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Resumen

En las plantas, la pared celular es una estructura altamente compleja y dindmica que esta
formada por carbohidratos de alto peso molecular y proteinas. La pared juega un papel
determinante durante las diferentes etapas del ciclo de vida de éstas, durante el crecimiento y
diferenciacion celular asi como en procesos de defensa contra condiciones ambientales
adversas, organismos patogenos y/o herbivoros. La familia de proteinas de pared celular
DUF642 es exclusiva de espermatofitas y estd altamente conservada. La localizacion en la
pared celular de los miembros de la familia ha sido descrita en diferentes tejidos celulares. En
particular, la proteina codificada por el gen At2g41800 ha sido unicamente descrita en
proteomas de pared celular de células en suspension. Todas las proteinas de esta familia
presentan un péptido sefial, sugiriendo su localizacion en membrana plasmatica o pared
celular. A pesar de que las proteinas DUF642 son muy abundantes y estdn presentes
practicamente en todos los tejidos vegetales, su funcion se desconoce. Su participacion en la
regulacion de la estructura de la pared celular ha sido sugerida puesto que las dos proteinas
DUF642 codificadas por los genes At4g32460 y At5g11420 interactian in vitro con la Pectin
metil esterasa AtPME3 (A73g14310). Asimismo, se ha descrito una posible regulacién de la
expresion de los genes de esta familia por las diferentes hormonas. En Arabidopsis thaliana,
los genes At2g41800 y At4g32460 son regulados positivamente por auxinas y citocininas,
hormonas utilizadas en la induccién de callo. El incremento en la expresion de Ar2g41800
durante la formacién de callo también ha sido detectado en transcriptomas. Recientemente se
ha descrito que la formacion del callo no es resultado de una reprogramacion de las células a
un estado no diferenciado sino que es un proceso de diferenciacion a partir de un tipo celular
que se encuentra en todos los tejidos denominado pericycle like cells en referencia a las
similitudes con las células de periciclo de la raiz, tejido en el cual es mas facil estudiar este
proceso. [Este mecanismo es similar al que ocurre durante la formacion de las raices
secundarias, proceso en el cual las auxinas juegan un papel fundamental. La reprogramacion
de las células del periciclo y las auxinas también participan en la formacion de sitios de
nutriciéon complejos resultado de la interaccion de la planta con organismos tanto simbidticos
como patégenos. En estos procesos también se induce la expresion de algunos genes de la
familia DUF642. El estudio de la expresion y localizacion subcelular de At2g41800 durante la
formacion de este tipo de estructuras serd determinante para poder establecer la funcién de
esta familia y su papel en la evolucion de las espermatofitas.

En este trabajo se estudio la expresion del gen Ar2g41800 durante el desarrollo de A. thaliana
por microscopia confocal detectando la proteina verde fluorescente (GFP) ya que se clond la
posible regién promotora de Ar2g41800 en un vector pBIN que presenta este gen reportero.
La expresion de Ar2g41800 se estudio en diferentes lineas homocigotas durante el desarrollo
de la planta, asi como el efecto de diferentes hormonas y de la infecciéon por nemétodos. Para
los estudios de localizacion subcelular de At2g41800 en la raiz, se utiliz6 una linea
homocigota del gen completo incluyendo la posible region promotora, exones € intrones de
At2g41800.



El gen Ar2g41800 se expresa especificamente en flores en etapa 12 en la papila estigmatica y
en la region del septum del carpelo, regiones que presentan una gran concentracion de
auxinas. En la raiz, este gen se expresa principalmente en la zona meristematica de la raiz
primaria y de la raiz lateral y en la base del primordio de la raiz lateral. La region clonada
correspondiente a la posible regién promotora contiene los elementos y la informacién
suficiente para la expresion de Ar2g41800 ya que los resultados concuerdan con los patrones
espacio-temporales descritos en el GENEVESTIGATOR (http/geneinvestigator.ethz.ch/).

Las auxinas y las giberelinas promueven la expresion de Ar2g41800 ya que se encontrd una
mayor intensidad de la GFP con los tratamientos de estas dos hormonas. Por otro lado, el
patron de expresion también se altera con estas dos hormonas ya que se encontrdé marca tanto
en la zona meristematica como la de elongacion de la raiz. El proceso de induccion de callo
promovio una alta expresion de Ar2g41800, lo que sugiere un papel importante de Ar2g41800
en el mantenimiento de los meristemos en la planta ya que el callo es resultado de un proceso
de diferenciacién y posterior proliferacion de células presentes en el haz vascular. Las plantas
transgénicas se infectaron con el nematodo Meloidogyne incognita. A los dos dias de la
infeccidn, la expresion de Ar2g41800 se incrementd notablemente. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos durante el desarrollo de la raiz ya que las agallas, estructuras de
alimentacion promovidas por el nemétodo, también presentan un proceso de alta proliferacion
celular y una alta concentracién de auxinas.

La localizacion subcelular de Ar2g41800 es diferencial dependiendo del tipo celular de la raiz;
en la zona meristematica se observa intracelularmente, mientras en la zona de maduracién se
localiza en el citoplasma y en la pared celular. At2g47/800 codifica para una proteina que
puede localizarse en compartimentos celulares diferentes de acuerdo al tipo celular lo que
sugiere una funcidn relacionada con mecanismos de sefializacion en los diferentes procesos
regulados por las auxinas.



Abstract

In plants, cell wall is a complex and dinamic structure that is built by high molecular weight
carbohydrates and proteins. Cell wall plays an important role during different stages of the life
cycle such as, during cell growth and differentiation processes as well as protection against
adverse environmental conditions, pathogens and/or herbivores. The family of cell wall
proteins DUF642 is exclusive of spermatophytes and is highly conserved. The location in the
cell wall of the family members has been described in different cell tissues. In particular, the
protein encoded by the gene At2g41800 was only described in cell wall proteomes of cell
suspension cultures. All proteins of this family have a signal peptide. Although DUF642
proteins are abundant and are present in virtually all plant tissues, its function is unknown.
Their participation in the regulation of cell wall structure has been suggested as the two
DUF642 proteins encoded by Ar4g32460 and At5g11420 genes interact in vitro with AtPME3
Pectin methyl esterase (At3g14310). Moreover, a possible regulation of the expression of
genes in this family by different hormones has been described. In Arabidopsis thaliana,
At2g41800 and At4g32460 genes are positively regulated by auxins and cytokinins, hormones
used in the induction of callus. The increased expression of At2g41800 during callus
formation has also been detected in transcriptome. Recently, this process has been described
as a result of reprogramming of specific cell type called "pericycle like cells" present in the
vascular bundles of all tissues of the plant. This mechanism is similar to what occurs during
the formation of lateral roots, a process in which auxins plays a fundamental role.
Reprogamming of the pericycle cells and auxin are also involved in the formation of complex
nutrition sites result from the interaction of the plant with both symbiotic and pathogenic
organisms. These processes also induce the expression of some genes of the DUF642 family.
The study of the expression and subcellular localization of Ar2g41800 during the formation of
such structures will be crucial to establish the role of this family and its role in the evolution of
seed plants.

In this work, the Ar2g41800 gene expression during development of A. thaliana by confocal
microscopy by detecting the green fluorescent protein (GFP) has been studied. The possible
promoter region of At2g41800 was cloned into a vector pBIN presenting this reporter gene.
At2g41800 expression was studied in different homozygotes lines during plant development.
These plants were also used to study the effect of different hormones and nematode infection.
For studies of subcellular localization of Ar2g41800 in the root, we used a homozygous line of
the complete gene including the possible promoter region, exons and introns of Ar2g41800.
At2g41800 is specifically expressed in flowers at stage 12 in the stigmatic papillae and in the
region of the carpel septum, both with a high concentration of auxins. In root, this gene is
expressed primarily in the meristematic zone of primary root and lateral root and base of
lateral root primordia. The cloned possible promotor region contains elements and sufficient
information for the expression of At2g41800 and the results are consistent with the spatial-
temporal patterns described in GENEVESTIGATOR. Auxins and gibberellins promoted the
expression of Ar2g41800. A higher intensity of GFP was observed in these treatments. The
expression pattern was also altered, since the mark was found in both the meristematic and the



elongation zones of the root. The callus induction process promoted high expression of
At2g41800. Transgenic plants carrying the Ar2g41800 promoter were infected with the
nematode Meloidogyne incognita. Two days after infection, At2g41800 expression increased
substantially. These results are consistent with those obtained during root development since
the generation of galls, feeding structures promoted by the nematode, is a process that requires
high cell proliferation and a high concentration of auxins.

The subcellular localization of At2g41800 is differential depending on the cell type of the
root; in the meristematic zone is observed intracellularly, while in the maturation zone is
located in the cytoplasm and cell wall. At2g471800 encodes a protein that can be located in
different cellular compartments according to cell type suggesting a function related to
signaling mechanisms in different processes regulated by auxin.



I. Introduccion

1.1 Pared Celular

La pared celular de las plantas es un compartimento dindmico cuya composicion y estructura
varfan tanto durante el desarrollo como en respuesta a sefiales ambientales. Los dos procesos
principales relacionados con los cambios en la estructura de la pared celular son la elongacion,
proceso que implica una amplia renovacion del material que la constituye y la restructuracion
que incluye engrosamiento de la misma. La elongacion de los diferentes tejidos es un proceso
que implica la renovacién del material que constituye a la pared celular y que requiere de una
sintesis y exportacion de los componentes de la pared celular incluyendo polisacaridos y
proteinas. El crecimiento por elongacién celular ha sido descrito en escapo floral, hojas,
raices, filamentos de estambres, silicuas, pétalos y sépalos. En particular, el crecimiento del
tubo polinico y el de la radicula durante la germinacién involucran tanto una nueva sintesis
como una remodelacion de la pared celular asociados al incremento en el volumen celular. La
reestructuracion de la pared celular esta relacionada con una importante reorganizacion de los
diferentes elementos y tiene lugar también a lo largo de todo el ciclo de la planta (Derbyshire
et al, 2007). La remodelacion de la pared celular ha sido descrita en anteras dehiscentes y en la
maduracién del polen, en la fecundacion, en el proceso de maduracion de las semillas, en las
siliquas dehiscentes y en la germinacion de las semillas. La modificacion estructural de la
pared celular estd también involucrada en adhesion, un evento esencial en la comunicacién

célula-célula en plantas.

1.1.2 Composicion de la Pared Celular

Las paredes celulares estan compuestas de tres tipos de capas: la lamina media, la pared
celular primaria y la pared celular secundaria. La lamina media se forma después de que
ocurra la mitosis creando una separacion entre las dos células hijas. La pared celular primaria
es sintetizada a través del crecimiento y expansion celular, mientras que la pared celular

secundaria se presenta una vez que el crecimiento celular ha cesado y no estd presente en
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todos los tipos celulares. En particular, las células del parénquima y del colénquima

frecuentemente tienen unicamente una pared celular primaria (Salisbury, 1992).

