °C. 13.



Usar 1 ul para PCR o3 pl pdrc dirgestiones de Southern blots.

Buffer de extroccuon porc IOO mI

20ml Tris- HCI 1M, pH 7.5 [] f'ncl 0. 2OM

-5 mi:NaCL 5M []Fnol 0.25M !
5 mIEDT A 0.5M, pH80 SOs)L final: 0025M 5ml SDS
10% [1 flncl O 5 ; 65 ml ddH20

Protocolo para Southern Blotr

1. Digerir Spg de DNA ‘con las enzimas de restricc ”n,eylkegidés.

2. Anadir buffer de ccrg

. De;c:r tronsfmendo en toda la noche, desmontor opcr 1
enjuagar la membronc en 2X SSC, marcar con lcplzl }
contacto con el gel, asi como los carriles.

marca especuflco enla membrc:nc

13. Sellar la membrana dentro de una bo S \
autorradiografiar en un cassette con dos fol ntcllcs mtensmcodorcs Revelcr y
fijar. : A

Solucidén desnaturalizante para 1 litro
NaOH 0.4 N 16g
NaCl 0.4N 35g
Solucidén neutralizante para 1 litro
Tris base 60.6g
NaCl 87.7g
HCI conc. 25ml
SSC 20X para 1 litro
NacCl 175g
- Citratode Na . 88g
Ajustcr el pH a 6.8 con HCI IM o HCL 5M.



Buffer Church

BSA 1%

EDTA 10mM

SDS 7%

Dextran-SO4 10%

Buffer de fosfatos 0.5M pH 7.2

Marcado de sonda con el kit High Prime DNA Labeling Boehringer Mannheim Cat No.

1585584.

1. Afadir 25ng de templado de DNA vy llevar a un volumen de 8ul en agua estéril
bidestilada.

2. Desnaturalizar el DNA calentando en un bafio de agua hirviendo durante 10
minutos y enfriando en hielo inmediatamente después.

3. Sobre el hielo mezclar:

25ng (8ul) de DNA desnaturalizado.
4ul de la mezcla 1, High Prime reaction mixture.
3ul de una mezcla de dATP, dGTP, dTTP (preparada hoc1endo una
mezcla 1+1+1 de las soluciones 2,4 y 5)
Sul [ a32P] dCTP solucion acuosa
4. Incubar de 10 a 30 minutos a 37°C.

5. Detener la reaccién afadiendo 2ul de EDTA 0.2M (pH 8.0) Y/o colentondo a 65°C
durcmfe 10 minutos.

Extraccion de RNA total con Trizol (Gibco BRL) !
Trabajar.en condiciones estériles y con material libre de RNAsos
1. Moler 100mg de tejido con N2 liquido.

2 Anies de que el tejido se descongele anadir 1. ml de: Tnzol‘:v homogenelzcr
3 Dejcr de 2 a S minutos a temperatura omblem‘e S
4. Ancdlr 200p| de cloroformo, agitar con ’or : te kﬁ_ség'uﬁdos.
5. DejOI’S c lvO mlnufos cx tempercturo cm T
7

dél Trizol utilizado) a un nuevo
fubo :

R éfhpercfuro’ ambiente de 5a 10

completamente el pellei ya que esfo feduce sU SOIUbllIdOd

13. Resuspender en ]Opl de buffer TE
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Sintesis de la primera cadena de cDNA utilizando Super Script RT para RT-PCR (Cat. No.
18053)

Un volumen de reaccion de 20 4d puede utilizarse para 1ng-5;g de RNA total o 1ng-
500ng de mRNA. Anadir los siguiente componentes a tubo para microcentrifuga libre de
nucleasas:

1l Oligo (dT) (500png/mi)

Ing a Spg de RNA total

lulde dNTP 10mMmM

Llevar a un volumen de 12ul con agua estéril

Calentar la mezcla a 65°C durante 5 minutos y poner enhielo inmediatamente después.
Concentrar el contenido del tubo centrifugando brevemente y anadir:

4ul Buffer 5X para sintesis de prlmero cadena

Tul 0.1M DTT

Mezclar los componentes e incubar por dos minutos a 37°C Ancdtr lpl (200 unidades)
de la reversotranscriptasa SuperScript y mezclar por plpeteo lncubor 50 minutos a 37°C.
Inactivar la reaccidn calentando a 75°C por 15 minutos. El cDNA estd listo’ pcrqser
utilizado como templado para ampilificar por PCR. ; N
Buffer 5X para sintesis de primera cadena [250mM Tns-HCL (pH 8 3 atem erofuro
ambiente), 375 mM KCI, 15mM MgCil2] :

Lavado y esterilizaciéon de semillas de Arabidopsis
Todo en condiciones estériles en la campana.

