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Resumen

Arabidopsis thaliana es una Brassicacea ampliamente utilizada como modelo
experimental en estudios fisiolégicos, genéticos y de biologia molecular en plantas. En
particular, su raiz presenta una simplicidad anatémica, tamafo pequefio y transparencia
gque permiten estudiar con relativa facilidad los diferentes tipos celulares que la
componen. Tales caracteristicas han permitido estudiar los procesos de proliferacion y
diferenciacién celular, necesarios para la organogénesis en plantas El balance entre ambos
procesos involucra una expresion génica diferencial finamente regulada por numerosos
factores, entre los que destacan los factores de transcripcidn. Analizar su patron de
expresion durante el desarrollo es prioridad para su caracterizacion funcional. Para ello Ia
técnica de hibridacién in situ es una de las técnicas mas utilizadas.

En el presente trabajo se estandarizd la técnica de hibridacion in situ “whole mount”
(WISH) para el anadlisis de expresion del gen AGAMOUS-like 19 (AGL19), un gen
perteneciente a la familia de factores de transcripcion tipo MADS, durante el desarrollo de
la raiz de Arabidopsis thaliana.

Para ello, se modificaron numerosos puntos del protocolo de hibridacion in situ publicado
por Hejatko et al., (2006), entre los que destacan: la fijacidn quimica, la concentracién de
la sonda, el nUmero de lavados, la concentracion y tiempo de incubacion del anticuerpo.
Tales cambios realizados en este trabajo mejoraron de forma sustancial los problemas de
senal inespecifica y maltrato al tejido de raiz.

Asi mismo, se analizd la expresion del gen AGL19 en raices de plantas de 7 dias post
siembra (dps), logrando determinar una expresion diferencial a lo largo del eje apico-basal
de la raiz. La senal de expresion fue observada en células del cértex, y haz vascular de la
zona meristematica y todos los tipos celulares (epidermis, cértex, y haz vascular) de la
zona de elongacion.

Dado que el gen AGL19 comparte una gran identidad (80% de identidad a nivel de su

secuencia codificante) con el gen XAL2/AGL14, asi como una fuerte expresién en raiz

\



(Alvarez-Buylla et al., 2000b; Rounsley et al., 1995); se realizo la localizacidn del transcrito
de AGL19 en plantas mutantes de XAL2/AGL14, lo que corroboré el patron de expresion
de AGL19.

Estos resultados contrubuyen a la caracterizacion funcional de AGL19 en el desarrollo

radicular.

Vil



1. Introduccion

1.1 Arabidopsis thaliana como modelo experimental.

Con la finalidad de identificar los genes que controlan el desarrollo en plantas, se han
designado distintos organismos modelo, entre los que destaca la pequena
eudicotiledénea Arabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana es una Brassicacea ampliamente utilizada como modelo
experimental en estudios fisioldgicos, genéticos y de biologia molecular en plantas, debido
a que ofrece multiples beneficios para su estudio, como un ciclo de vida corto (cerca de
seis semanas desde la germinacion hasta la maduracion de las semillas), abundante
produccion de semillas, un genoma relativamente pequefio (de alrededor de 125 Mb) que
estd completamente secuenciado, obtencién de mutantes mediante métodos eficientes
de transformacion genética y un gran numero de lineas mutantes, muchas de las cuales se

encuentran disponibles en centros de distribucion de semillas (Koornnef et al., 2004).

El ciclo de vida de Arabidopsis thaliana es similar al observado en cualquier otra
angiosperma. La doble fecundacién produce un embridn cuya organizacion celular define
dos meristemos primarios; el meristemo apical de raiz (Root Apical Meristem, RAM) vy el
meristemo apical aéreo (Shoot Apical Meristem, SAM), los cuales mantienen la
organogénesis durante toda la vida de la planta.

Posterior a la germinacién, el SAM dirige la formacién de hojas en roseta. Este desarrollo
vegetativo culmina con la transicidén a la floracidon, que promueve la emergencia de un
escapo en cuyos extremos axilares se desarrollan flores perfectas, con capacidad de
autofecundarse. Por otra parte, el RAM controla el desarrollo de la raiz, el cual no se ve
alterado desde la formacion de la raiz primaria originada en la embriogénesis, su
crecimiento es continuo y sigue un mismo patrén de diferenciacion radial (Taiz & Zeiger

2006).



1.2 Estructura y desarrollo de la raiz

En particular, la raiz de Arabidopsis thaliana presenta una simplicidad anatdmica, tamafio
pequeno y transparencia que permiten estudiar con relativa facilidad los diferentes tipos
celulares que la componen. Funcionalmente, se ha dividido en tres regiones contiguas,
caracterizadas por los distintos procesos celulares que en ellas se llevan a cabo (Figura
1.A).

La zona meristematica o region proliferativa que conforma el RAM, es caracterizada por
una gran actividad mitética celular; aqui se localiza un nimero pequeno de células
troncales que generan todos los tipos celulares de la raiz. Este nicho de células troncales
esta conformado por cuatro células centrales con baja actividad mitética conocidas como
centro quiescente, a partir de las cuales se generan las células iniciales de la columela,
epidermis/cofia lateral, cortex/endodermis y haz vascular/periciclo (Figura 1.B y 1.C), que
a su vez generan nuevas células sin comprometer su estado celular indiferenciado,
resultado de un proceso de sefializacidon entre éstas y el centro quiescente (Aida et al.,

2004; van den Berg et al., 1997).

Cuando las células emergen de la zona meristemdtica, experimentan un periodo de
crecimiento o alargamiento celular definiendo la zona de elongacidn. Finalmente, las
células comienzan a diferenciarse y con ello es evidente la aparicion de pelos radiculares y
células vasculares desarrolladas, caracterizando la zona de diferenciacion.

Cada una de estas zonas de la raiz se encuentran acopladas tridimensionalmente con un
patrén radial de diferenciacion tisular. En un corte transversal a nivel de la zona de
diferenciacién, es posible apreciar una serie de capas celulares dispuestas en forma de
anillos concéntricos que estan definidos de afuera hacia adentro como epidermis, cértex,

endodermis y haz vascular constituidos por el periciclo, protoxilema y protofloema.
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Figura 1. Estructura de la raiz de Arabidopsis thaliana. A) Representacion de las distintas regiones
gue componen la raiz de Arabidopsis thaliana. B) Nicho de células troncales, las flechas indican los
planos de divisidn celular. C) Esquema de la raiz, en donde es posible apreciar las capas celulares
que la componen. CQ (Centro quiescente), Epi/CL (Epidermis y Cofia lateral). Modificado de
Bennett & Scheres 2010.

Debido a las caracteristicas anteriormente mencionadas como su transparencia y tamafio
pequefio, en la raiz pueden estudiarse con relativa facilidad, algunos procesos celulares y
moleculares ocurridos durante el desarrollo en plantas, en particular los procesos de
proliferacién y diferenciacién celular.

El balance entre proliferacion y diferenciacion celular involucra una expresién génica
diferencial finamente regulada por numerosos factores de transcripcion, reguladores

epigenéticos, hormonas entre otros, los cuales se integran en complejas redes de



interaccion. En particular, muchos de los factores de transcripcion que participan en tales
redes se agrupan en grandes familias multigénicas delimitadas generalmente por
caracteristicas estructurales de sus proteinas y en particular por sus dominios de union a

ADN.

1.3 Factores de transcripcion tipo MADS-box en plantas

Una de las familias de factores transcripcionales mas estudiada durante el desarrollo de
las plantas es la denominada MADS-box. Los genes miembros de esta familia se
caracterizan por presentar un motivo altamente conservado llamado caja MADS (MADS-
box), el cual codifica para un dominio MADS de unidn a ADN (Kaufmann et al., 2005). El
término MADS deriva de las iniciales de los primeros genes de esta familia que fueron
clonados: MINICHROMOSOME MAINTENANCE1 (MCM1) de Saccharomyces cerevisiae,
AGAMOUS de Arabidopsis thaliana, DEFICIENS de Antirrhinum majus y SERUM RESPONSE
FACTOR (SRF) de humano (Shore & Sharrocks 1995).

Andlisis filogenéticos han dividido a la familia MADS- box en dos grupos denominados Tipo
| (SRF-like) y Tipo Il (MEF2-like) (Alvarez-Buylla et al., 2000a) ambos presentes en plantas,
animales y hongos.

En particular, los MADS-box tipo Il incluyen a los genes MEF2-like de animales y hongos, y
a los genes MICK propios de plantas (Kaufmann et al., 2005). Los genes MICK deben su
nombre a su estructura modular consistente de cuatro dominios funcionales: Un dominio
MADS (M) altamente conservado, una region intermedia (I), un dominio de dimerizacion

tipo-keratina (K) y una region carboxilo terminal (C) (Figura 2).