Tabla 1. Componentes estructurales de la pared celular primaria en plantas

Componentes estructurales de la pared celular primaria

CLASE Monoémero Polimeros especificos
Celulosa 25% Glucosa (1—4)B-D-glucano
Pectinas 25% Homogalacturonano

Acido

galacturénico

Acido Ramnogalacturonano I y II (RGI y RGII)

galacturénico

y Ramnosa
Hemicelulosa 35 % Xilosa Xyloglucano

glucosa

Arabinosa Xilano

Manosa Glucomanano

Fucosa

Galactosa

Arabinosa Arabinoxilano

Galactosa

Glucosa (1—3) p-D-glucano (Calosa)
Proteinas HRGP (Glicoproteinas ricas en
estructurales 10% hidroxiprolina), PRP (proteinas ricas en

prolina), GRP (proteinas ricas en glicina).

La pared celular primaria estd compuesta por aproximadamente 95% de polisacaridos y entre
5-15% de proteinas (CWP’s). Dentro de los polisacaridos, aproximadamente el 25%
corresponde a celulosa, 25% a hemicelulosa y 35% a pectinas. Las microfibrillas de celulosa
y hemicelulosa constituyen una red con proteinas estructurales que estan embebidas en una
matriz de pectinas. El porcentaje de proteinas estructurales varia de 1 a 8%, en peso seco
segun el tipo celular y estado de desarrollo (Tabla 1). Sin embargo, estas proporciones pueden
variar dependiendo del tipo de planta. Por ejemplo, algunos pastos contienen de 60 a 70% de
hemicelulosa, de 20 a 25% de celulosa y unicamente 10% de pectinas. La pared celular

secundaria tiene un contenido de celulosa mayor (Salisbury, 1992).
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La pared primaria contiene gran cantidad de agua. El agua esté localizada mayormente en la
matriz, lo que equivale a 75 a 80% en el volumen total. El estado hidratado de la matriz es
muy importante para mantener las propiedades fisicas de la pared; por ejemplo, la falta de

agua hace a la pared mds rigida y menos expandible (Ishrad et al, 2008).

Celulosa

La celulosa es un polimero de glucosa de cadena lineal que presenta enlaces (1—4) -D-
glucosa y corresponde al polisacarido mas abundante ampliamente distribuido en la pared de
plantas, algas y bacterias (Popper y Tuohy, 2010). Las microfibrillas de celulosa, fuertemente
empaquetadas, son estructuras rigidas que contribuyen a dar fortaleza y forma a la pared
celular. Debido a la disposicion paralela de las moléculas de celulosa, las microfibrillas se
comportan como cristales, y presentan una gran resistencia a la tensién. Como resultado, la

celulosa es muy fuerte y estable para resistir a la degradacion (Taiz y Zeiger, 2008).

Hemicelulosa

Las diferentes hemicelulosas son polisacaridos flexibles formados por diferentes hexosas que
tienen la caracteristica de unirse a la superficie de la celulosa (Tabla 1). Estas macromoléculas
estan ampliamente distribuidas en la pared celular de organismos fotosintéticos (Popper y
Tuohy, 2010). Estos polimeros pueden formar un lazo que une las microfibrillas de celulosa a
una red cohesiva, o pueden actuar como una capa resbaladiza para prevenir contacto directo
entre las microfibrillas. Algunas hemicelulosas estan relacionadas con los procesos de

recubrimiento de tejidos dafiados (Taiz y Zeiger, 2008).

Pectinas

Las pectinas son una familia de polisacaridos complejos compuesta por acido galacturénico y
ramnosa (Tabla 1). En particular, el RGII presenta una estructura muy conservada y
especifica de plantas vasculares (Popper y Tuohy, 2010)

Las pectinas forman la fase del gel altamente hidratada en la cual la red de celulosa y
hemicelulosa estdn embebidas. Las pectinas actian como un relleno hidrofilico que previene
la agregacion y el colapso de la red de celulosa. Son capaces de determinar la porosidad de la

pared celular para dejar pasar macromoléculas; este polisacarido complejo es secretado en la
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forma metil-esterificada y subsecuentemente el grupo metilo es removido por las enzimas que
presentan una actividad de pectin metil esterasas (Taiz y Zeiger, 2008). La remocién del
grupo metilo de la pectina es diferencial por lo que las moléculas de pectina pueden presentar
diferentes propiedades estructurales y funcionales durante las diferentes etapas del desarrollo
vegetal. Los niveles de esterificacion de las pectinas estdn relacionados tanto con procesos de
desarrollo como con procesos de resistencia a patogenos (Peaucelle et al., 2008; Wietholter et

al., 2003).

1.1.3 Proteinas de Pared Celular

La composicion de la pared celular continuamente es modificada por la accién de enzimas
durante el crecimiento y el desarrollo y en respuesta a condiciones ambientales dando lugar a
una reestructuracién continua de la misma (Cassab, 1998). Las proteinas con actividad
enzimdtica y sus moduladores de actividad estan presentes diferencialmente en los diferentes
tipos celulares. Los andlisis protedmicos de la pared celular se han realizado en diferentes
especies de plantas tanto monocotiledoneas como eudicotiledéneas incluyendo Zea mays
(Alvarez et al, 2006), Medicago sativa (Watson et al, 2004), Cicer arientinum (Bhushan et al,
2006), Arabidopsis thaliana (Jamet et al, 2008) y Vitis vitivinifera (Wellmer et al, 2004). Por
otro lado, estos andlisis también se han llevado a cabo en diferentes tejidos de A. thaliana
como cultivos en suspension (Robertson et al, 2997; Chivasa et al, 2002; Borderies et al,
2003; Borner et al, 2003; Bayer et al, 2003), hipocotilos etiolados (Feiz et al, 2006; Irshad et
al, 2008; Charmont et al, 2005), meristemos (Mimic et al, 2007), tallos y hojas de roseta
(Boudart et al, 2005). Aproximadamente 400 proteinas diferentes se han identificado en los
proteomas de pared celular, de las cuales solo el 20% han sido previamente relacionadas con
la pared celular. Estas proteinas se han clasificado en ocho categorias con base a su posible
funcién bioquimica (Tabla 2). Las diferencias importantes entre la proporcion de las
categorias segun el tejido de origen de la pared celular son independientes de los métodos de
extraccion y separacion utilizados. Estos analisis apoyan la hipétesis que indica que la
composicion de la pared celular y, por lo tanto, su estructura estdn fuertemente reguladas
durante el desarrollo (Jamet et al, 2006). La mayor proporcion de proteinas relacionadas con la

modulacién de carbohidratos ha sido detectada en los tejidos vegetativos mientras que la
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relaciéon més alta de proteinas de funcién desconocida (Domain Unknown Function families,

DUF) se detectd en los proteomas de células en suspension (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de proteinas de pared celular.

Clasificacion de proteinas de pared celular

Clase

Ejemplo

Proteinas que actian sobre polisacdridos (22-

35%)

Glicosil hidrolasas, glicosil transferasas,
carbohidrato esterasas, carbohidrato liasas y

expansinas

Oxido reductasas (7-16%)

Peroxidasas, oxidasas multicopper, enzima
puente-berberina (S)-reticulina:oxigeno oxido-

reductasa, germinas.

Proteasas (7-24%)

Cisteina proteasa, serina carboxipeptidasa y

aspartico proteasa.

Proteinas con dominio de interaccién (7-23%)

Proteinas LRR (leucine rich-repeat), proteinas
inhibidoras de poligalacturonasas (PGIPs),

lectinas e inhibidoras de proteasas.

Proteinas involucradas en sefalizacion (0-3%)

Proteinas cinasas receptoras de LRR

Proteinas relacionadas con metabolismo de

lipidos (0-10%)

Lipasas

Proteinas estructurales (0-1.8%)

Extensinas-LRR

Proteinas de funcién desconocida (5-30%)

DUF26, DUF231, DUF246, DUF248, DUF288,
DUF642, DUF1005 y DUF1680.

1.1.4 Via secretora de proteinas de pared celular

El sistema endomembranal estd compuesto de muchos organelos, donde cada uno debe

mantener una composicion unica de membranas y de proteinas transportadoras (Bassham et al,

2003). El trafico fluye en dos principales vias a través del sistema secretorio: via secretora y
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endocitica. La via secretora representa la mayor ruta biosintética que inicia con proteinas
sintetizadas de novo que han sido dirigidas a la membrana del reticulo endoplasmatico, luego
fluye al aparato de Golgi, y subsecuentemente a la membrana plasmatica y/o a la pared
celular. De forma contraria, la ruta endocitica representa un flujo contrario de material
endocitado de la membrana plasmatica a la matriz extracelular, el cual viaja por medio de

endosomas a las vacuolas (Bassham et al, 2003).

La via de secrecion de proteinas en eucariontes involucra una regiéon N-terminal llamada
Péptido Sefial o secuencia lider, la cual dirige la proteina naciente al reticulo endoplasmaético
(ER), el resto de la proteina es cotraducionalmente translocado a través del complejo Sec61
hacia el lumen del ER (Rapoport, 2007). La proteina sintetizada pasa a través de un sistema
endomembranal, o via secretora, que comprende el aparato de Golgi y la red trans-Golgi,
donde es empaquetada en vesiculas que migran y se fusionan con la membrana plasmatica
deforméndola y dejando pasar los productos hasta la pared celular (Figura 1). La via principal
de secrecion en plantas para proteinas localizadas en la pared celular es la ruta cldsica ER-
Golgi (Rose y Lee, 2009). La secrecion puede ser rdpida y activada por éstres externo (Keller
et al, 2008). Por otro lado, las proteinas pueden ser retenidas en el ER o en Golgi tal como ha
sido descrito para las pectin metil esterasas (Foresti y Denecke, 2008). La secrecion polarizada
o espacialmente regulada provee otro punto de complejidad al sistema secretor en general. Las
proteinas localizadas en la membrana plasmatica, tales como las de la familia de
transportadoras de auxinas, PIN, pueden mostrar un trafico polar hacia caras especificas de la

célula (Zarsky et al, 2009).
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N
ER-bound ribosomes

Figura 1. Diagrama esquematico de la via de secrecion clasica de plantas. Proteinas solubles y ancladas
a membrana se muestran en color rojo y azul, respectivamente. N, nticleo; Chl, cloroplasto; TGN, red
trans-Golgi; PVC, compartimentos prevacuolares; PM, membrana plasmatica; CW, pared celular, Vac,

vacuola. Imagen de Foresti y Denecke (2008).

Muchas caracteristicas del sistema secretorio de plantas parecen ser diferentes a los
anteriormente descritos en la literatura y algunos aspectos son aun incomprensibles, tal como
la identidad del mecanismo de transporte que puede llevar proteinas secretadas desde Golgi, la
red trans-Golgi, o compartimentos prevacuolares a la membrana plasmaética (Foresti y

Denecke, 2008).