1. Colocar pocas semilias en un tubo eppendorf y cgregcr 1 ml de clguc estenl Dejcr
embebiendo 10 minutos con agitacién ocasional.

2. Dar un spin y eliminar el agua.

3. Agregar 1 ml de EtOH absoluto. Agitar perfec’rc:mem‘e Dcru, sp Y.

4. Agregar 1 ml de solucién para esterilizarlas {Cloro 5 %, SDS I %, no se esf r
constantemente durante 5 minutos. e
5. Lavar 5 veces con agua estéril desionizada ( o hcstc que se consxdere q e se ehmlno
completamente la sol. de esterilizacion).

6. Eliminar perfectamente el agua y afadir 1 mi de TC agar al 0.1% estéril.

7. Guardar a 4°C por al menos 2 dias antes de sembrar, 8. Sembrar las semillas en tierra o
medio con la punta de una pipeta y en las condiciones requeridas.

Si se trata de una mayor cantidad de semillas hacerlo en un tubo falcon estéril y esperar
a que las semillas se precipiten en el tubo sin centrifugar antes de hacer cada lavado o
cambio de solucion.

Aclaracién de raices de Arabidopsis.

Es importante tener perfectamente identificadas las raices individuales que se aclararan,
sobre la caja de petri de donde se extraes y en el tubo o recipiente donde serdan
aclaradas.

1. Incubar en Sol. de Metanot acidificado durante 50 min a 62°C.
2. Quitar del calor y poner en solucidn bdsica, incubar 15 mino a temp. Ambiente.

3. Rehidratar de 10 mino a o/n en (alrededor de 12 horas en cada etanol en este
experimento ):

40 % EtOH
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20 % EtOH

10% EtOH

4. Afadir a las muestras que estan én EtOH 10 %. 1 volumen de glncerol al 50 %. incubar
minimo 30 min a tempercturo cmblente :

4. Montar en glicerol al 50 % en portcobjetos con'un marco de porcfllm Ver en
Nomarsky. ; ; 3 .

Metanol acidificado, para: 50mi

Metanol 10mi-
. HCL concentrado 2mil
H20 38 ml

Solucién bésica. 7 % (w/v) NaOH. para 50m!
EtOH "30mi . H20
20 ml Somln NaOH, 3.5g

Oftras soluciones

Buffer DS de PCR 10 x

KCi 500mm

Tris pH. 8.0

MgCl225mMmM

BSA 100ug/ml

Bromuro de Etidio. Disolver 1 g de EtBr en 100 mi de H20Odd. Filtrar a traveés de Whofmcn
# 1 por gravedad. El EtBr es un mutdgeno muy poderoso, utilizar siempre gucnfes Yy bofc.
almacenarlo en un frasco cubierto con papel aluminio y a temp. ambiente. -+

TBE §X.. Mezclar en 800 ml de H20dd 54 g de Trizma, 27.5 g de Ac. Bdrico y 20 ml' de
EDTA 0.5 M pH 8.0. Ajustar el volumen a un litro con H20 y autoclavear, clmccencr en:
botella de plastico a temperatura ambiente.

TE IX.. A 90 mI de H20dd se afnaden 1 m! de Tris 1M pHB8.0 y 200 p! de EDTA 0.5 M pH 8 0.
se afora a 100 ml y se esteriliza por autoclave y se almacena a Temp. ambiente.

X-Gal, §-bromo-4-cloro-3-indoil-p-D galactosido. Hacer una solucion disolviendo el X-
gal en dimetilformamida para tener una soluciéon de 20 mg/mil. La dimetilformamida es
muy toxica, por lo que hay que usar guantes y trabagjaria en la campana de extraccion.
Almacenar en tubo de cristal o en tubo de polipropileno. Envolver el tubo en pcpel
aluminio. para evitar que la luz degrade al X-Gal. Almacenar a -20°C.