MADS MEF2-like I K C

Aminodcidos 0 60 120 180 200+

Figura 2. Estructura de los factores de transcripcién MADS tipo Il



El domino MADS de unidn a ADN, esta compuesto de 60 aminodcidos (Kaufmann et al.,
2005). Este reconoce especificamente secuencias consenso CC(A/T)°GG y algunas
variantes de esta secuencia, las cuales son denominadas cajas CArG (CArG box) y se
encuentran presentes en la region promotora de sus genes blanco (Shore & Sharrocks
1995).

El dominio | (60 a 86 aminoacidos de longitud), rio abajo del dominio MADS, esta
implicado en la formacién de dimeros y la especificacion en la formacién de éstos (Shore
& Sharrocks 1995).

El dominio K comprende de 87 a 150 aminodcidos hidrofébicos dispuestos en un patrén
regular. Su estructura es caracterizada por tres a-hélices denominadas K1, K2 y K3, las
cuales conforman una estructura super enrrollada tal como la que se encuentra en la
qgueratina. Esta estructura tridimensional se cree estd implicada en la formacion de
heterodimeros e interacciones proteina-proteina (Kaufmann et al., 2005).

Finalmente el dominio C es la regidn menos conservada y mas variable en longitud, que
podria estar implicada en distintas funciones, como la estabilizacién de las interacciones
mediadas por el dominio K, ser un requerimiento para la especificidad funcional y estar
involucrado en la activacion transcripcional (Alvarez-Buylla et al., 2011; Theissen et al.,
2000).

De la familia MADS, los genes tipo Il (MICK) fueron los primeros y mejor caracterizados en
plantas (Alvarez-Buylla et al., 2011), en comparacién a los genes MADS-box tipo | (los
cuales no presentan el dominio de dimerizacion K) (Nam et al.,, 2004). Actualmente se
sabe que los genes MADS-box tipo Il estan involucrados en una serie de importantes
procesos del desarrollo tales como la morfogénesis floral (Coen & Meyerowitz 1991), el
desarrollo del évulo, crecimiento vegetativo, la embriogénesis y la formacion del fruto
(Paolacci et al., 2007). Sin embargo, aunque son mejor conocidos por sus funciones en la
especificacion de la identidad de organos florales, la regulacion del tiempo floral y otros
aspectos de la biologia reproductiva (Messenguy & Dubois 2003), también son
ampliamente expresados en tejidos vegetativos (Parenicova et al., 2003). Un gran numero

de ellos se expresan en raiz, los cuales en su mayoria no han sido caracterizados



totalmente o se sabe muy poco acerca de su expresion y funcién (Alvarez-Buylla et al.,
2000a; Burgeff et al., 2002; Gan et al., 2005; Parenicova et al., 2003; Rounsley et al.,
1995).

Entre algunos de los genes de la familia MADS fuertemente expresados en raiz y de los
cuales ha comenzado a conocerse su papel funcional durante el desarrollo, estan:
XAANTAL1/AGAMOUS-like 12 (XAL1/AGL12), XAANTAL2/AGAMOUS-like 14 (XAL2/AGL14),
AGAMOUS-like 17 (AGL17) y AGAMOUS-like 19 (AGL19).

XAL1/AGL12 es un gen perteneciente al mismos clado que el gen floral AGAMOUS, se
expresa en parte aérea, sin embargo la concentracion mas alta de mensajero se encuentra
en la raiz (Tapia-Lopez et al., 2008). Mutantes de pérdida de funcion de XAL1/AGL12 (xal1)
presentan raices cortas con una disminucion en la tasa de produccion celular y reduccion
en tamafnio del RAM, en comparacion a plantas silvestres (Figura 3). Aunado a esto, los
mutantes xall presentan un incremento en la duracién del ciclo celular (Tapia-Lépez et al.,
2008). Analisis preliminares muestran que XAL1/AGL12 puede ser un regulador
transcripcional de diferentes componentes de ciclo celular (Garcia-Cruz, tesis doctoral en
proceso) y con ello ser un regulador de la proliferaciéon celular del meristemo de la raiz. En
cuanto a la arquitectura celular del RAM de xal1, es evidente la desorganizacién del nicho
de células troncales y columela, por lo que XAL1/AGL12 también es necesario para la
correcta organizacion del nicho de células troncales.

Un fenotipo similar al de los mutantes xall, se observa en mutantes de pérdida de funcién
del gen XAL2/AGL14 (xal2) (Figura 3). Estudios funcionales de XAL2/AGL14, un gen
cercanamente relacionado al gen floral SUPPRESOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS1
(SOC1) (Martinez-Castilla & Alvarez-Buylla 2003), han mostrado que es necesaria su
funcion para el correcto desarrollo de la raiz.

A pesar de que el fenotipo observado entre las mutantes xall y xal2 es muy parecido, los
mecanismos funcionales de cada uno de los genes parecen ser diferentes. Analisis
cuantitativos de las raices de xal2 indican que hay una significativa disminucién en el

numero de células meristematicas, asi como una baja tasa de produccién celular y una



reduccion en tamafno de la zona de elongacidn, lo que conlleva a la disminucién en el
tamafio de la raiz. Aunado a esto, se ha propuesto que XAL2/AGL14 regula la expresidn de
genes implicados en la distribucién de auxinas; una hormona que controla la proliferacién
y diferenciacién celular de la raiz (Garay-Arroyo et al., datos no publicados).

Contrario al papel funcional de XAL1/AGL12 y XAL2/AGL14 como reguladores positivos del
desarrollo de la raiz, el gen AGL17 parece actuar como represor del desarrollo radicular
(Fonseca 2011; Pacheco-Escobedo, tesis doctoral en proceso). AGL17 esta agrupado en el
clado de ANR1 conformado por genes que se expresan fuertemente en raiz (Martinez-
Castilla & Alvarez-Buylla 2003). Plantas mutantes ag/17 muestran un ligero incremento en
tamafio de este drgano en comparacion al fenotipo observado en plantas silvestres (Figura
3). Datos obtenidos en dobles mutantes xal1-agl17y xal2-agl/17 indican que la ausencia de
expresion de AGL17 en mutantes xall o xal2 es suficiente para inducir el crecimiento y
restablecer el tamafio observado en la raiz de cada mutante (Pacheco-Escobedo, tesis
doctoral en proceso). Los datos obtenidos dentro del laboratorio sugieren que AGL17 es
un represor del crecimiento de la raiz, promoviendo la diferenciacién y reprimiendo la

proliferacidn celular.

xall

xal2

agliz

Figura 3. Plantas de 7 dias de crecimiento silvestres WT (wild-type) y mutantes xall, xal2 o agl17.
En donde se muestra el fenotipo radicular de cada mutante respecto a WT. Modificada de

Pacheco-Escobedo, tesis doctoral en proceso.



1.4 Funcion de AGL19 en el desarrollo de la raiz

El gen AGL19, otro miembro de la familia MADS, se expresa fuertemente en raiz.
Inicialmente se creyd que era un factor transcripcional especifico de este érgano (Alvarez-
Buylla et al., 2000b) pero ya ha sido reportada también su expresién en la parte aérea
(Schonrock et al., 2006; Villajuana 2006). Mutantes de pérdida de funcion agl/19-3
(SALK_000234) muestran raices cortas en comparacion al fenotipo silvestre y una
desorganizacion de las células de la columela (Figura 4) (datos por corroborar).

El fenotipo observado en las mutantes parece indicar que AGL19 regula de manera
positiva el desarrollo de la raiz, en particular, parece estar involucrado en el crecimiento
de la raiz y su correcta organizacion celular (datos por corroborar); sin embargo, el
mecanismo por el cual lo hace es desconocido.

El estudio de AGL19 se ha relacionado directamente con el estudio de XAL2/AGL14 gen
con el que comparte mas de un 80% de similitud a nivel de su secuencia codificante
(Figura 5) y el 76% de similitud en su secuencia a nivel de aminoacidos de la regién MIK
(Figura 6) (Alvarez-Buylla et al., 2000b).

Ambos genes presentan un patréon de expresion muy similar. Ensayos de hibridacion in
situ de XAL2/AGL14 (Garay-Arroyo et al., datos no publicados) han reportado su
expresion en capas celulares de la raiz, donde se ha descrito la expresion del gen AGL19
(Alvarez-Buylla et al., 2000b). Por lo que en un principio se sugirié que ambos reguladores
positivos del crecimiento de la raiz, podrian ser redundantes funcionalmente; sin
embargo, aunque el fenotipo observado individualmente en ambos mutantes es parecido,
todo parece indicar que AGL19 y XAL2/AGL14 participan de forma muy diferente en el

desarrollo de la raiz.
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Figura 4. Comparacion del fenotipo de plantulas silvestres (WT) y mutantes ag/19-3 de siete dias
A) Diferencias en crecimiento radicular. B) Regién meristemdtica de planta silvestre. C) La tincién
de los granulos de almiddn con lugol permite observar los desarreglos en las capas de la columela

en plantas agl/19-3 con respecto a la columela de plantas silvestres.
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Figura 5. Comparacion de la secuencia codificante de AGL19 y XAL2/AGL14. |dentidad: 81.06%.