1.2 Caracteristicas de la familia DUF642 en Arabidopsis thaliana

DUF642 representa la familia de proteinas mas importante de funcion desconocida detectada
en proteomas de pared celular debido a que es la tnica detectada en todos los proteomas de
pared celular de diferentes tejidos y plantas reportadas hasta la fecha. Es una familia altamente
conservada y es especifica de Espermatoéfitas (gimnospermas y angiospermas, Figura 2). Por
lo tanto, esta familia de proteinas podria estar involucrada en alguna 6 algunas de las
caracteristicas funcionales particulares de las espermatofitas. Los miembros de esta familia de

las diferentes plantas se agrupan en 3 clados; A, B y C. (Vazquez-Lobo et al., 2011 enviado).

16



El clado A agrupa a las proteinas descritas en los proteomas de pared celular y presenta dos
subclados Al y A2. En los clados B y C se agrupan las proteinas que presentan un posible
sitio de modificacidn postraduccional GPI segun los analisis in silico. Solo en los proteomas
de membrana de A. thaliana y de Oryza sativa han sido descritas proteinas DUF642 que se
agrupan en los clados B o C (Natera et al, 2008; Borner et al, 2003). El clado C es exclusivo
de dicotiledoneas y el subclado A2 estd mayoritariamente representado en dicotiledoneas
donde presenta una duplicacion (Vazquez-Lobo et al, 2011, enviado). La arquitectura de las
proteinas DUF642 descrita en las diferentes plantas incluye un péptido sefial, un dominio
unico no catalitico altamente conservado con una funcién ain no asignada que comparte
similitud con el dominio de unién a galactosa, y, en algunos casos, un sitio de reconocimiento
para GPI (Glycosyl Phosphatidyl Inositol). Se ha sugerido que la interaccion con otras
moléculas incluyendo proteinas es indispensable para llevar a cabo la funcion de proteinas que
carecen de un dominio catalitico por lo que la funcién de las proteinas de la familia DUF642
puede estar relacionada con la interaccidon con algun polisacarido y/o enzimas de la pared

celular (Hewesi et al, 2008).

En A. thaliana, se han reportado 10 genes pertenecientes a la familia DUF642 agrupados en
tres clados que practicamente se expresan en todos sus tejidos. El clado A incluye los genes
At4g32460, At5g11420, At5825460, Atlg80240 (subclado Al), Ar3g08030,At2g41800 y
At2g41810 (subclado A2). Las proteinas de membrana At1g29980 y Atlg 34510 se agrupan
en el clado B y At5g14510 es la unica de clado C. Las proteinas codificadas por At5gl1420'y
At4g32460, pertenecientes al subclado A1, han sido descritas en la pared celular de hipocétilos
y tallos e interaccionan in vitro con la Pectin Metil Esterasa 3 (ATPME3) y con la proteina
FLORI de la familia de las Proteinas Ricas en Leucinas (Leucine Rich Repeat, LRR),
descritas en proteomas de pared celular de tejido vegetativo (Zufiiga-Sanchez, 2007). La
AtPME3 ha sido descrita como la proteina receptora de una proteina de unién a celulosa
secretada por el nemdtodo Heterodera schasstii (Hewesi et al., 2008) mientras que en tabaco
se ha descrito que la homoéloga de AtPME3 es la proteina receptora de la proteina del virus del
mosaico de tabaco (TMV MP) (Chen et al., 2000; Dorokhov et al., 1999). At4g32460 se
expresa en el tejido vascular de los diferentes drganos principalmente en células asociadas al

floema tal como ha sido descrito para la AtPME3 (Zufiiga-Sanchez communicacion personal).
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A pesar de que las proteinas de la familia DUF642 se han detectado exhaustivamente en
proteomas de pared celul.ar, se han descrito dos formas de mRNA para los genes At4g32460
(clado A1), At3g08030 (clado A2y Atl1g29980 (clado B). Esta estrategia molecular puede
generar protefnas con o sin péptido sefial como consecuencia de un mecanismo que reconoce
un primer exon alternativo (AFE, Alternative First Exon, Chen et al., 2007). Esto sugiere que
las proteinas de la familia DUF642, que podrian estar involucradas en procesos fundamentales
del desarrollo de las plantas, posiblemente actiien en diferentes compartimentos subcelulares.
Aunque no existen estudios relacionados con la familia DUF642, se han detectado cambios en
la expresion de algunos de sus genes en diferentes circunstancias. La infeccion por patégenos,
el ataque de herbivoros y el éstres abidtico promueven una expresion diferencial de algunos de
los genes DUF642. Los genes At3g08030y Atlg29980 son regulados positivamente en A.
thaliana infectadas por organismos que promueven el desarrollo de 6rganos vetedero como
Agrobacterium tumefaciens, Rhodococcus fascians y por nematodos (Lee et al., 2009;
Depuydt et al, 2009, Barcala et al., 2010). Los patégenos, principalmente bacterias y hongos
que inducen necrosis regulan negativamente la expresion de los diferentes genes de esta
familia (Ndimba et al, 2003; Hu et al, 2008). En general, los diferentes tipos de éstres abidtico

regulan negativamente la expresion de los genes de la familia DUF642.
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Figura 2. Filogenia de los genes DUF642. Genes en color verde corresponden a gimnospermas, en
naranja a monocotiledéneas, en purpura se muestran las eudicotiledéneas o dicotiledéneas y en azul
estan sefialadas las angiospermas basales. Con asterisco rojo se sefiala la localizacion de Ar2g41800 en

el subclado A2 (Vazquez-Lobo et al, 2011 enviado).

Caracteristicas de Ar2g41800

Dentro del arbol filogenético de la familia DUF642, el gen At2g41800 se encuentra en el
subclado A2 (Figura 2, asterisco rojo) (Vazquez-Lobo et al., 2011 enviado). La proteina
At2g41800 ha sido identificada exclusivamente en todos los proteomas de pared celular en los
que se han utilizado células en suspension, células que carecen de pared celular secundaria y
presentan plasmodesmos primarios poco selectivos. Segin estudios transcriptomicos, la

expresion de Ar2g41800 es regulada positivamente por las auxinas, giberelinas y citocininas y
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regulada negativamente por los brasinosteroides (Goda et al, 2004). Por otro lado, el gen

At2g41800 ha sido detectado en células de la papila estigmética (Tung et al, 2005).

Datos proporcionados por GENEVESTIGATOR basados en estudios transcriptémicos
recabados de diversas bases de datos indican que la expresion de Ar2g41800 es mayor en
flores, la region mads joven del tallo y raices. En flor, la mayor intensidad se detecta en la
papila estigmdtica de la flor en el estadio 12 (Figura 3). En raices de siete dias post-
germinacién, el mayor indice de expresién se encuentra en la zona meristematica
particularmente en las células epidérmicas y del cortex y en la zona de diferenciacién donde

las raices laterales emergen (Figura 4).

0000&

Figura 3. Patrén de expresion de Ar2g41800 a lo largo del desarrollo de la flor en base a estudios
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transcripcionales proporcionados por GENEVESTIGATOR. La escala de expresion estd representada
desde el color amarillo, siendo ésta la escala de menor o nula expresion, hasta el rojo que indica la

mayor expresion. (Brady et al, 2007).
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Figura 4. Datos de la expresion de Ar2g41800 en raiz de plantulas de 7 dias post-germinacion en base a
estudios transcripcionales proporcionados por GENEVESTIGATOR. La escala de expresion estd
representada desde el color amarillo, siendo ésta la escala de menor o nula expresién, hasta el rojo que
indica la mayor expresion. (Brady et al, 2007).
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En transcriptomas de callo se ha detectado una importante expresion de A¢2g41800 y es uno
de los veinte principales genes que son regulados negativamente durante el proceso de
reprogramacion de la raiz a partir de callo (Che et al, 2006). Recientemente se ha descrito que
la formacién del callo no es resultado de una reprogramacion de las células a un estado no
diferenciado sino que es un proceso de diferenciacién a partir de un tipo celular que se
encuentra en todos los tejidos denominado pericycle like cells en referencia a las similitudes
con las células de periciclo de la raiz, tejido en el cual es mas facil estudiar este proceso
(Sugimoto et al, 2010). Recientemente se ha descrito que las estructuras que se desarrollan en
la raiz durante la infeccion por nematodos también se derivan de este tipo celular (Grunewald

et al., 2009).

1.5 RAIZ

Las raices son responsables de la absorcion de nutrientes y agua, ademds de proveer soporte
fisico a la planta. El estudio de la raiz en A. thaliana ha sido de vital importancia debido a la
simplicidad en su estructura y al amplio conocimiento molecular y fisiologico en esta planta

modelo.

La raiz esta constituida por tres distintas zonas; la zona meristematica que mide unos 250um,
la zona de elongacion con 250um y la zona de diferenciacion, en la cual las células maduran
(Dolan et al., 1993). En el meristemo de la raiz se pueden encontrar 11 tipos celulares distintos
acomodados en un cilindro concéntrico alrededor de un eje radial (Iyer-Pascuzzi et al., 2009)
(Figura 5). Un pequefio nimero de células meristeméticas en la punta de la raiz son las
encargadas de generar todos los tipos celulares tras una serie de divisiones seguidas por la
diferenciacion celular y la regulacion de la expansion de las células (Scheres et al., 2002). Las
células del meristemo de la raiz rodean a un pequefio grupo de células llamadas Centro
Quiescente (QC) (Figura 5). El centro quiescente mantiene las células meristematicas: si el
centro quiescente es eliminado, ya sea por ablacion con laser o por mutacion, las células
meristemdticas se diferencian y se detiene el crecimiento de la raiz (Van der Berg et al., 1997;

Sabatini et al 2003).
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Desde la perspectiva de desarrollo, la raiz de A. thaliana es un perfecto ejemplo de
simplicidad. La simetria radial de la raiz combinada con la falta de movimiento celular
significa que las células clonalmente relacionadas frecuentemente se encuentran en filas
celulares. Las células que componen estas filas celulares presentan una importante
comunicacion intercelular por la presencia de un gran niimero de plasmodesmos en las paredes
celulares transversales (Burch-Smith et al., 2010). Las células de la epidermis y de la cofia
lateral son formadas por un mismo tipo de células iniciales. La porcion central de la cofia, la
columela, tiene su propio grupo de células iniciales. El cortex y la endodermis, son generadas
por division de las células iniciales del cortex/endodermis. Finalmente, el tejido vascular y el
periciclo tienen sus propias células iniciales. En contacto con todas las células iniciales estan

las células del centro quiescente (Scheres et al, 2002; Figura 5).

La division de las células iniciales puede ser tanto anticlinal (ortogonal al eje de crecimiento)
resultando en una sola fila de células como periclinal (paralelo al eje de crecimiento)
resultando en dos o mds capas celulares. Las iniciales de la columela generalmente se dividen
unicamente anticlinalmente y su progenie produce una rdpida expansiéon y luego se
diferencian, produciendo amiloplastos que contienen almidén, el cual juega un papel en el
gravitropismo de la planta. Los otros tres tipos de iniciales generalmente se dividen tanto
anticlinal como periclinalmente, resultando en linajes celulares que adquieren distintas

identidades (Dolan et al., 1993).
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Figura 5. Diagrama de los tipos celulares en el meristemo de la raiz de A. thaliana (Iyer-Pascuzzi,

2009).En A se muestra un corte longitudinal mientras que en B se muestra un corte transversal. Los

diferentes tipos celulares estdn marcados en diferentes colores.