IPTG, 100mM Isopropil-thio-galactosido. Disolver 0.2383 g de iPTG en 8 ml H20dd, cforcr
a 10 ml. Esterilizar por filtracion y almacenar en alicuotas de 1 ml en tubos eppendorf a -
20°C.

Lisozima. Preparar una solucidn de 10 mg/ml de lisozima en H20dd estéril. Almacenarla
en alicuotas de 10 ml en tubos de pldastico a -20°C.

Loading Buffer 6X. Mezclar 25 ml de glicero!l con 0.25 g de azul de bromofenol y llevar el
volumen de 50 mi con H20dd. Guardar en alicuotas de 1 ml en tubos eppendorf a 4 °C.
Vitaminas para MS stock. Img/ml tiamina, Smg/ml piridoxina. 5mg/mi adcido nicotinico.
Agregar 100u! para 11 de MS completo.
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Medios de cultivo para plantas

Seleccién de transformantes. MS completo +antibético
Sales MS (Murashige-skoog)
Vitaminas B5 100X

MES
-Sacarosa
Agar*

1
4.4g
1ml

0.5g

10g
8g

Antibidtico, para seleccion con Kanamicina es necesaria una concentracion final de

50mg/mil. *Ajustar el pH a 5.7 antes de agregar el agar, que se funde solamente al
autoclavear, anadir vutomlnos y onhblohco despues de cufoclovec:r en condiciones
estériles. : : : T
“MS 0.2X | - MS 0.5X MS 0.5X:. - |-MS 1X sin MS 1X MS 1X
Cdn 2% Ssins | Con0.5% |'sacarosa’| Con 1% Con 4.5%
“de " |+ sacarosa de oo de de
) 2 sacarosa : sacarosa B sacarosa sacarosa

Sales MS 0.88g 2.2g 2.29 4,49 .- 4.4g 4.49
Sacarosa 209 ) S5g. G 10g 459
MES 0.5g 0.5g 0.5g - = .5g- 1 0.5g 0.5g
Vitaminas 20ut 100ut 100ul; 2 =212 100p] - 100ul 100ul
Agar* 8g : Bg'f 8g 8g

*Ajustar el pH a 5.7 antes de cgregcr eI cgc
cncdlr vitaminas despues de' uf clov :

Oligos

EN205 @ 5'-AGA AGC ACG ACG GCT GTA GAA»TA GA -3
GAG CGT CGG TCC CCA CAC TICTAT-AC=3" ;

EN8130 - 5'-
FAIF 5'-
OEAB158 5' -
OEAB171 5'-
OEAB160 5'

OEAB162 5' -

UBIF
UBR

GGA TCC ATG GTG AGG GGC AAAAC-3" = - :
GCA GCA ACA ATT GAA CGC TAT CAG AGA CG -3'»
GCT ATT GTT GCT GTT CCC ATT CCA'AGC.C-3' :

- GAA ATT GGG AAT AAT CAT AAG -3’
ACC AGT CTC CAC TTC CAT ATT G- 3"
5'-CTTCGT CAAGACTITGAC CG-3'

5'- CTT CTT AAG CAT AAC AGA GAC GAG -3'




Plasmidos

PGEM-Ty PGEM-T Easy Vector éystéﬁﬁé Préhié"gq

PART27 y pRITA (Gleove, 1992 n los mopcs no es?on reglstrodos los tamanos de fos
fragmentos individuales, . a conhnuccwn presento una lista de los tcmcnos cproxlmcdos
de los fragmentos de lnferes 3 o

LB =~ 500pb :

RB = tkb

Nos5' =~ 500pb
NLSGUS = 2.0kb
Nptll = 200

Bar = 600pb
Nos3' ~ 300pb
LacZ = 580



Sacl_Eagl Noil Ndot_Ssll_Accl Hincll Pstl Xhoi EcoRt Kpnl Smail Clsl Hindlll_BamHi Apst Dsat Ncol

inch

pRITA inctt
(5122 bp)

Xmal=——— .
108

Natl

Vector pRITA con el gen reportero GUS
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