AGL19 MVRGKTEMKRIENATSRQVTEFSKRRNGLLKKAFELSVLCDAEVALVIFSPRSKLYEFSSS 60
XAL2/AGL14 MVRGKTEMKRIENATSRQVTEFSKRRNGLLKKAFELSVLCDAEVALIIFSPRGKLYEFSSS 60
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AGL19 —SIAATIERYQRRIKEIGNNHKRNDNSQQARDETSGLTKKIEQLEISKRKLLGEGIDACS 119
XAL2/AGL14 SSIPKTVERYQKRIQDLGSNHKRNDNSQQSKDETYGLARKIEHLEISTRKMMGEGLDASS 120
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XAL2/AGL14 RISSSSSTSELDIDDNEMEVVTDLFIGPPETRHFKKFPPSN 221
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Figura 6. Comparacion de la secuencia de aminoacidos del gen AGL19 y XAL2/AGL14, en donde es
posible apreciar un 75.6 %. de identidad entre ambas proteinas. *aminoacidos idénticos,

aminodcidos similares, . aminoacidos similares.

1.5 Métodos de estudio para la determinacion del patron de expresion
génica.

El analisis de la expresion génica es crucial para la caracterizacidén funcional de los genes.
Por lo tanto, esclarecer el patrén de expresiéon en un momento y espacio determinados, es
parte fundamental de la investigacién durante el desarrollo. Para ello, ha sido de gran
importancia el desarrollo de métodos cada vez mas especificos y de mayor sensibilidad,
gue ofrezcan informacion fiable y certera acerca del patron de expresion génica (Bruno et
al., 2011).

En particular, para el estudio del ARN mensajero, se han desarrollado métodos de analisis

como el Northern blot y la RT-PCR; sin embargo, en estas técnicas el método de extraccion
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de ARN puede producir resultados variables (algunos métodos de extraccién son mas
sensibles a ciertos tipos de ARN), asi como una nula informacién referente al patrén de
expresion espacial (MacFadden 1995).

La técnica de hibridacion in situ (ISH, por sus siglas en inglés) ARN:ARN, es un método de
localizacién especifica de transcritos, que nos permite, a diferencia de los métodos
anteriormente mencionados, estudiar el modelo de expresién espacio-temporal de los
genes (de Almeida et al., , 1998). Esta técnica no solo es una herramienta util para el
analisis de la expresion de ARN mensajero (ARNm), sino que en base al patréon de
expresion génica tejido-especifico de los transcritos, en algunos casos es posible deducir la
localizacién de la proteina para la cual codifican (Bruno et al., 2011, Burgeff et al., 2002)
La técnica esta basada en la hibridaciéon de un ARN mensajero celular de cadena sencilla
con una hebra de ARN complementaria, la cual es denominada sonda. La sonda puede ser
radioactiva y con ello la hibridacion puede ser detectada por autoradiografia, o estar
marcada con un grupo hapteno (no radioactivas) y ser visualizada directa o
indirectamente por inmunocitoquimica.

De manera general, la técnica involucra una serie de pasos secuenciales (Figura 7) entre
los que destacan: 1) La generacion de la sonda marcada frecuentemente por transcripcion
in vitro. 2) La fijacion del tejido a trabajar con la finalidad de mantener integra la
estructura y composiciéon quimica celular. 3) Un pre-tratamiento de las muestras cuya
finalidad es permeabilizar el tejido para incrementar la accesibilidad de la sonda a la
secuencia objetivo, asi como la preparacion del tejido a las condiciones de hibridacion. 4)
La hibridacién de la sonda marcada a la secuencia objetivo. 5) La remocién de la sonda no

hibridada a través de una serie de lavados y 6) La deteccion de la sonda hibridada.
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Figura 7. Técnica de hibridacién in situ en plantas. Modificado de Bruno et al., 2011.

Actualmente existen varias alternativas para elegir el tipo de sonda y los métodos de
marcaje y deteccion. Importantes avances han sido logrados con el uso de sondas no
radioactivas, las cuales han sido muy utilizadas, dado su alta estabilidad, resolucién a nivel
celular, rapida deteccion, bajo costo y sobre todo seguridad (Wilkinson 1998, Childs 2000).
En las sondas no radioactivas se encuentran incorporados nucledtidos modificados que
tienen unido un grupo hapteno que es reconocido por un anticuerpo. El anticuerpo puede
estar acoplado a una enzima, que en presencia de un sustrato cromogénico produce un

compuesto insoluble y de color.
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Los haptenos comunmente utilizados son la digoxigenina (DIG), fluoresceina (FITC) y
biotina. Entre los que destaca la digoxigenina, hapteno frecuente utilizado por su alta
estabilidad y rapido sistema de deteccion. Este esteroide extraido de las plantas Digitalis
purpurea y Digitalis lanata, esta incorporado a las bases uracilo de la sonda de ARN (UTP-
DIG). Su deteccion esta dada por la especificidad de fragmentos Fab Anti-DIG conjugados
con una enzima fosfatasa alcalina la cual en presencia del sustrato NBT/BCIP produce un
compuesto insoluble de coloracién azul (Wilkinson 1998, Morel 2001).

Aunque conceptualmente la técnica parece ser simple, es afectada por multiples variables
como la estabilidad y accesibilidad de la secuencia objetivo, el método de fijacion celular,
las condiciones de prehibridacién e hibridacién, la eleccidon del sistema de deteccidn, el
tamanio, la especificidad y la naturaleza de la sonda, por lo que cada tejido y secuencia
génica a investigar requieren diferentes condiciones Optimas para cada una de estas

variables.

1.6 Hibridacion in situ “whole mount “ (WISH)

La técnica clasica para la localizacion in situ de transcritos, es realizada en secciones de
tejido. El material bioldgico a trabajar requiere de un procesamiento que demanda mucha
experiencia y sobre todo tiempo ademas del dafio y alteracién que el tejido puede sufrir
durante los procesos de inclusiéon y microtomia.

Con la finalidad principal de mantener integra la estructura y composicion celular de los
tejidos, se han desarrollado nuevas técnicas de hibridacion in situ, las cuales no solo
permiten una rapida localizacidon del transcrito sino también la alteracién minima de la
muestra.

Este es el caso de la técnica de hibridacién in situ “whole mount” (WISH), la cual es muy
similar a la que se realiza en cortes histoldgicos con la excepcién de que el tejido u
organismo a trabajar no es alterado en estructura, el tejido completo es procesado
durante toda la técnica por lo que la visualizacién de los transcritos puede ser apreciada
en células individuales, proporcionando un modelo tridimensional del patron de expresion

génica.
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1.7 WISH en tejidos de plantas.

La técnica de WISH inicialmente fue desarrollada para la localizacién in situ de transcritos
en embriones de Drosophila melanogaster (Tautz & Pfeifle 1989) y a partir de este método
se han desarrollado nuevos protocolos tanto para otras células animales como de plantas.
Su adaptacion a los tejidos vegetales ha tenido que enfrentar diversas limitaciones, como
la presencia de la pared celular, la cual es una barrera a la permeabilidad de los reactivos;
no obstante, numerosos protocolos ya han sido exitosamente desarrollados y cada vez
son mas sensibles y rapidos de realizar.

Los protocolos de WISH descritos por Ludevid et al, (1992), Bennett et al., (1996) y
Almeida et al., (1998), han sido la base para la estandarizacion de un protocolo de mayor
especificidad y facil realizacion en plantas (Friml et al., 2003). El mas conocido es el
desarrollado por Hejatko et al., (2006), el cual fue disefiado para el estudio de la expresion
génica en embriones, raices, hipocotilos y hojas de plantulas de Arabidopsis thaliana. La
técnica completa se lleva a cabo en aproximadamente siete dias, bajo la premisa de
generar resultados con bajo fondo (“background”) y controles totalmente limpios de
senal. Sin embargo, como se mencioné anteriormente ningun protocolo ha llegado a ser
universal y multiples modificaciones pueden ser realizadas de acuerdo a los fines de la

investigacion, lo que ha llevado a una disposicion vasta de protocolos de WISH.
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2. Antecedentes inmediatos

Con base en la técnica de hibridacion in situ realizada en secciones de tejidos, en el afio
2000 se reportd el patrén de expresion de AGL19 en la raiz de Arabidopsis thaliana
(Alvarez-Buylla et al., 2000b, Burgeff et al., 2001) La sefial fue observada en células de la
columela, cofia lateral y epidermis de la regién meristematica, tanto en la raiz principal
como en las raices laterales. En la zona de diferenciacion, el ARNm de AGL19 fue
observado solo en los tipos celulares del haz vascular (Figura 8).