1.6 Raiz Lateral

Las raices laterales se desarrollan en la zona de diferenciacién a partir de un grupo de células
del periciclo situadas en la periferia de haz vascular (Fahn 1990; Malamy y Benfey 1997). En
A. thaliana, las raices laterales se inician en las células opuestas a los polos del xilema
formando dos filas por crecimiento acropetalo a lo largo del eje de la raiz principal (Casimiro
et al., 2003; De Smet et al, 2007). Dos distintos estadios del desarrollo de la raiz lateral han
sido identificados en A. thaliana; la formacién de un primordio seguido por la formacion del
meristemo que dard lugar la raiz lateral (Laskowski et al, 2006). La formacion del primordio
comienza cuando las células del periciclo descritas como fundadoras se dividen
transversalmente y de manera asimétricas dando lugar a dos células pequenas y dos células
largas (Dubrovsky et al, 2000; Pulka y Nakielski, 2010). Las células hijas pequeiias se dividen
periclinalmente para dar lugar a las capas celulares internas y externas del primordio (Pulka y
Nakielski, 2010). La expansion del primordio es resultado de divisiones subsecuentes

orientadas tanto anticlinal como periclinalmente y finalmente una pequefa protrusion se
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desarrolla penetrando los tejidos de la raiz parental (Malamy y Benfey, 1997). Cuando el
primordio es de 3-5 células de ancho, el segundo estadio se inicia y el meristemo auténomo se
forma (Laskowski et al, 2006). El nimero de células rapidamente se incrementa y el primordio
presenta de 8-10 capas celulares y emerge desde la superficie de la raiz parental (Pulka y
Nakielski, 2010). En este estadio, ya es posible observar una estructura celular muy
organizada (Malamy y Benfey, 1997). El proceso completo de la formacién de la raiz lateral
es inducido y posteriormente controlado por la acumulacidn de auxinas que induce divisiones
asimétricas de las células fundadoras (Casimiro et al, 2001; De Smet et al, 2007; Dubrovsky et

al, 2008; Laskowski et al, 2006).

Como en otros 6rganos de las plantas, el apice de la raiz crece simplasticamente pues el
crecimiento coordinado de las células requiere de un contacto mutuo entre las paredes

contiguas (Romberger et al, 1993; Pulka y Nakielski, 2010).

1.7 Regulacién hormonal durante la protrusion de la raiz lateral

Recientemente se han hecho considerables avances describiendo el papel de la auxina durante
la formacion de la raiz lateral en Arabidopsis (Fukaki et al, 2007; Péret et al, 2009). La
importancia de la acumulacion de auxinas para la iniciacion de la raiz lateral ha sido estudiada
exhaustivamente puesto que es el primer evento visible (Benkova et al, 2003). Sin embargo,
las auxinas también se requieren para la pre y post iniciaciéon de eventos incluyendo la

protrusion (Péret et al, 2009).

En plantulas jovenes con mdas de 4 dias post-germinacidn, las auxinas son sintetizadas
principalmente en la zona aérea y transportada a la raiz de dos formas de igual importancia:
transporte mediado por el floema y transporte polar. A los siete dias, el transporte por floema
se convierte en la via dominante (Ljung et al, 2005). Esta fuente aérea de auxinas es requerida
para promover la protrusién de la raiz lateral (Bhalerao et al, 2002). De hecho, la remocion de
las hojas y cotiledones bloquea la protrusion de la raiz lateral por lo que depende
exclusivamente de las auxinas derivadas de la parte aérea (Bhalerao et al, 2002; Swarup et al,

2008). Las raices laterales adquieren la habilidad de sintetizar auxina tnicamente después de
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que emergen por lo que se considera poco probable que esta ultima fuente de auxinas juegue
un papel en este proceso (Ljung et al, 2005; Péret et al, 2009). Las auxinas modifican el
destino celular y activan la divisiéon celular durante su iniciacién (Boerjan et al, 1995;

Laskowski et al, 2006).

El perfil de expresion de raices tratadas con auxinas revela un incremento en la expresion de
genes que codifican para enzimas relacionadas con la remodelacion de la pared celular como
pectato liasas, pectin metil esterasas, expansinas, y P-xilosidasa posiblemente relacionadas
con cambios en la estructura de la pared celular en la region circundante al primordio de la
raiz lateral ha sido reportada. Estas enzimas de las células de la endodermis, cortex y
epidermis pueden facilitar la separacion celular durante la protrusiéon de la raiz lateral
(Gonzdlez-Carranza et al, 2007; Ogawa et al, 2009; Neuteboom et al, 1999; Swarup et al,
2008), Sin embargo, la masiva produccién de enzimas de remodelaje en la pared celular en
sitios del emergimiento de la raiz lateral no afecta la integridad del primordio (Péret et al,
2009). Esto podria ser explicado por una diferencia en la composicion de la pared celular
entre el primordio de la raiz lateral y la raiz parental. La pectina en la raiz lateral en desarrollo
estda altamente metilada mientras que las células que rodean a la raiz parental han sido

desmetiladas debido a la accion de las pectin metil esterasas (Laskowski et al, 2006).

1.8 Interaccion Planta-Nematodo

Los nematodos son organismos cosmopolitas y estan entre los patdgenos de plantas que mayor
dafio causan a nivel mundial (Trudgill and Blok, 2001). Estos patdégenos biotroficos obligados
han desarrollado estrategias para infectar miles de especies de plantas de una manera similar,
probablemente manipulando elementos fundamentales del desarrollo celular de la planta

(Caillaud et al, 2008).

Durante la interaccién entre los nemétodos de plantas y sus hospederos ocurren complejos
cambios morfoldgicos y fisiolégicos en el tejido de la planta infectada, resultando en el
establecimiento de un sitio de alimentacion para el nematodo. Después de localizar a su

hospedero, el nematodo penetra la raiz hasta llegar al tejido vascular. Las proteinas secretoras
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del nemdtodo alteran el plan de desarrollo de las células de la raiz, resultando en el
establecimiento de sitios especializados de nutriciéon (NFS) (Grunewald et al, 2008). El
nematodo depende estrictamente de estos sitios para alimentarse durante todo su ciclo de vida
(Vanholme et al, 2004). En particular, Meloidogyne incognita ha desarrollado una eficiente
estrategia para parasitar plantas cuyo NFS consiste en una serie de células gigantes. Durante
una interaccién compatible, el estadio infectivo Juvenil 2 (J2; 400 um de largo y 15 um de
ancho) penetra por la cofia, se mueven a través del dpice de la raiz y se introducen al cilindro
vascular. Cada J2 induce la reprogramacion de cinco a siete células vasculares a células
gigantes multinucleadas. Estas “células gigantes” funcionan como reservorios especializados,
alimentando al nemdtodo hasta su reproduccion. Las células gigantes se expanden por
crecimiento isotropico mientras que las células del periciclo y del cortex se dividen y se
elongan para formar la agalla. En A. thaliana, observaciones citoldgicas han mostrado que a
los 7 dias post-inoculacion, las células gigantes son multinucleadas y presentan un citoplasma
denso; una semana después, la sintesis de DNA decrece considerablemente, pero las agallas y

las células gigantes continian expandiéndose (Caillaud et al, 2008, Grunewald et al., 2009).

De manera similar a lo que ocurre en la iniciacion de los primordios de raices laterales, se ha
demostrado la participacion de las auxinas en la formaciéon de NSF (Grunewald et al, 2009).
Tanto los nédulos como las agallas presentan altos niveles de auxinas (Thimann, 1936;
Balasubramanian y Rangaswami, 1962). Se ha demostrado que en nddulos indeterminados de
especies como Trifolium repens y Medicago trunculata hay un incremento en la concentraciéon
de auxinas (observado mediante GH3 o DRS fusionados a -glucoronidasa), el cual se
presenta en el periciclo de las células corticales internas y en las primeras divisiones celulares
en el primordio del nédulo (Mathesius et al., 1998a; Huo et al., 2006; van Noorden et al.,

2007).

En los sitios de infeccion de nematodos se ha determinado un incremento en la concentracion
de auxinas mientras que las mutantes de genes involucrados en la via de sefializacion de
auxinas presentan menos sensibilidad a la infeccion por nemétodos (Hutangura et al, 1999;
Karczmarek et al., 2004 y Grunewald et al., 2008). Esto sugiere que el cambio en el programa

de desarrollo inducido por el nematodo es dependiente de auxinas. Se ha propuesto que los
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nematodos alteran la red de distribucion de auxinas durante la formacion del NFS modulando
el transporte de auxinas a través de cambios en la expresion y localizacion de los diferentes

transportadores PIN (Grunewald et al., 2009).

La transformacion de las células de la raiz en estructuras de alimentacién con una morfologia
y funcidon muy singular requiere de enormes cambios en la expresion génica de las células de
la raiz infectadas (De Almeida Engler et al., 2005). La identificacion de los genes de plantas
que responden a nematodos es uno de los mayores retos y se han llevado a cabo estudios
transcriptomicos en las agallas. La expresion de genes que codifican para proteinas asociadas
a la pared celular se incrementa notablemente en los primeros dias del desarrollo de esta

estructura esta el gen A1/g29980, perteneciente a la familia DUF642 (Barcald et al., 2010).
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I1. Antecedentes

La mayoria de los genes DUF642 se expresan en todos los tejidos de la planta. Estudios de las
plantas transgénicas que expresan GFP bajo la region promotora de At4g32460 demostraron
que se expresa en tipos celulares especificos relacionados con el tejido vascular explicando su
presencia en todos los tejidos de la planta. En particular, el gen Ar2g41800 se detectd por RT-
PCR principalmente en raices, flores e inflorescencia, tejidos que presentan una region
meristematica y su proteina solo ha sido detectada en proteomas de pared celular de células
en suspension, células en constante division. En el tejido de inflorescencia, el mRNA presentd
el primer intrén tal como ha sido descrito para otros genes de esta familia, que sugiere como
producto final una proteina sin péptido sefial con una posible localizacion intracelular. La
posible secuencia completa de Ar2g41800, incluyendo la region rio arriba entre este gen y el
At2g41810 y los intrones, es de 2,200 pb por lo que se considera factible iniciar los estudios
relacionados con la edicion alternativa en los miembros DUF642 con este gen. En este trabajo
se determinard si la region de 890 pb rio arriba del ATG del Ar2g41800 es suficiente para
obtener los patrones de expresion descritos en el GENEVESTIGATOR vy la respuesta
adecuada a diferentes hormonas. La comprobacién de que esta region contiene la informacion
suficiente para obtener el patron de expresion espacio-temporal correspondiente a Ar2g41800
nos permitira llevar a cabo estudios de localizacion subcelular in planta utilizando la proteina

quimérica At2g41800-GFP bajo esta region.
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I11. Hipotesis

At2g41800 se expresa principalmente en regiones meristemadticas y la localizacion subcelular

de At2g41800 es tejido-especifica.
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IV. Objetivo

4.1 Objetivo General

Determinar el patréon de expresion del gen Ar2g41800 y la localizacion subcelular de la
proteina en diferentes tejidos y estados de desarrollo de Arabidopsis thaliana.