Para realizar estos ensayos se utilizd una sonda de 670 pares de bases (pb), que
posteriormente fue hidrolizada. El gran tamano de la sonda indica que estd abarca toda la
secuencia codificante del gen (de 660 pb), reportada actualmente en la base de datos del
TAIR para AGL19 (At4g22950) por lo que existe la probabilidad de que no solo haya
hibridado con el ARNm de AGL19, sino también con otros transcritos de factores
transcripcionales tipo MADS. Por otra parte, al utilizar una sonda hidrolizada no podemos

saber con exactitud qué region de esta fue con la que finalmente hibridé el mensajero de

AGL19.
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Figura 8. Expresidén de AGL19 en raices de plantas silvestres. Seccidn longitudinal del meristemo de
la raiz principal: A) con la sonda de ARN sentido y B) con la sonda de ARN antisentido. Deteccion
de AGL19 en C) raiz lateral y D) en raiz madura hibridada con la sonda ARN antisentido de AGL19.

Las fechas indican células de la endodermis. Imagen tomada de Alvarez-Buylla et al., 2000b
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Posterior a este trabajo no se han publicado nuevos resultados de hibridaciones in situ de
AGL19 en tejido de la raiz.

Por lo anterior y dada la necesidad de esclarecer el patron de expresion tridimensional de
los genes MADS-box durante el desarrollo, este estudio estarad enfocado al conocimiento
del patrén de expresion de AGL19 en el tejido de raiz.

Para ello, la técnica de WISH es una herramienta que nos permitira analizar su expresion y
localizacién en un tiempo-espacio determinado, lo cual es crucial para elucidar su
organizacién y funcion durante el desarrollo de este drgano.

En nuestro laboratorio el protocolo de WISH publicado por Hejatko et al., (2006) se ha
empleado para el analisis de expresidn de algunos factores transcripcionales tipo MADS
en la raiz, tal es el caso del gen AGL19. Sin embargo, numerosos ensayos han sido
realizados y no ha sido posible evitar la gran cantidad de sefial inespecifica, asi como el
maltrato de los tejidos. En el caso de la raiz, ha sido muy dificil obtener datos en tejidos
integros debido a que las raices de Arabidopsis, en comparacion a estructuras como el
embrién o la flor, son érganos muy fragiles que facilmente se maltratan durante el
proceso y el dano o pérdida de la zona meristematica llega a ser inminente. Por lo
anterior, este trabajo esta enfocado a estandarizar la técnica de hibridacion in situ WISH

para determinar la expresion de AGL19.
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3. Planteamiento del problema

Los genes MADS-box estan involucrados en una serie de importantes procesos del
desarrollo en plantas, como los de proliferacion y diferenciacion celular. Esclarecer su
patrén de expresidon en un tiempo-espacio determinados es parte importante de su
estudio como reguladores de la organogénesis, para ello la técnica de hibridacién in situ es
una buena opcidn; sin embargo, la fragilidad de tejidos como la raiz ha sido un problema
constante, asi como la alta cantidad de sefial inespecifica relacionada a la gran similitud

entre los miembros de esta familia multigénica.

4. Hipotesis

De acuerdo a las caracteristicas de la raiz de Arabidopsis thaliana, si se modifican algunos
puntos determinantes de la técnica de WISH, como la fijacidn, la concentracién de la
sonda, anticuerpo y tiempo de incubacion, entonces se logrard la optimizacion de la
técnica para la deteccion de transcritos de los genes MADS-box en este tejido,

particularmente del gen AGL19 lo que contribuira a su caracterizacién funcional.
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5.0bjetivos

Objetivo general
Analizar el patrén de expresidon espacio-temporal del gen AGAMOUS-like 19 (AGL19) en la
raiz de Arabidopsis thaliana por medio de la técnica de WISH y contribuir con ello a su

caracterizacion funcional durante el desarrollo radicular.

Objetivos particulares

1. Estandarizar la técnica de WISH para la localizacion de transcritos en la raiz.
2. Analizar la expresion del gen AGL19 durante el desarrollo de la raiz.

3. Determinar el patron de expresion espacio-temporal del gen AGL19 en la raiz de

plantas silvestres y mutantes agl/19-3, por medio de la técnica de WISH.
4. Determinar la expresién génica espacio-temporal de AGL19 en mutantes de

XAL2/AGL14, un gen relacionado a AGL19 y comparar el patron de expresion

observado con el de plantas silvestres.
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6. Método experimental

6.1 Material biologico y condiciones de crecimiento

En este estudio se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col-0)
como control y dos lineas mutantes de AGL19 (ag/19-3; SALK_000234) y XAL2/AGL14
(xal2-2).

El mutante agl/19-3 presenta una insercion de T-ADN entre los limites del cuarto intrén, a
2460 pb del coddn de inicio de la transcripcién. En tanto que el mutante xal2-2 presenta
una inserciéon por transposon del tipo En-1 (Baumann et al., 1998) al final del quinto exén
(Figura 1; Anexo).

Las semillas de plantas control (Col-0) y procedentes de lineas homocigotas de agl19-3 y
xal2-2, fueron desinfectadas con una solucion 60% Cloro y Tween -20 al 0.001%, durante
5 minutos; después se enjuagaron cinco veces en agua destilada y estéril. Para asegurar
una germinacién uniforme fueron estratificadas a 4°C durante tres dias. Posteriormente,
se sembraron en placas de medio sélido Murashige-Skoog (MP Biomedicals) 0.2X mas 10%
de sacarosa, pH 5.6 y fueron colocadas verticalmente en camaras de crecimiento
Conviron, con temperatura de crecimiento de 22°C bajo fotoperiodo de dia largo (18 horas

luz y 6 horas oscuridad).

6.2 Extraccion de ARN y RT-PCR

Se realizd la extraccion de ARN total de la raiz de plantas control de 5, 7 y 9 dias post
siembra (dps) y plantas de agl19-3 y xal2-2 solo de 7 dps, utilizando el método de Trizol’
(Invitrogen™). Las raices fueron congeladas a 70°C, pesadas y posteriormente maceradas
hasta obtener un polvo fino y homogéneo, evitando en todo momento el
descongelamiento del tejido. Se agregé 1 ml de Trizol’ por cada 100 mg de tejido y las
muestras fueron colocadas 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se

realizaron dos extracciones con cloroformo y se precipitd con isopropanol frio durante
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una hora a -20°C. Las muestras de ARN se centrifugaron y lavaron dos veces con 500 ul de
etanol 75% para finalmente resuspender el pellet en 20 ul de agua MilliQ.

Una vez determinada la concentracion e integridad de cada una de las muestras de ARN,
se sintetizd el ADNc de cada una de ellas utilizando el kit “First-strand cDNA Synthesis
Using SuperScript™ Il RT” (Invitrogen™). La reaccidn se realizé en un volumen final de 20
ul, para ello se agregd en un tubo 0.5 uM de oligo dT y 0.5 mM total de desoxinucledtidos
trifosfato (dNTPs) con 200 ng de muestra de ARN, esta reaccién se incubd a 65°C por 5
minutos. Posteriormente, a cada muestra se adiciond 1X de amortiguador First Strand,
10mM de DTT, 40U de RNAsaout™ y 200U de la enzima SuperScript™ Il RT; la sintesis de
ADNCc se realizé a 42°C por 50 minutos y la enzima se inactivé a 70°C por 15 minutos.

Para determinar la expresion de los genes de interés se usaron oligonucledtidos
especificos para amplificar el gen AGL19 y XAL2/AGL14; como control interno se usaron
oligonucledtidos para amplificar TUBULINA2 (Tabla 1; Anexos). Para la reaccién de
amplificacién (reaccion en cadena de la polimerasa o PCR) se utilizé el kit de PCR
Invitrogen™. Se agregd 1X amortiguador PCR, 1.5 mM de MgCl,, 10 uM total de dNTPs,
0.9U de Tag Polimerasa™, 0.4 uM de oligonucledtidos, 1 pul de ADNCc.

6.3 Hibridacion in situ “whole mount”

6.3.1 Preparacion de la sonda

La sonda de ARNm AGL19 (Proporcionada por el M. en C. Pérez-Ruiz) fue clonada dentro
del vector pGEM-T Easy (Promega™) (pGEM-T AGL19) delimitada por los promotores de
las enzimas ARN polimerasa T7 (Promega'™) y SP6 (Promega™) (Figura S2; Anexos). Tal
secuencia presenta una longitud de 108 pb, correspondiente a la region codificante del
gen 400 nucledtidos rio abajo del dominio MADS (Figura S3; Anexos).