4.2 Objetivos Particulares:

1) Determinar la expresion diferencial de Ar2g41800 mediante RT-PCR en raices y
escapo floral de diferentes edades de A. thaliana

2) Determinar la expresion de At2g41800 en respuesta a diferentes tratamientos
hormonales de raices y cotiledones de plantulas de A. thaliana utilizando plantas
transgénicas que presentan la proteina GFP bajo la posible region promotora del gen.

3) Determinar la expresion de At2g41800 durante el desarrollo de A. thaliana utilizando
plantas transgénicas que presentan la proteina GFP bajo la posible regiéon promotora
del gen.

4) Determinar la localizacién subcelular de la proteina At2g41800 en raiz utilizando
plantas transgénicas que presentan la proteina quimérica At2g41800-GFP bajo la

region promotora de Ar2g41800.
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V. Métodos

5.1 Determinacion de la expresion de A2g41800 en el escapo floral y raices por RT-PCR

Plantas silvestres de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia se crecieron en condiciones de
luz continua y/o fotoperiodo largo (16 h luz y 8 h oscuridad). Las plantas utilizadas para
obtener escapo floral, fueron crecidas en macetas dentro de una cdmara de crecimiento
Conviron a una temperatura promedio de 20°C. La extraccion de RNA (Anexo I) de escapo
floral se realiz6 a partir de plantas de 40-45 dias y la expresion de Ar2g41800 se determiné en

7 internodos (Figura 6).

Las plantulas requeridas para la obtencion de raices fueron crecidas en medio MS (pH 5.7),
con previa estratificacion de 3 dias a la siembra. La extraccion de RNA de raiz se realiz6 en
pléntulas de diferentes edades post-germinacion: 5 dias, 7 dias y 10 dias. Para ambos casos, el
tejido colectado se congel6é inmediatamente en nitrégeno liquido y se guard6 a -80°C en un

ultracongelador REVCO para su uso posterior.

—

Figura 6. Representacion de los siete internodos en los que se dividié el escapo floral de Arabidopsis
thaliana. Los nimeros indican cada uno de los nodos, siendo el “1” el nodo m4s basal y el nimero “7”
el mas cercano al meristemo de inflorescencia.
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El cDNA se sintetiz6 utilizando RNA tanto de los diferentes nodos del escapo floral como de
las raices, oligo dT (Invitrogen) y la enzima SuperScript II reversotranscriptasa
(INVITROGEN) (Sintesis de cDNA, Anexo I). Una vez sintetizado el cDNA se realizaron
reacciones de PCR para cada uno de los casos, utilizando un par de oligos (F41800sel y
R41800sel, Anexo II), especificos para At2g41800, el cual supone un tamaiio de 1,113 pares

de bases.

5.2 Obtencion de lineas transgénicas para determinar la expresion de Ar2g41800 bajo su
posible region promotora.

Los oligonucledtidos para amplificar la posible region promotora del gen At2g41800 se
disenaron a partir de la secuencia rio arriba del sitio de inicio de la traduccidn, estos
oligonucledtidos incluyen un sitio HindIII (PROMBSO0OF) en el oligo sentido y con un sitio

BamHI (PROMS8O0O0R) en el oligo antisentido (Anexo I).

A partir de DNA gendmico (Anexo II) de hojas de roseta maduras se amplific una secuencia
de 890 pb, que corresponde a la mayor parte de la regién intergénica (Figura 7) de la posible

region promotora.

ttaaacaaagaacaaatactacgtagattgcggagaaaagaaccaaaaagttgattatgtttt
gcttacatataaactcagtgaatgcaattagatgaacacagacgattagctaggtttcgtcat
tgtaatttataaattcatgttggtgcttgcatctactctaaaatttgatgaattcagcgecag
ttaataaatattatgctccatagattggcttttttcgeccactttggtgagtgcaacttttec
gatagtaattttatcaaaaagaaaagaaaaggcacaacaattcctttattttgttaattaaag
ggaaaaattggctagacgacaattcatttaacatgttgagatttttttttgtcatcgatcgac
ggttggacttggagttcatttaatgtcttgattatatttttcacagcagcatcgectcgtgata
tgtttgaatcacaccatgcacatgttaggattcgtgecttggaaggttcgttgcatatttttca
gcgtctgatagctcactgcacacaaagtcacaaagcacaagacacgtatttttaattattett
ttggtaaagtgtaaattagtaattttccatcgtttaatacaaaaccgaagtaacatgacagac
agtgagtcatacattgcggctcgtaaggtgcggtctttaacgtggttcgagtttececcttegta
tacttctacacggaaactttctctcataaacaatttttttgeccgacaatttagttttgttgtt
gtatatttccaaaaatgtacatgctgctgcttcctectttgtttecttatttataatatectcecatg
tcaagtgataactgataagtataaaacctcctatatatagcccacaaggtcctcattgatata
ggcgaactaattaataagactttaaaAtg ...

Figura 7. Secuencia de la posible regién promotora del gen Ar2g41800. En rojo se muestran las bases
disefiadas como oligonucle6tidos sentido y antisentido. En azul estd marcado el sitio de inicio de la
traduccién del gen.
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El producto de PCR de 890 pb se clon en el vector pPGEMT-easy la clona idéntica se utilizo

para subclonar éste fragmento en el vector de expresion pBIN.

5.3 Obtencion de plantas transgénicas.

Se comprobd la presencia del promotor en el vector pBIN tanto por medio de la amplificacion
por PCR con el oligo sentido del promotor y antisentido de la GFP (PROMF y GFPR, ambos
en Anexo II) como por el andlisis de restriccion, utilizando las enzimas BamHI y HindIII. Este
vector con la regién promotora unida a la proteina reportera GFP en el vector pBIN, se utilizé
para transformar Agrobacterium tumefasciens por electroporacion (Anexo I). Para transformar
Arabidopsis thaliana, se utilizé el método “Floral Dip” (Anexo I) en plantas silvestres ecotipo
Columbia de una edad de 42 dias cuando las plantas mostraban una mayor cantidad de botones

florales.

Las plantas se seleccionaron en medio MS con kanamicina (50 mg/mL), y se transplantaron
las plantas resistentes al antibidtico a una maceta cuando éstas presentaban mas de dos hojas
verdaderas. En las plantas de la primera generacion (T1), se determiné la expresion de la GFP
mediante oligos especificos para esta proteina reportera utilizando los oligos GFPF y GFPR
(Anexo II), asi como también empleando la combinacién del oligo sentido del promotor
(PROMBSOOF) y el antisentido de la GFP (GFPR). En un segundo proceso de seleccién con

kanamicina, se obtuvieron tres lineas homocigotas.

5.4 Determinacion de la expresion de Ar2g41800 durante el desarrollo de la planta

utilizando Microscopia Confocal.

Se utilizaron los objetivos desde 10X a 40X de un microscopio confocal Olimpus FV100 para
observar los diferentes tejidos. Para la deteccion de la proteina verde fluorescente (GFP) se
emple6 una longitud de exitacion de 485-545 nanémetros. En algunas muestras se utilizd

Ioduro de Propidio para tefiir la pared celular (50mg/ml).
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Se utilizé como control una linea silvestre de Arabidopsis thaliana en cada uno de los
procesos, para tomar los pardmetros adecuados de GFP para evitar la autoflorescencia del

tejido.

5.5 Determinacion de la expresion de Ar2g41800 durante la induccion de callo a partir de

tejido de raiz y cotiledén.

La induccién de callo se llevé a cabo de acuerdo al protocolo de Che et al., (2002). Las raices
y cotiledones fueron colectados de plantulas crecidas en medio MS de una edad de 8 dias post-
germinacion. Los explantes de raiz y cotiledon fueron transferidos al medio de induccion de
callo (CIM): medio Gamborg’s B-5 (Gamborg et al., 1968), con 20g/l de glucosa, 0.5 g/l de
MES, 2.2 uM de 2-4-D, 0.2 uM de kinetina y 3.3 g/l de gelan. El pH fue ajustado a 5.7 usando
KOH IM. Los explantes de cotiledon y de raiz fueron incubados en el medio CIM durante

diferentes periodos de tiempo. Todo el proceso se llevé a cabo en condiciones estériles.

5.6 Infeccion de las plantas de A. thaliana con el Nematodo Meloidogyne incognita.

Plantas transgénicas que expresan el gen reportero GFP bajo la regién promotora de
At2g41800 fueron crecidas en medio Murashige-Skoog (MS) al 0.5X durante siete dias, para
posteriormente ser infectadas por una cantidad aproximada de 250 J2 (neméatodos en estadio
juvenil 2) por planta. Los estudios de microscopia confocal se realizaron a las 48 horas de la

infeccion.

5.7 Obtencion de lineas transgénicas del gen completo para determinar la localizacion

subcelular de la proteina codificada por A2g41800.

Para la amplificacion del gen completo se utilizé como oligo sentido el utilizado en el
promotor PROMSO0O0F (Anexo II), el cual incluye un sitio HindIIl y como oligo antisentido se
emple6 SP41800LSR (Anexo II) el cual se situa al final del Gltimo exo6n del gen y que incluye

un sitio de corte BamHI. Se amplificé una secuencia de 2,222 pb (Figura 2) del gen
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incluyendo la posible region promotora, exones e intrones. La extraccion de DNA gendmico

se realiz6 a partir de hojas de roseta maduras (ANEXO I).

cgtagattgcggagaaaagaaccaaaaagttgattatgttttgcttacatataaactcagtgaatgcaattagatgaacacagac
gattagctaggtttcgtcattgtaatttataaattcatgttggtgcttgcatctactctaaaatttgatgaattcagegecagttaataaat
attatgctccatagattggcttttttcgeccactttggtgagtgcaacttttccgatagtaattttatcaaaaagaaaagaaaaggeac

aacaattcctttattttgttaattaaagggaaaaattggctagacgacaattcatttaacatgttgagatttttttttgtcatcgatcgacg

gttggacttggagttcatttaatgtcttgattatatttttcacagcagcatcgetcgtgatatgtttgaatcacaccatgcacatgttagg
attcgtgcttggaaggttcgttgcatatttttcagcgtctgatagctcactgcacacaaagtcacaaagcacaagacacgtatttttaa
ttattcttttggtaaagtgtaaattagtaattttccatcgtttaatacaaaaccgaagtaacatgacagacagtgagtcatacattgegg
ctcgtaaggtgcggtctttaacgtggticgagtttcecttcgtatacttictacacggaaactttctctcataaacaatttttttgccgaca
atttagttttgttgttgtatatttccaaaaatgtacatgctgetgettectctttgtttcttatttataatatctcatgtcaagtgataactgata
agtataaaacctcctatatatagcccacaaggtcctcattgatataggcgaactaattaataagactttaaaATGTCTC

CGTTGT
TGTTACCCTGGCCCGTTAA

Figura 8. Secuencia del gen Ar2g41800 que incluye la posible region reguladora y la codificante. En
negrita se muestra la posible regiéon promotora la cual al inicio muestra el oligo sentido (color café) que
se utiliz6 para amplificar la secuencia. En naranja se muestran los tres exones del gen y en azul los

intrones. Al final del tercer ex6n estd sefialado el oligo antisentido en color café. En color rojo se
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muestran dos motivos: actta es un elemento cis de respuesta auxinas y tgtctc es un motivo de

reconocimiento para el factor de transcripcion ARF.
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VI. Resultados

6.1 Expresion de Ar2g41800 en diferentes estadios de desarrollo.

La expresion de Ar2g41800 ha sido detectada por RT-PCR en los diferentes tejidos de
Arabidopsis (Zuniga-Sanchez, 2007). Sin embargo la proteina At2g41800 ha sido determinada
exclusivamente en los proteomas de pared celular de células en suspension (Chivasa et al,
2002; Borderies et al, 2002; Slabas et al, 2004 y Bayer et al, 2006). Estos datos sugieren que la
expresion de Ar2g41800 podria ser especifica de zonas de proliferacion de los diferentes
tejidos por lo que se consideré importante determinar su expresion en tejidos con diferentes

estados de desarrollo.