Bacterias DH5a termo-competentes fueron transformadas con el vector pGEM-T AGL19 y
seleccionadas en medio LB sélido con una concentracion de 50 pug de ampicilina por 24
horas a 37 °C. Las colonias resistentes fueron crecidas en medio LB liquido durante 24
horas a 37°C en constante agitacion (200 rpm), para finalmente realizar la extraccion del

vector con el kit de extraccién Mini-prep (Promega).
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El vector pGEM-T AGL19 fue linearizado con la enzima Sacl™ (Biolabs®) o con Sacll™
(Biolabs®). Para la reaccién de digestion se adicionaron 60U de la enzima de restriccidon, 1X
del amortiguador correspondiente a cada enzima de restriccion, 1X de BSA y 20 ug de
plasmido en un volumen final de 25 pl. La reaccidén se realizé a 37°C por dos horas.

Los productos de la digestion se purificaron en geles de agarosa 1 % de bajo punto de
fusidén. Para ello, ambos productos fueron cortados y colocados en tubos eppendorf
independientes con 500 pl de Tris-Hcl 1M pH 7.5, se calentaron a 65°C por 5 minutos y se
filtraron en una columna con papel filtro. Se realizaron dos extracciones con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico y se precipitd con 2.5 vol. de etanol 100% y 1/10 vol. de
NaAc 3M. El ADN obtenido fue cuantificado para usarse como molde para la obtencion de
la sonda de ARN marcada.

La sonda de ARN marcada con digoxigenina (ribosonda), fue sintetizada por transcripcién
in vitro en presencia de digoxigenina-11-UTP (DIG RNA labeling mix'™, Roche), utilizando
la ARN polimerasa SP6 y el ADN digerido con Sacll™ para la sintesis de la sonda sentido vy
la ARN polimerasa T7 y el ADN digerido con Sacl™ para la sintesis de la sonda antisentido.
Para la reaccién de transcripcion se agregé 1X de amortiguador “Transcription Optimizad”
(Promega), 2 pl de DIG RNA labeling mix™ (Roche), 40U de RNAsasin (Promega), 10mM
de DTT (Promega), 2 ul (10-20 U/pl) de la enzima correspondiente y 1000 ng de ADN.

La reaccién se realizdé a 37°C por tres horas. Posteriormente se elimind el templado de
ADN con 2 pl de DNAsa | (Invitrogen™) a 37°C por 15 min y la reaccion se detuvo con 20
mM de EDTA. Las sondas se precipitaron con 2.5 vol. de etanol al 100% y 1/10 vol. de
NaAc 3M toda la noche a -20°C. Finalmente las sondas se centrifugaron a 10 000 rpm
durante 20 minutos y se lavaron con 500 pl de etanol 75%.

Con la finalidad de determinar si los productos generados por transcripcion in vitro
correspondian a la sonda de ARNm AGL19, se sintetizd el ADNc de cada uno de los
transcritos con oligonucledtidos especificos de la sonda. Para ello se mezclaron 10 uM
total de dNTPs, 3 pl de sonda, 1 ul de primer y 4 ul de MilliQ. Para la sintesis de la sonda
SP6 (Sentido) se utilizo el oligonucledtido AGL19 R NORTH [10 uM], mientras que para la
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sintesis del ADNc de la sonda T7 (Antisentido) el primer AGL19 F NORTH [10 uM] (Tabla 2;

Anexos).

6.3.2 Fijacion del tejido

Las plantulas de 7 dias post siembra (dps) fueron fijadas en vacio durante 10 minutos con
solucién de fijacion (PFA 4%, DMSO 15%, Tween20 0.1% en MTSB 1X; ver en anexo la
composicion de soluciones). Posteriormente se colocaron a 4°C por 50 minutos en
agitacion. Las muestras fijadas se lavaron una vez con amortiguador MTSB 1X / Tritdn'V'X-
100 0.1% por 10 minutos, dos veces en PBS 1X / Triton"™X-100 0.1% por 10 minutos, 2
veces en PBS 1X por 5 minutos y una vez en agua destilada por 5 minutos.

Posteriormente las plantulas se colocaron en portaobjetos cargados (FisherBiotech) y se
dejaron durante dos o tres dias a temperatura ambiente. Finalmente, con la ayuda de una

navaja estéril se retiraron los cotiledones y se colocaron a 4 °C hasta ser utilizadas en un

tiempo maximo de dos semanas.

6.3.3 Permeabilizacion e hibridacion

Los portaobjetos con las raices adheridas fueron colocados en cajas de vidrio. Las
muestras fueron permeabilizadas con Citrisolv™ (FisherBrand®) -etanol 100% 1:1, por 30
minutos, se volvieron a fijar a temperatura ambiente por 20 minutos y fueron lavadas dos
veces con PBT durante 10 minutos. Después se realizd una digestion con Proteinasa K
(Roche) a una concentracion de 125 pg/ml por 15 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se detuvo la reaccion con un lavado de Glicina 2mg/ml en PBS durante 5

minutos.

Se realizdé un lavado rapido y uno por 10 minutos con PBT. Una vez mas las plantulas
fueron fijadas a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se realizé otro lavado rapido
y uno por 20 minutos con PBT. Consecuentemente las raices se lavaron en solucién de

hibridacion (Formamida 50%, SSC 5X, Tween -20 0.1%, 0.1 mg ml™ Heparina) durante 10
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minutos y se prehibridaron por una hora a 55°C en una cdmara humeda con SSC 5X.
Posteriormente se hibridé con 2.5 ml de solucidn de hibridacion con 1 pg/ml de sonda
sentido (control) o antisentido y 150 ng/ml de tRNA (Roche) por portaobjetos, a una

temperatura de 55°C en agitacion durante 16 horas.

6.3.4 Lavados de las muestras

Después de la hibridacién, se realizé un lavado rapido, por 60 minutos y otro por 20
minutos con formamida 50%/ SSC 2X/ Tween 20 0.1% a 55°C. Un lavado con SSC 2X /
Tween-20 0.1% por 20 minutos a 55°C, dos lavados SSC 0.2X / Tween -20 al 0.1% por 20
minutos cada uno a 55°C. Dos lavados mas con SSC 0.1X / Tween -20 al 0.2% por 20

minutos a 55°C y finalmente un lavado con PBT por 10 minutos a temperatura ambiente.

6.3.5 Deteccion de la sonda

Las muestras fueron bloqueadas con una solucién de PBS 1X /Tween®-20 0.1% /BSA 1%
por 90 minutos a temperatura ambiente.

El anticuerpo Anti-Dig-AP, Fab Fragments (Roche) a una dilucién 1:1500 fue preabsorbido
en PBS 1X/ Tween-20 0.1% /BSA 1% a 4°C, 3 horas antes de la incubacion.
Posteriormente, las muestras fueron incubadas con el anticuerpo preabsorbido durante 2

horas con 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente.

El anticuerpo no unido se elimind mediante cuatro lavados con PBT durante 20 minutos
cada uno. Posteriormente las muestras se lavaron con amortiguador de deteccion durante
10 minutos y fueron colocadas en oscuridad con 2.25 pl NBT/ml (Roche), 1.17BCIP/ml
(Roche) y 2mM/ml de Levamisol en amortiguador de deteccion (Tris 0.1M pH 9.5, NacCl
0.1M, MgCl, 50mM, Tween -20 al 0.1%).

La reaccidén se detuvo cuando se empezd a observar sefial en los controles negativos
(aproximadamente 1:30 horas), enjuagando rapidamente las muestras cuatro veces en
amortiguador PBS IX. Posteriormente, cada muestra fue hidratada con glicerol 50% en PBS

durante 10 a 15 minutos.
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Para realizar el montaje de las muestras se agregd 400 pul de solucién de aclaramiento (4.2
M de NaCl, 8 mM de Na,S,03 preparado en glicerol al 65% y 2% de DMSO) (Dubrovsky et
al., 2009) y se observaron 15 minutos después en un microsocopio Nomarski (DIC) en un

lapso de tiempo no mayor a 7 dias.
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7.Resultados

7.1 Estandarizacion de la técnica de WISH para la localizacion de

transcritos en la raiz.

7.1.1 Lafijacion del tejido, la concentracion y tiempo de incubacion del anticuerpo

fueron los puntos determinantes para la estandarizacion de la técnica de WISH

Con la finalidad de estandarizar un protocolo de WISH para la deteccidn de transcritos en
raiz, los primeros ensayos se realizaron en base al protocolo publicado por Hejatko et al.,
(2006), con modificaciones en el numero de lavados de acuerdo a ensayos preliminares
realizados en el laboratorio.

La fijacion quimica con PFA 4% en PBS no fue suficiente para mantener la integridad del
tejido. Las células mostraban un tamafio irregular y frecuentemente las capas celulares de
la epidermis se desprendian con facilidad, caracteristica directamente relacionada a una
fijacion ineficiente (Figura 9). Dado que este protocolo de fijacidon no ofrecia la resistencia
mecanica necesaria al tejido, se optd por sustituir el amortiguador PBS de la solucién de
fijacion por el Amortiguador Estabilizador de Microtubulos (por sus siglas en inglés; MTSB)
frecuentemente utilizado en técnicas de inmunolocalizacion de proteinas en tejidos
(Szechynska-Hebda et al., 2006). Asi mismo, para incrementar la tasa de penetracion del
fijador en el tejido, las muestras fueron fijadas en vacio por un lapso de tiempo no mayor

a 10 minutos.
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Figura 9. Fijacion quimica de raices de Arabidopsis thaliana. A y B) Fijacion con PFA en PBS. En A las
flechas indican el desprendimiento de capas celulares de la epidermis. En B la raiz esta desprovista
de epidermis. C) Raices fijadas con PFA en MTSB. Es posible observar la integridad de la capas
celulares de epidermis, columela y cofia lateral.

La permeabilizacion de las muestras y la subsecuente rehidratacion de las raices con una
serie descendente de alcoholes, incrementd la traslucidez del tejido, lo que provocé la
pérdida de las muestras durante los lavados por falta de visualizacién de las mismas. Este
tratamiento tiene como finalidad incrementar la permeabilidad del tejido, eliminando
lipidos de la membrana celular (Wilkinson 1998) y en particular para plantas la eliminacién
de ceras cuticulares; dado que en la raiz la proporcién de ceras es menor en comparacion
a la parte aérea, se determind que la permeabilizaciéon con el solvente Citrisolv y
Proteinasa K era suficiente para facilitar la penetracion de la sonda ARNm AGL19 en el
tejido radicular, por lo que se omitié el uso de heptano y alcoholes usados en el protocolo

de Hejatko et al., (2006).

La incubacién de las muestras en el anticuerpo Anti-DIG-AP a una concentracién de 1:2000
a temperatura ambiente durante toda la noche produjo gran cantidad de sefial, ain en
ensayos de prueba sin sonda. Esta sefial fue interpretada como inespecifica debido a que
no fue posible determinar ningln patrén de expresion (Figura 10.A, B y C), aunado al
hecho de mostrar el mismo patréon en ensayos control sin sonda (Figura 10.D). Con la
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finalidad de eliminar esta gran cantidad de seial inespecifica se modificaron las
condiciones de concentracidon y tiempo de incubacién del anticuerpo, reduciendo el
tiempo de incubacién a solo 2.30 horas e incrementando su concentracién a 1:1500 a
temperatura ambiente. Ademas se modificé el numero de lavados, adicionando dos
lavados mas con sales de menor concentracion. Bajo estas nuevas condiciones se logré

eliminar en su totalidad el fondo o “background” anteriormente observado en las

muestras.

*.\100 um

Sin sonda 1:2000 O/N

50 im

1:1500 2:30 h . Sin sonda 1:1500 2:30 h

Figura 10. Ensayos de hibridacién in situ del gen AGL19 modificando el tiempo y concentracién del
anticuerpo. Resultados obtenidos con una concentracién de 1:2000 y la incubacién toda la noche
(O/N). A) Sefial inespecifica observada en la zona de diferenciacién de la raiz. B) Sefial inespecifica
observada en ensayos de prueba sin sonda. Resultados obtenidos incrementando la concentracion
a 1:500 y reduciendo el tiempo de incubacién a 2:30 horas C) Eliminacién del fondo. D) Ausencia

de sefal inespecifica en ensayos de prueba sin sonda
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Por otra parte, la concentracién de la sonda de ARNm AGL19 se optimizd de acuerdo a la
abundancia del transcrito en la raiz. En algunos ensayos la sefial no fue observada a
concentraciones menores a los 200 ng/ml (Figura 11.A). Por lo que se probd una serie de

concentraciones de la sonda, encontrando el rango adecuado de 800 a 1000 ng/ml (Figura

11.B).
A) 50 ym
g -
B) : 50 pm

Figura 11. Localizacion in situ del mensajero de AGL19 con distintas concentraciones de sonda. A)

Concentracidn de 200 ng/ml. B) Concentracién de 800 ng/ml.

Debido a que las raices eran colocadas en tubos eppendorf de 1.5 ml el constante pipeteo
en cada lavado o tratamiento, provocaba dafio progresivo en el tejido. Por lo que al final
de la técnica las raices se encontraban quebradas y/o rotas (Figura 12.A), llegando a
perder frecuentemente la zona meristematica. En caso de estar presente, se encontraba
desprovista de la columela y la cofia lateral (Figura 12.B). Fue comun el adelgazamiento de
la regidn de transicidn entre la zona meristematica y la zona de elongacidn, por lo que el
grosor de las raices fue diferente a lo largo del eje apico-basal del tejido (Figura 12.C). El

maltrato al tejido también afectd los resultados de la hibridacion in situ, debido a que

29



regiones de la raiz que presentaban dafo en su estructura como fragmentacién o
guebramiento mostraron sefial (Figura 12.D). Asi mismo, en numerosos ensayos no se
logré obtener informacién de las raices laterales dado que estas se perdian durante el

procedimiento.

Figura 12. Dafio estructural en la raiz producido durante los lavados de la técnica de hibridacion in
situ. A) Raiz quebrada. B) Desprendimiento de la cofia lateral y células de la columela. C)

Adelgazamiento de la zona de transicion. D) Sefial de expresion en zona de la raiz dafiada.
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Con el objetivo de evitar este dafio celular al tejido y facilitar el manejo de las muestras,
las raices fueron colocadas en portaobjetos comerciales cargados positivamente, lo cual
aunado a la fijacidn con PFA en MTSB incrementé en un 100% la estabilidad en la

estructura celular de las raices durante toda la técnica (Figura 13).

Figura 13. Raices obtenidas con el método de WISH sin sonda, estandarizado en el presente
estudio para la localizacidn de transcritos en raices de Arabidopsis thaliana, en donde es posible
apreciar la integridad celular del tejido. A) Raiz principal desde la zona meristemdtica hasta la zona

de elongacion. B) Células de la cofia lateral y columela integras. C) Raiz lateral.
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Finalmente, la detencion de la reaccion de la fosfatasa alcalina se realizé con PBS y no con
etanol (utilizado en el protocolo de Hejatko et al., (2006) debido a que en numerosas
ocasiones el solvente elimind toda la senal del tejido.

Después de las pruebas y cambios realizados se logré estandarizar un método de WISH

para tejidos de raiz que se resume en la figura 14.
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Protocolo de Hibridacion in situ “whole mount” para la deteccidon de transcritos en raices de
Arabidopsis thaliana

Fijacion del material

1.- Las plantulas completas son fijadas por 10 min en vacio y 50 min en movimiento a 4 °C.

2.- Las muestras se enjuagan en MTSB 1X, 10 min.

3.- Dos lavados en PBS 1X, 10 min.

4.- Dos lavados en PBS 1X, 5 min.

5.-Un lavado en agua, 5 min.

6.- Adherir las muestras a los portaobjetos cargados, dejar a temperatura ambiente maximo 48
horas. Posteriormente colocar a 4 °C por un tiempo maximo de dos semanas.

Permeabilizacion en hibridacion

7.- Permeabilizar las muestras con Citrisolv-Etoh 1:1, 30 min.

8.- Fijacién de las muestras, 20 min a temperatura ambiente.

9.-Lavar dos veces con PBT, 10min.

10.- Digestidn con Proteinasa K [125 pg/ml] 15 minutos a temperatura ambiente.

11.- Parar la digestion con Glicina [2 mg ml-1] en PBS, 5 minutos.

12.- Dos lavados (rapido, 10 min) con PBT.

13.- Fijacion de las muestras, 20 min a temperatura ambiente.

14.- Lavar dos veces (rapido, 10 min) con PBT.

15.- Lavar en solucion de hibridaciéon, 10 min.

16.- Prehibridacién por una hora a 55° en movimiento.

17.- Hibridacion por 16 horas a 55 °C en soluciéon de hibridacion con 1 pg/ml de sonda sentido
(control) o antisentido y 150 ng/ml de tRNA (desnaturalizar la sonda a 65°C por 5 minutos).

Lavados de las muestras

18.- Lavar las muestras tres veces (rapido, 60 minutos y 20 minutos) con Formamida 50%/ SSC 2X
/ Tween-20 0.1% a 55°C.

19.- Lavar con SSC 2X /Tween-20 0.1%, 20 min a 55°C

20.- Lavar dos veces con SSC 0.2X /Tween-20 0.1%, 20 min a 55°C

21.- Lavar dos veces con SSC 0.1X /Tween-20 0.2%, 20 min a 55°C

22.- Lavar con PBT, 10 min a temperatura ambiente.