6.1.2 Expresion en raices de diferentes edades

La expresion de Ar2g41800 en raices de diferentes edades se muestra en la (Figura 9). Como
se puede ver en la figura 9, el gen se expresa de una manera notable en las mds jovenes. A
pesar de que el RT-PCR no es cuantitativo, se observa una banda de mayor intensidad de la

raiz més joven respecto a las raices de 7 y 10 dias.

6.1.3 Expresion a lo largo de los nodos del escapo floral.

La expresion de Ar2g41800 presenta un patron diferencial a lo largo del escapo floral; en los
internodos mds basales que corresponden al tejido maduro no se observé expresion, en la parte
intermedia del escapo floral se observo un poco y finalmente en el internodo mas cercano al
meristemo de inflorescencia (internodo 7) la expresion fue muy fuerte (Figura 10). Como en

el caso de la raiz, la banda de mayor intensidad se observo en el tejido mas joven.
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10 Dias

5 Dias 7 Dias 10 Dias

Figura 9. Expresion de Ar2g41800 en raices de 5,7 y 10 dias post-germinacion. Las plantas se
crecieron en placas verticales con MS. (A) RT-PCR de Ar2g41800 (B) RT-PCR de tubulina (control).

7
-!

1 2 3 4 5 6

A Internodos —
]
B Tubulina

Figura 10. Expresion de Ar2g41800 en los internodos del escapo floral de plantas de 40 dias. EI 1
corresponde al internodo de la regidn basal, mientras que el resto de los carriles corresponden a los
internodos 2-7, siendo el 7 mds cercano a la inflorescencia. (A) RT-PCR de Ar2g41800 (B) RT-PCR

de tubulina (control).
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6.2 Expresion de Ar2g41800 durante el desarrollo utilizando plantas transgénicas

Los resultados relacionados con la expresion diferencial tanto en raiz como en el escapo floral
sugieren una localizacion especifica de la expresion de Ar2g41800 en zonas meristematicas;
para determinar la localizacion de At2g41800 en regiones especificas de los diferentes tejidos
de la planta, se obtuvieron plantas transgénicas que expresan GFP bajo la posible region

promotora de Ar2g41800.

La expresion por RT-PCR de la GFP se comprobd en ocho lineas independientes. La Figura
11 muestra una banda de 700 pb que corresponde a GFP. Las lineas 1, 4 y 7 presentaron la
banda de mayor intensidad por lo que se escogieron para los andlisis de microscopia confocal.

Las diferentes lineas se seleccionaron hasta obtener la planta homocigota.

El patrén de expresion espacio-temporal de Az2g41800 en las raices y flores se muestra en la
Figura 4. En raices, la expresion de Ar2g41800 se localiz6 en diferentes tipos celulares de la
zona meristemadtica de raices entre los cuatro y los siete dias post-germinacion (Figura 12 A;B
). Por otro lado, también se observé expresion tanto en las células epidérmicas que circundan
al primordio de la raiz lateral, asi como en la zona meristematica de las raices laterales de

plantas de siete dias (Figura 12 C;D).

A
1 2 3 4 5 6 7 8

_— ey — — — e — «—_700pb
B

]

Figura 11. RT-PCR de la expresion de GFP en plantas transgénicas a partir de hojas de roseta. (A)
Banda de 700 pares de bases correspondiente al tamafio de la GFP. (B) RT-PCR de Tubulina (Control).
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Figura 12. Expresion de At2g41800 durante desarrollo de Arabidopsis thaliana. (A) Raiz primaria de
cuatro dias post-germinacion. (B) Raiz primaria de 7 dias post germinacion. (C) Primordio de raiz
lateral en una plantula de 7 dias post-germinacion. (D) Raiz lateral de una plantula de 7 dias post-
germinacion. (E) Flor de estadio 12. (F) Control de flor de estadio 12. La barra color rojo representa el
tamaio de 100 micras.
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En flores, la expresion se presenta unicamente en el estadio 12 que corresponde a la ultima
etapa de botdon, especificamente en las células de la papila estigmatica y en el septum donde

estan fusionados los dos carpelos (Figura 12 E).

De acuerdo a la base de datos GENEVESTIGATOR, el patron descrito para At2g41800 es
muy similar al que nosotros hemos obtenido incluyendo la expresion especifica en las células
estigmaticas del carpelo unicamente en flores de estadio 12. En la raiz, este gen se expresa
principalmente en las células correspondientes a la zona meristemadtica (Winter et al, 2007) tal
como se muestra en la figura 12 A y B. Estos resultados sugieren que la region utilizada

contiene la informacidn suficiente y corresponde a la region promotora de Ar2g41800.

6.2.1 Efecto de Auxinas y Giberelinas sobre la expresion de Ar2g41800

At2g41800 es uno de los genes cuya expresion aumenta considerablemente en raices expuestas
a medios ricos en auxinas y giberelinas. Las plantulas transgénicas de las tres lineas de 7 dias
post-germinacion fueron crecidas en medio MS y se transfirieron a un medio MS con auxinas
(IAA) o giberelinas (Ac. Giberélico) a una concentracién de 2uM de manera independiente
(Figura 13). La expresion Ar2g41800 se incrementa notablemente y presenta un cambio en el
patron de expresion; la sefial se detectd en la zona meristematica y en la zona de
diferenciacion tanto para las raices expuestas a auxinas durante 2 dias (13B) o 5 min (13C) y
para las raices expuestas a giberelinas durante 2 dias (13D). La induccién de una fuerte
expresion de este gen desde los 5 minutos de exposicion a auxinas indica que es un gen
involucrado en la respuesta rapida a auxinas y sugiere su participacion en procesos de

comunicacion celular (Tanaka et al, 2006).
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Figura 13. Induccion de A¢2g41800 por auxinas y giberelinas. A) Control de plantula de 7 dias sin
exposicion a auxinas. (B y C) Plantulas de 7 dias expuestas por 5 minutos a auxinas. (D y E) Plantulas
de 7 dias expuestas 48 horas a auxinas. (F) Plantula de siete dias expuesta 24 horas a giberelinas. La
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barra color rojo representa 100 el tamafio de micras. En el Anexo III se muestra el control negativo
para la figura en C.

6.2.2 Expresion de A#2g41800 durante la induccion y formacion de callo a partir de raiz y
cotiledon.

La expresion de este gen durante la induccién y formacién de callo de raiz y cotiledon
utilizando el medio CIM (callus induction medium) se determiné ya que la participacion de las
auxinas en el proceso de induccién de callo es muy relevante y la informacion relacionada
con el transcriptoma de callo de raiz de Arabidopsis thaliana revel6 que At2g41800 es uno de

los genes que presenta una mayor expresion (Figura 14; Che et al., 2000).

Las plantulas crecidas durante 7 dias post-germinacion de las tres diferentes lineas
transgénicas fueron transferidas al medio CIM. A los 4 dias se observé una fuerte expresion de
At2g41800 en las células epidérmicas de las zonas de engrosamiento donde el callo estd en
reciente formacion tanto de raiz como de cotiledon (Figura 14A). Las raices expuestas al
medio CIM por periodos de 14, 18 y 22 dias que presentan proliferacion celular y el callo estd
practicamente formado se obtuvo una expresion ain més notable, (Figura 14B,C y D). La
induccion de la expresion de Ar2g41800 durante la formacion del callo también se observé en
cotiledones (Figura 15 A y B). Es importante remarcar la expresion de Ar2g41800 en cotiledén

durante el desarrollo no se habia logrado observar.
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Figura 14. Expresion de At2g41800 durante la induccion y formacién de callo de raiz. (A Y D)
Controles silvestres de raices de 4 y 18 dias expuestas al medio CIM. (B) Expresion en raiz expuesta

4 dias en el medio CIM. (C) Raiz expuesta 14 dias en el medio CIM. (E) Callo de 18 dias. (F) Callo de
22 dias.
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Figura 15. Expresion dé At2g41800 durante la induccién de callo en cotiledén. (A y C) Controles wt de
callo. (B y D) Cotiledones expuestos en el medio CIM durante 4 y 14 dias, respectivamente. La barra
color rojo representa 100 micras.
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6.2.3 Expresion de A2g41800 durante la infeccion por el Neméatodo Meloidogyne
incognita

Las auxinas participan también en el proceso de formacion de estructuras reservorias de tipo
secundario durante la infeccidén por neméatodos (Grunewald et al, 2009). Se ha descrito que
Meloidogyne incognita promueve la expresion de GUS bajo el promotor DRS sugiriendo un
incremento en la concentracion de auxinas. Un incremento en la expresion de At2g41800 se
detectd en las plantas transgénicas de 9 dias crecidas en placas con 48 horas de infeccién por
Juveniles en etapa 2 (J2) de M. incognita (Figura 16). La expresion de At2g41800 se
incrementd considerablemente (Figura 16, C) y el patron de expresion se modifico,
expresandose incluso en los pelos radiculares (Figura 16, E). Como control del proceso de
infeccidn se utilizaron plantas que expresan GFP bajo el promotor DRS5 donde la expresion fue

incrementada en las mismas condiciones utilizadas para Ar2g41800.
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Figura 16. Induccién de At2g41800 por la infeccién del Nemdtodo Meloidogyne incognita. (A)
Control, DRS sin infeccion. (B) Marcador de auxinas DRS5 con infeccion de M. Incognita. (C y E)




Controles de plantas trangénicas sin infeccién. (D y F) Plantas trangénicas infectadas. La barra color
rojo representa 100 micras.

6.3 Localizacion subcelular de At2g41800

Las proteinas de la familia DUF642 presentan un péptido sefial y un dominio DUF642
posiblemente de unién a carbohidratos. En particular At2g41800 ha sido detectada en
proteomas de pared celular de células en suspension. Estudios preliminares en el laboratorio
sugieren que podrian traducirse dos tipos de proteinas At2g41800 con y sin péptido sefial por
lo que consideramos necesario llevar a cabo estudios de localizacién subcelular en la planta

completa.

En este trabajo, solo se realizaron estudios de localizacion subcelular de At2g41800 en la raiz.
La localizacion subcelular en la raiz varia dependiendo de la zona (Figura 17). En la zona
meristematica se localiza intracelularmente (Figura 17A), mientras en la zona de elongacion,
que presenta un dafio, se observa localizada tanto en la pared celular como intracelularmente
(Figura 17B). Puesto que en la zona de elongacién la proteina se localiza principalmente en
las paredes transversales y por lo tanto presenta una localizacion polar, la sefial de GFP
intracelular podria estar asociada a la via secretora. La posible localizacion de At2g41800-
GFP en algiin elemento de la via secretora también puede explicar la presencia de GFP en
marcas discretas dentro de las células meristeméticas de la raiz. Contrario a lo que sucede en
animales, la via secretora en plantas ha sido poco estudiada y las interrogantes a resolver son
cada vez mayores. Las proteinas de pared celular presentan una secuencia corta llamada
péptido sefial que indica que la proteina que debe ser secretada a pared celular. Sin embargo,
existen algunos casos donde proteinas de pared son retenidas en los compartimentos del
aparato de Golgi posiblemente hasta que las células perciben la sefial para su secrecion (Wolf

et al, 2009).
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Figura 17 Localizacidn subcelular de At2g41800 en raiz. (A) Localizacién subcelular de Ar2g4/800 en
la zona meristemadtica y de transicion de la raiz. (B) Localizacion subcelular de At2g41800 en la zona
de elongacién de la raiz. La barra color rojo representa 100 de micras.
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VII. Discusion

La familia de proteinas DUF642 es especifica de plantas y presenta una serie de caracteristicas
que sugieren su participacion en importantes procesos del desarrollo vegetal y durante la
interaccion planta-ambiente. Las proteinas que integran esta familia estdn altamente
conservadas en el reino vegetal y presentan un unico dominio no catalitico, sin similitud con
algin dominio descrito, que posiblemente estd involucrado en procesos de interaccion
proteina-proteina. En particular, la funcién del gen Ar2g41800 puede ser interesante puesto
que los estudios filogenéticos indican que solo estd presente en dicotiledéneas y la proteina es

muy abundante especificamente en los proteomas de pared celular de células en suspension.

En el atlas de A. thaliana GENEVESTIGATOR (http/geneinvestigator.ethz.ch/) se encuentran

los patrones de expresion espacio-temporales de la mayoria de los genes. Los resultados de
éste trabajo coinciden con el patron espacio-temporal descrito en este atlas sugiriendo que la
regiéon de 890 pb rio arriba del ATG tiene la informacion suficiente y necesaria para la
expresion correcta del gen Ar2g41800. La GFP bajo esta region promotora se detectd en la raiz
principalmente en la regién meristématica y en la region de transicion con la region de
elongacion en células epidérmicas y del cortex de las raices primarias y las laterales. No se
detectd expresion en la zona correspondiente al tejido vascular tal como ha sido descrito en los
microarreglos de raiz (Brady et al., 2007). La expresion de Ar2g41800 sélo se observo en la
papila estigmadtica de flores en estadio 12; ningtin otro 6rgano floral present6 sefial durante el

desarrollo floral tal como se ha descrito (Winter et al., 2007).

La expresion de Ar2g41800 principalmente en la region meristematica de la raiz fue constante
y especifica a lo largo del desarrollo de A. thaliana en la raiz primaria y en las raices laterales,
lo cual sugiere un papel particular de At2g47800 en el mantenimiento de la region
meristematica. Por otro lado, en el primordio de la raiz lateral, la expresion de At2g41800 se
detectd en células epidérmicas en la region de la maduracion y que rodean a la formacion del
primordio. Analisis transcriptomicos han sugerido una regulacién de la expresiéon de

At2g41800 por diferentes hormonas (Goda et al, 2004). Un cambio en el patrén y en la
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intensidad de la expresion de GFP en las raices de las plantas transgénicas fue inducido por su
exposicidon a dcido giberélico (GA) y 4cido indol acético (IAA). El efecto de TAA fue
detectado desde un tiempo corto de exposicion (Figura 13) indicando que Ar2g41800 es un
gen de respuesta temprana a auxinas por lo que su funcion podria estar relacionada con los

procesos de comunicacion o sefializacion celular (Taiz y Zeiger, 2008).

Tal como sucede en la raiz, las auxinas participan en los procesos de desarrollo de los érganos
florales; especificamente, en la papila estigmatica se ha descrito que la concentracion de
auxinas se incrementa en las células de la papila de flores de estadio 12 que estan
completamente turgentes y listas para recibir el polen (Aloni et al, 2006). Las auxinas y
giberelinas también regulan la expresion de genes relacionados con la remodelacion de la
pared celular que participan en el desarrollo en estadios especificos de la flor por lo que la
expresion especifica de Ar2g41800 en la papila estigmatica puede ser determinada por la alta
concentracion de auxina en este tejido (Goda et al., 2004; Sanchez-Rodriguez et al, 2010). La
papila estigmdtica y las células localizadas en los tejidos meristematicos comparten una serie
de caracteristicas; son células con pared celular primaria, se comunican por medio de
plasmodesmas primarios con las células aledafas y estan en constante expansién, por
consiguiente su pared celular sufre multiples y constantes modificaciones (Edlund et al, 2004).
Por otro lado, tanto la papila estigmatica como las células meristemadticas presentan una alta

demanda energética (Roeder y Yanofsky, 2006).

La proteina codificada por Ar2g41800 sélo ha sido reportada en proteomas de células en
suspension (Chivasa et al, 2002; Borderies et al, 2002; Slabas et al, 2004 y Bayer et al, 2000).
La fuerte expresion de Ar2g41800 en el callo y durante el proceso de induccién del mismo a
partir de raices y cotiledones de las plantas transgénicas explican este hecho. Durante la
induccioén del callo de raices de plantas transgénicas se observd un incremento importante en
la expresion de Ar2g41800 en las células epidérmicas que rodean a la estructura formada por
las células en division tal como se observo en el primordio de la raiz lateral. Sugimoto et al,
2010 han descrito que la formacion del callo es un proceso de diferenciacion a partir del tipo
celular que se encuentra en el haz vascular de todos los tejidos denominado “pericycle like

cells” en referencia a las similitudes con las células del periciclo de la raiz. En general, los
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genes involucrados en este proceso estan también presentes en la formacion de raices laterales
(Sugimoto et al, 2010). El desarrollo de estas dos estructuras, que surgen a partir de las
divisiones de células del periciclo, es dependiente de altas concentraciones de auxina. Estas
estructuras presentan constantes y complejas modificaciones en su pared celular y una alta

demanda de nutrientes, caracteristicas que comparten con las células de la papila estigmatica.

La participacion de las auxinas en la formacidn de tejidos vertedero inducida por patégenos ha
sido ampliamente descrita (Grunewald et al, 2009). Una fuerte induccién de la expresion de
At2g41800 a los dos dias de la infeccion por M. incognita se detectd en la zona meristematica
de las raices primarias de las plantas transgénicas. La eficiencia del sistema de infeccion
utilizado se corroboré utilizando plantas transgénicas DR5::GFP que demostr6 un incremento
en la concentracion de auxina tal como ha sido descrito (Grunewald et al, 2008). La induccién
de la expresion de Ar2g41800 por la interaccidon con el nematodo sugiere que la infeccién por
M. incognita podria manipular el plan de desarrollo involucrado en la formacion de raices
laterales tal como ha sido descrito para la formacion del callo ya que la infeccion por este
nematodo da lugar a la formacion de una estructura denominada agalla que es resultado de un
proceso de reprogramacion de células del haz vascular (Grunewald et al, 2009). Puesto que
las agallas constituyen el sitio de alimentacion del nemétodo, la importante induccion de la
expresion de Ar2g41800 en la fase inicial de la infeccion del nemdtodo indica que este gen
estd involucrado en el plan de desarrollo de estructuras donde las células presentan un fuerte

gasto de energia y por consiguiente una fuerte demanda de nutrientes.

La proteina At2g41800 se ha detectado en proteomas de pared celular y presenta un péptido
sefial que la dirige al reticulo endopldsmico. En las células meristeméticas de la raiz, la
proteina quimérica 41800-GFP se detecté en ciimulos irregulares y heterogéneos dentro de las
células epidérmicas que podrian corresponder a los compartimentos del aparato de Golgi. En
este caso, la proteina presente en este tipo celular si podria tener el péptido sefial.
Recientemente se ha demostrado que algunas proteinas de pared celular se retienen en los
diferentes compartimentos involucrados en la via secretora sugiriendo que este proceso es un
punto importante de regulacion de la funcién de la proteina a secretar (Rose y Lee, 2010). En

las células de la region de elongacion, la marca se detecté claramente en la pared celular pero
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se detecto difusa en el interior de la célula. En estas células, la sefal en la pared celular se
detecta principalmente en la pared transversal de manera discontinua. Aunque es necesario
llevar a cabo estudios de microscopia electrdnica, estos resultados sugieren una posible
localizacion de At2g41800 en los plasmodesmos que se ha descrito estdn altamente
concentrados en las paredes transversales de las células epidérmicas (Burch- Smith et al,
2011). La deteccion de la proteina en el interior de algunas células de esta region sugiere que
la proteina se encuentra en transito en los elementos del sistema secretor hacia la pared celular
pero no es posible descartar que la proteina carezca de péptido sefial como resultado del
transcrito que contiene el primer intrén relacionado con el mecanismo del reconocimiento de

un primer exon alternativo (Chen et al., 2007).

La localizacion subcelular diferencial de Az2g41800 segun la region de la raiz sugiere que esta
proteina puede estar involucrada en los procesos de comunicacion entre células, La importante
expresion de At2g41800 en las células de callo y la localizacion de Ar2g41800 principalmente
en la pared celular transversal de las células de la epidermis que han sido dafiadas sugiere la
participacion de esta proteina en eventos relacionados con la regeneracion. El estudio de la
localizacion subcelular de At2g41800, utilizando microscopia confocal y electrénica, en las
papilas estigmaticas y durante la induccién de callo y la infeccién por nematodos, procesos
que también involucran una separacion de las células epidérmicas, permitird determinar si la
funcién de esta proteina esta relacionada con eventos de remodelacion de la pared y/o

comunicacion celular.
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VIII. CONCLUSIONES

» La regién de 890 pb utilizada contiene la informacién suficiente para presentar el
patron espacio temporal descrito para Az2g41800 por lo que corresponde a la posible

region promotora.

> El gen At2g41800 se expresa principalmente en las regiones meristemdticas de las
raices primarias y laterales a lo largo del desarrollo y en la papila estigmatica de flores

en estado 12.

» Las hormonas IAA y GA inducen y alteran el patrén de la expresién del gen

At2g41800 a lo largo del desarrollo de la raiz.

» La induccién de la alta expresién de Ar2g41800 durante la formacion de callo explica
la deteccion de la proteina At2g41800 en los proteomas de pared celular de células en

suspension.