23.- Preabsorber el anticuerpo Anti-DIG-AP 1:1500 en PBS 1X/Tween-20 0.1%/BSA 1% por 3 horas
a4°C

24.- Incubar las muestras con el anticuerpo 1:1500, 2:30 h en oscuridad

Lavados y deteccion
25.- Lavar cuatro veces con PBT, 20 min.
26.- Incubar en amortiguador de deteccién por 10 min
27.- Colocar las muestras en 2.25 pul NBT/ml, 1.17BCIP/ml, 2mM/ml Levamisol por cada mililitro
de amortiguador de deteccién, en oscuridad.
28.- Observar frecuentemente el material, detener la reaccién hasta observar un fondo rosado
con cuatro lavados rdpidos de PBS.
29.- Colocar las muestras en glicerol 50%/ PBS.
30.- Aclarar las muestras durante 15 minutos en solucién de aclaramiento y proceder con el
analisis microscépico.
Figura 14. Protocolo estandar de WISH para raices de Arabidopsis thaliana



7.2 Andlisis de expresion del gen AGL19 y XAL2/AGL14 en la raiz de

Arabidopsis thaliana

7.2.1 Laexpresion de AGL19y XAL2/AGL14 incrementa con el tiempo de desarrollo de

la raiz.

Se ha reportado que los genes AGL19 y XAL2/AGL14 comparten una gran identidad a nivel
de secuencia (Figura 5y 6) y una fuerte expresiéon de sus mensajeros en raiz (Alvarez-
Buylla et al., 2000b, Rounsley et al., 1995); por lo que previo a analizar la expresién
espacial de AGL19 en este tejido, se estudid la expresion temporal por RT-PCR de
XAL2/AGL14 con respecto a la de AGL19, con la finalidad de determinar un tiempo de
desarrollo en el cual la probabilidad de hibridacién cruzada entre ambos mensajeros sea
menor. Para ello, se realizd una cinética de expresion temporal de AGL19 y XAL2/AGL14
en la raiz de plantulas silvestres de 5, 7 y 9 dps mediante un analisis de RT-PCR.

La expresion de AGL19 en las raices de plantulas de 5 dps es muy débil, llegando a ser
detectada a mas de 35 ciclos de amplificacion; a los 7 dps la cantidad de mensajero es
mayor, reportandose en este ensayo la expresion mas alta a los 9 dias (Figura 15.A); lo
cual sugiere que la expresion de AGL19 se incrementa con el tiempo de desarrollo.

La abundancia de mensajero de XAL2/AGL14 al igual que la de AGL19, incrementa con el
tiempo de desarrollo, alcanzando los niveles de expresion mas altos a los 9 dias de
crecimiento (Figura 15.B); sin embargo, la expresion de XAL2/AGL14 es mayor respecto a

la expresion de AGL19 en los tres tiempos analizados.
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Figura 15. Cinética de expresidn por RT-PCR semi-cuantitativo en la raiz de Arabidopsis thaliana.
A) Expresién de AGL19. B) Expresion de XAL2/AGL14. En ambos casos se amplificé el gen de

TUBULINAZ2 como control interno.

Con estos resultados se corrobord la expresion de AGL19 y XAL2/AGL14 en la raiz; no
obstante, debido a que la expresion de XAL2/AGL14 es constante en todos los tiempos
estudiados, no obtuvimos un comportamiento de expresiéon diferencial entre ambos
genes que nos ayudara a evitar reaccion cruzada en los ensayos de hibridacion in situ. Por
ello, para determinar la expresion espacial de AGL19 se optd por usar raices de plantas de
7 dias que son mas facil de manejar por su tamafio y en donde AGL19 tiene una expresion

intermedia y no se presenta un pico maximo de expresion de XAL2/AGL14.

7.2.2 El mutante agl19-3 y xal2-2 son controles Utiles para determinar la expresion de

AGL19 en la raiz.

Debido a que la expresion de XAL2/AGL14 es constante y mayor a la de AGL19 en las
diferentes etapas del desarrollo de raiz analizadas en este estudio, fue necesario utilizar
lineas mutantes como controles negativos para realizar los ensayos de hibridacién in situ.
Para ello, se usaron las mutantes agl/19-3 y xal2-2 de pérdida de funcién de AGL19 y

XAL2/AGL14 respectivamente, previamente genotipificadas (Cruz-Sanchez, tesis doctoral
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en proceso y Garay-Arroyo et al., datos no publicados). En un principio se estudid la
expresion a nivel de mensajero de estos genes en las plantas ag/19-3 y xal2-2.

El analisis por RT-PCR determiné que el mutante ag/19-3 muestra una expresion de AGL19
considerablemente menor respecto a las plantas control (Figura 16.A). Resultados
similares fueron observados para el gen XAL2/AGL14 en el mutante de xal2-2 (Figura
16.B). En ambos mutantes se observa una ligera expresion de AGL19 o XAL2/AGL14
respectivamente, por lo que los mutantes no son completamente nulos; sin embargo, al
ser de muy baja expresidon si se pueden usar como controles para determinar la

especificidad de la sefial generada en los ensayos de hibridacion in situ.

A) B)
WT agl19-3 WT xal2-2
AGL19 PR XAL2/AGL14 '—d
TUB oy = TUB —-— s

Figura 16. Andlisis de abundancia del mensajero de AGL19 y XAL2/AGL14 en las raices de plantas

silvestre (WT) y lineas mutantes de 7 dias post siembra. A) mutante ag/19-3. B) mutante xal2-2.

7.3 Patron de expresion espacio-temporal del gen AGL19 en la raiz

7.3.1 Lasonda de ARNm para AGL19 fue disefiada en la region con menor similitud a la

secuencia de XAL2/AGL14.

Previo al ensayo de hibridacion in situ se realizé un andlisis informatico de la sonda de

ARNmM AGL19 con la finalidad de conocer su especificidad. El disefio de la sonda tanto en
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secuencia, longitud y contenido de bases nitrogenadas de Guanina (G) y Citosina (C) son
variables que deben ser cuidadosamente analizadas para garantizar la fiabilidad de los
resultados de hibridacién in situ. En particular, su especificidad es un punto critico en la
técnica. Sondas que presenten regiones similares en secuencia a otros genes, produciran
una sefial inespecifica resultado de hibridaciones cruzadas o detecciones de genes que no
son de interés.

Para este trabajo en un principio se penso en disefiar una sonda de ARNm de AGL19 en la
region 3" UTR, con la finalidad de que ésta pudiera ser mas especifica y no hibridara con
XAL2/AGL14; sin embargo, la regién UTR solo presenta alrededor de 30 nucleédtidos de
longitud, por lo que fue necesario disefar la sonda en la regién codificante del gen.
Analisis comparativos de similitud de cuatro regiones de AGL19 respecto a XAL2/AGL14,
dedujeron que la region 1l tiene una similitud menor (73%) respecto a las otras regiones
de ambos genes (Figura 17). Por ello la sonda de ARNm AGL19 fue disefiada
especificamente dentro de esta region que corresponde a el dominio K y Carboxilo de
AGL19 (Pérez-Ruiz, datos no publicados) (Figura S3; Anexos). A pesar de que la sonda tiene
menor identidad (63.8 %.), no es una zona ideal para el disefio de una sonda especifica
para AGL19; sin embargo, dada la gran identidad a nivel de sus secuencias de pares de
bases, resulta imposible disefiar una sonda que no pueda hibridar con el mensajero

AGL14/XAL2.
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ATGGTGAGGGGCAAAACGGAGATGAAGAGGATAGAGAACGCAACAAGCAGGCAAGTGACG
ATGGTGAGGGGAAAGACAGAGATGAAGAGGATAGAGAACGCAACGAGCAGGCAAGTGACT

TTTTCGAAGAGAAGAAATGGACTCTTGAAGAAAGCCTTCGAATTATCGGTCCTTTGTGAT
TTCTCAAAAAGAAGAAATGGACTTTTGAAGAAAGCTTTTGAATTATCAGTCCTTTGTGAT

GCTGAAGTTGCTTTGGTTATCTTCTCTCCAAGATCCAAACTCTATGAGTTCTCTAGCTCT
GCTGAAGTTGCCCTAATCATCTTCTCTCCTAGAGGCAAACTCTATGAGTTCTCTAGCTCC

—-——-AGTATAGCAGCAACAATTGAACGCTATCAGAGACGAATAAAAGAAATTGGGAATAAT
TCCAGTATACCTAAAACAGTAGAAAGATATCAAAAGCGAATACAAGATCTCGGGTCTAAC