» El nemétodo formador de agallas Meloidogyne incognita induce fuertemente la

expresion de Ar2g41800.

» La localizaciéon subcelular de At2g41800 se presenta de manera diferencial
dependiendo del tipo celular de la raiz; en la zona meristemética y de transicion se
observa intracelularmente, mientras que en la zona de elongacion se localiza en la

pared celular y/o en la membrana plasmatica e intracelularmente.
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X.ANEXO

ANEXO I

Protocolo de transformacion en E. coli

Hielo

Tubos con medio LB (6 mL)
Placas con medio LB + antibidtico
Baiio seco a 42°C

Agitador a 37°C a 200-250 rpm

> Sacar las células competentes (Top 10) de -70°C y ponerlas en hielo en presencia del
mechero:

>

VVVVYY

\ 274

Afadir 50uL de células competentes a cada tubo con SuL de ligacién. Mezclar
suavemente por pipeteo.

Incubar en hielo durante 20 minutos.

Incubar las células a 42°C de 40 a 50 segundos y regresar al hielo inmediatamente.
Anadir 950uL de medio LB liquido a cada tubo.

Incubar 1 hora 30 minutos a 37°C en agitacion.

Preparar placas de medio LB con antibiético, 20ulL de X-GAL 50 mg/mL y 100ul de
IPTG (0.1M) distribuyendo estos dos tltimos con asa de vidrio.

Centrifugar 10 min, a 6000 rpm.

Retirar 800uL de sobrenadante. Resuspender el precipitado en los 100uL restantes y
plaquear S0uL por caja de petri con un asa de vidrio.

Incubar toda la noche a 37°C y después poner en el refrigerador.

Extraccion de DNA genémico

20mL de Tris-Hel 1M, pH 7.5
SmL de NaCl 5SM

SmL de EDTA 0.5 M, pH 8
SmL de SDS al 10%

65mL de ddH20

Cortar de 5 a 4 hojas de roseta de una planta y congelarla inmediatamente en
nitrégeno liquido.
Triturar el tejido con palitos hasta obtener un polvo muy fino, sin descongelar
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\ 274

A\

V'V VYV

en ningin momento el tejido.

Agregar de 500 a 700uL de buffer de extraccion de DNA, agitar
manualmente y dejar durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Agregar de 500 a 700uL de fenol:cloroformo: alcohol isoamilico invirtiendo
el tubo

Centrifugar 10 minutos a maxima velocidad.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3M

Agregar 350uL de isopropanol, mezclar por inversion y dejar 5 minutos a
temperatura ambiente

Centrifugar 10 minutos a maxima velocidad.

Lavar el precipitado con 150uL de etanol al 70%.

Centrifugar 5 minutos y quitar el etanol

Disolver el precipitado en 20uLL de agua estéril.

Extraccion de RNA total con TRIZOL(GIBCO BRL)

>

VVVVYYVY \ 274

YV V

>

Moler al menos 100mg de tejido en N2 liquido, homogenizr con 1mL de TRIZOL y
mezclar

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Anadir 200uL de cloroformo y mezclar por inversion 15 segundos e incubar a
temperatura ambiente por 3 minutos.

Centrifugar la muestra a 10,000 rpm por 15 minutos a 4°C.

Tomar la fase acuosa.

Precipitar con 0.5 mL de isopropanol por ml deTRIZOL.

Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos

Centrifugar a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C.

Decantar el sobrenadante y lavar el precipitado con 1ml de EtOH al 75% por ml de
TRIZOL por pipeteo.

Centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm a 4°C.

Decantar el EtOH y dar un spin para eliminar la mayor cantidad posible de etanol sin

tocar el precipitado.
Resuspender en 25uLlL de ddH20.

Protocolo para la sintesis de CDNA (INVITROGEN)

>

En un tubo eppendorf previamente esterilizado agregar:
1uL de oligo dT

Ing a Sug de RNA

IuL de dNTP’s

Aforar con agua estéril a 12ulL

Calentar la mezcla a 65°C durante 5 minutos y meter al hielo inmediatamente después

de la incubacion.
Agregar 4uL de buffer “First strand”,
2ul. de 0.1IM de DTT y
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0.7ulL de RNAase.

Mezclar todo suavemente e incubar durante 2 minutos a 42°C
Agregar 1uL de retrotranscriptasa y mezclar mediante pipeteo
Incubar a 42°C durante 50 minutos

Inactivar la reaccion calentandola a 70°C durante 15 minutos.

Lavado de semillas de Arabidopsis thaliana

VVVV 'V

VYV VY

Colocar las semillas en un tubo eppendorf y agregar 1ml de agua estéril. Dejar
embebiendo 10 minutos.

Dar un spin y eliminar el agua

Agregar 1ml de EtOH y agitar constantemente por 15 segundos.

Dar spin y eliminar EtOH

Agregar 1ml de la solucion de lavado (10% cloro y 1% SDS) y agitar constantemente
por 10 minutos.

Dar spin y eliminar solucién.

Lavar 5 veces con agua estéril desionizada o hasta que no haya residuos de la solucién
de lavado.

Transformacion por electroporacion en Agrobacterium tumefasciens

VVVVYVY

A\

Descongelar las células del hielo. Pre-enfriar la celda de electroporacion.

Mezclar 40ul del plasmido de interés y S0ul de células competentes.

Depositar la mezcla en la celda de electroporacion.

Aplicar un pulso de 2.5 kV, 25uF, 2002 —/cm con k= 4.7 ms.

Agregar 1ml de medio LB inmediatamente después del pulso e incubar a 30°C por
una hora.

Plaquear la mezcla en cajas de LB con el antibiético respectivo, incubar por 2 dias a

30°C.

Transformacion de Arabidopsis thaliana por Agrobacterium tumefasciens, mediante el
método ‘“Floral Dip”.

>

Inocular 5 ml de LB conteniendo 50 ug/ml del antibiético utilizado. En caso de
Kanamicina, la concentracién debe de ser 25 ug/ml. Incubar por 1 o 2 dias en agitacion
a 30°C.

Pasar los 5 ml a 250 ml de LB (50 6 25 ug/ml de antibiético), incubar toda la noche a
30°C en agitacion.

Verter en frascos para centrifuga de 250 ml, los frascos deben estar frios y en todo el
procedimiento mantener las células en hielo.
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Centrifugar 15 minutos a 7500 RPM, a 4°C.

Preparar medio de infiltracién como se indica, la cantidad a utilizar es opcional.
Disolver la pastilla de células en una pequefia cantidad del medio de infiltracion, una
vez disuelta ajustar al volumen final deseado. Utilizar una charolita pequefia que
permita introducir los botones florales de la planta.

Se prepara una charola para plantas con sanitas mojadas para ambientar una camara
humeda.

Las plantas se sumergen en el medio de infiltracién por 15-20 segundos y se colocan
sobre las sanitas humedas en posicion horizontal

La charola se cubre con plastico lo mas oscuro posible, se sella bien y se cubren con
papel aluminio para mantener las lantas en ambiente himedo y oscuro. Mantener este
tratamiento hasta el dia siguiente.

Al dia siguiente, sacar las plantas y colocarlas en posicion vertical en la camara de
crecimiento.

Induccion de callo a partir de raices de Arabidopsis thaliana

Sales de Gamborg (B5) 100% para 1 litro:

>
>
>

Vitaminas R2
500ug de 2.4-D
50ug de kinetina
20g de sacarosa
Medio MS pH 5.7
3.3g de gellan

Preparar cajas de petri.

Se utilizan raices de una edad de 10 dias posterior a la germinacion.

Las raices y cotiledones se colocan en el medio de induccién, manteniendo
condiciones de esterilidad adecuadas.

68



ANEXO II

Tabla I. Oligos disefiados para la amplificacion de la region codificante del gen

At2g41800

Oligonucleétido sentido (F41800sel)

Oligonucleétido antisentido (R41800sel)

Tamano del
producto (pb)

5 “"ATGTCTCTCTATCACTCTCTT "3

3 "TTAACGGGCCAGGGTAACA 5

1,113

Tabla II. Oligos disefiados para la amplificacion de la region promotora de At2g41800

Oligonucleétido sentido (PROMSO0F) Oligonucleétido antisentido (PROMS8O00R) | Tamaio del
producto (pb)
5°AAGCTTCGTAGATTGCGGAGAAAAGAACC 3 3 GGATCCTTTAAAGTCTTATTAATTAGTTCGCC 5 890

Tabla III. Oligos diseiiados para la amplificacion del gen completo At2g41800

Oligonucleétido sentido (PROMSO0F)

Oligonucleétido antisentido
(SP41800LSR)

Tamano del
producto (pb)

5 “AAGCTTCGTAGATTGCGGAGAAAAGAACC "3

3 "CGCAACAACAATGGGACCGGGCAATTCCTAGG "5

2,222

Tabla IV. Oligos diseiiados para la amplificacion de la proteina verde fluorescente (GFP)

Oligonucleétido sentido (GFPF)

Oligonucleétido antisentido (GFPR)

Tamano del
producto (pb)

5 “GGATCCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTG
GAG”3

3 "GAGCTCTTATTTGTATAGTTCATCCATGCC "5

714

Tabla V.Oligos diseiiados para la amplificacion del gen At2g41800 con la insercion de T-

DNA

Oligonucledtido sentido(MET41800)

Oligonucledtido antisentido(LBal)

Tamano del
producto (pb)

(MET41800)
5 “GGATCCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGA
G™3

(LBal)
3 "GAGCTCTTATTTGTATAGTTCATCCATGCC 5
(FIN41800)

1500
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Tabla VI. Condiciones de los programas utilizados para la amplificacion de las

construcciones
Construccion Programa de PCR
Regioén codificante de T inicial 94°C 5’
At2g41800 T de desnaturalizacién 94°C 30"
T de hibridacion o “annealing” 60°C 30" 35 ciclos
T de extension 72°C 1" 30"
T final 72°C 5’
T de enfriamiento 4°C
Promotor At2g41800 T inicial 94°C 5’ ~
T de desnaturalizacion 94°C 30"
T de hibridacion o “annealing” 64°C 30" ~ 35 ciclos
T de extension 72°C 1" 30"
T final 72°C 5 7
T de enfriamiento 4°C
Gen Completo At2g41800 | T inicial 94°C 5’ )
T de desnaturalizacion 94°C 30"
T de hibridacion o “annealing” 64°C 30" 35 ciclos
T de extension 72°C 2" 30"
T final 72°C 5~
T de enfriamiento 4°C
GFP T inicial 94°C 5° )
T de desnaturalizacion 94°C 30"
T de hibridacion o “annealing” 65°C 30" 35 ciclos
T de extension 72°C 2" 30"
T final 72°C 5~
T de enfriamiento 4°C
At2g41800 + T-DNA T inicial 94°C 5'
T de desnaturalizacion 94°C 30"
T de hibridacion o “annealing” 60°C 30" 35 ciclos
T de extension 72°C 2" 30"
T final 72°C 5’
T de enfriamiento 4°C

70



Control negativo de la fig
post-germinacion.

ANEXO III

wt columbia de 7 dias
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