CATAAGAGAAATGATAATTCTCAGCAAGCGAGAGACGAAACATCTGGATTGACAAAAAAG
CATAAGAGAAATGATAATTCACAGCAATCGAAGGACGAAACCTATGGCTTGGCGAGAAAG

ATTGAACAGCTAGAGATATCTAAACGAAAATTGCTTGGAGAAGGCATTGATGCATGTTCC
ATCGAACATTTGGAGATTTCGACACGAAAAATGATGGGAGAAGGACTTGACGCATCTTCT

ATCGAGGAGCTGCAACAGTTAGAGAATCAGTTGGACCGAAGCTTGAGCAGGATAAGAGCC
ATAGAAGAGTTACAACAATTGGAGAACCAGTTGGACAGAAGCTTAATGAAAATAAGAGCC

AAGAAGTACCAATTACTCCGTGAAGAAATTGAGAAGTTGAAGGCAGAGGAGAGGAATCTC
TTGAGAAGTTGAAGGCAGAGGAGAGGAATCTC
AAAAAGTACCAGTTATTACGAGAAGAAACTGAGAAATTAAAAGAAAAGGAGAGGAACCTC

khkkkkhkk Ak kk kX Kk KAhkkkkkkhkkkkkk KKk *X

GTTAAGGAAAATAAAGATCTGAAGGAGAAGTGGCTTGGAATGGGAACAGCAACAATAGCA
GTTAAG-AAAATAAAGATCTGAAGGAGAAGTGGCTTGGAATGGGAACAGCAACAATAGCA
ATTGCAGAAAATAAAATGCTGATGGAGAAGTGTGAGATGCAAGGAAGAGGAATAATAGGA

* K Kk kk ok Kk kKK khkkk KAhAkAkkkkk kKK kkkk Kk Kkk Kkkkkkk Kk

TCATCACAATCAACGTTATCATCATCAGAAGTGAACATAGATGACAAT---ATGGAAGTG
TCATCACAATCAACGT
AGAATATCATCATCATCATCAACATCAGAACTGGATATAGATGACAATGAAATGGAAGTG

* * kkkk Kk Kk

GAGACTGGTTTGTTCATTGGACCTCCTGAGACAAGACAATCCAAAAAATTCCCTCCTCAA
GTGACTGATTTGTTCATTGGACCTCCTGAGACTCGACACTTCAAAAAGTTTCCTCCTTCA

AATTAA
AACTAA

Figura 17. Alineamiento de diferentes regiones del gen y de la region donde fue disefiada
la sonda de ARNm de AGL19. Identidad: Region | 88.83 %, region Il 75.71 %, region lll
73.89 %, region IV 76.19 % y region de la sonda 63.8 %.
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7.3.2 El producto generado por transcripcion in vitro corresponde a la sonda de ARNm

de AGL19.

La sonda de ARNm de AGL19 fue sintetizada por transcripcidén in vitro, con las ARN
polimerasas especificas de los sitios promotores T7 o SP6. Para ambos casos la reacciéon
generd un transcrito de mayor concentraciéon que corresponde al tamafio esperado
(Figura 18.A), por lo que se dedujo que estos productos correspondian a la sonda de
ARNm de AGL19 sentido (SP6) y antisentido (T7).

Para comprobar que los transcritos correspondian especificamente a las sondas del gen
AGL19, se sintetizd el ADNc de las muestras con los oligonucledtidos especificos de la
misma. El amplificon de mayor concentracién tenia un peso de alrededor de 120 pb,
tamafio aproximado a la sonda de ARNm de AGL19 de 108 pb (Figura 18.B), por lo que se
comprobd que el ARNm sintetizado por ambas ARN polimerasas corresponde al transcrito

de AGL19. Estos transcritos se utilizaron como sonda en la técnica de WISH.

T7 SP6 100pb T7 SP6

100 ph —
. —

A) B)

Figura 18. Sondas de ARNm de AGL19 Sentido (SP6) y Antisentido (T7). A) Productos generados

por transcripcidn in vitro. B) ADNc de las sondas de ARNm de AGL19.
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7.3.3 La expresion del mensajero AGL19 muestra un patrén diferencial a lo largo del

eje apico-basal de la raiz de plantas silvestres.

Con las condiciones anteriormente estandarizadas se realizaron los ensayos de hibridacion
in situ en raices de 7 dps para determinar la expresién del ARNm de AGL19. Los resultados
obtenidos muestran que AGL19 se expresa en células de la epidermis, cortex y haz
vascular, caracterizando un patrén de expresion diferencial a lo largo del eje apico-basal

de la raiz (Figura 19).

En plantas silvestres, en la region extremo apical de la raiz, especificamente en las células
de la columela y cofia lateral no es posible observar sefial. En el centro quiescente asi
como en células aledanas a este, la expresién tampoco fue detectada; en contraste a estos
resultados, en la zona meristematica si es posible observar expresién en las células del
cortex, endodermis; particularmente esta sefial es mas fuerte en las células del haz
vascular (Figura 19.A).

La transicion entre la zona meristematica y la zona de elongacidn delimita un incremento
en la sefal de expresion. La débil expresiéon observada en los limites de la zona
meristematica incrementa conforme las células se empiezan a elongar mostrando un
incremento de expresion gradual, en esta zona de elongacidn la expresion se observa en la
epidermis, coértex y haz vascular (Figura 19.A). La sefial observada en la zona de elongacién
decrece hasta desaparecer en la zona de diferenciacion.

Por otra parte, en las plantas silvestres hibridadas con la sonda sentido (control negativo)
(Figura 19.D), no se observa sefal en la zona meristematica; sin embargo, en la zona de
elongacion se logra observar una ligera sefial pero mucho menor respecto a la sefial
observada con la sonda antisentido (comparar figura 19.A y D), lo que sugiere que en la

zona de elongacion existe una ligera inespecificidad.

En la zona de elongacion, es posible observar un patron de polarizacion de la sefial. Esta

senal parece estar localizada en la region citoplasmatica celular, delimitando un patrén
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definido de orientacidon acropetala, sefial que desaparece gradualmente conforme algunas
células epidérmicas comienzan a diferenciarse en pelos radiculares (Figura 20.A y B).
Particularmente en la figura 20.B es posible observar senal de expresion entre dos células
elongadas, lo que podria parecer un transporte de una célula a otra. El movimiento
intercelular de los factores de transcripcion ya ha sido reportado anteriormente, en
particular el transporte simplastico de ARNs mensajeros y de interferencia (Kurata et al.,
2005). Sin embargo, en este caso en particular, estd aseveracion debe ser analizada y

estudiada con mas detalle para definir si AGL19 presenta este tipo de transporte.

Por otra parte, el patron de expresion observado en raices primarias es similar al de las
raices laterales. En los primordios de las raices laterales la sefial es ligera e incrementa
conforme el desarrollo de la raiz (Figura 21.A), la cual finalmente muestra un patrén de
expresion similar al de la raiz principal, encontrando la mayor expresién en la zona de

elongacion (Figura 21.B).

41



Figura 19. Localizacion espacio-temporal del gen AGL19 en la raiz. A) Planta silvestre, sonda antisentido. B) Mutante ag/19-3, sonda antisentido.

C) Mutante xal2-2, sonda antisentido. D) Plantas silvestre, sonda sentido.
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Figura 20. Polarizacidn de la sefial de expresion de AGL19 en las células de la zona de elongacion.

A) 20X. B) 60X
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Figura 21. Localizacidn espacio-temporal del gen AGL19 (Sonda antisentido). Planta silvestres: A)
Primodio de raiz lateral. B y C) Raiz lateral planta ag/19-3: D) Primordio de raiz lateral. E) Raiz

lateral.
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7.3.4 Lasenal de expresion en los mutantes ag/19-3 y xal2-2 complementa el patrén de

expresion observado en plantas silvestres.

Con el fin de comprobar si la sefial de expresidon observada en la raiz de plantas silvestres
corresponde a la localizaciéon del mensajero de AGL19 y que no da reaccion cruzada con

XAL2/AGL14, se realizé la hibridacion in situ en plantas mutantes agl19-3 y xal2-2.

En el mutante ag/19-3 solo se observé una débil sefial en la zona meristematica, mientras
gue en la zona de elongacion no se observd sefial de expresidn o esta era muy baja (Figura
19.B). Los controles realizados con la sonda sentido en raices ag/19-3 presentaron una
senal muy débil, siguiendo el mismo patron de expresién observado en la figura 19.B.
Estos resultados refuerzan que el patron de expresiéon de AGL19 observado en plantas

silvestres es especifico.

Debido a que existe una alta probabilidad de que la sefial observada en los ensayos de
hibridacidn in situ corresponda a la expresion de AGL19 y XAL2/AGL14 (dada la identidad
gue existe entre estos genes), se realizd la localizacién espacio-temporal de AGL19 en

plantas mutantes xal2-2.

En general la sefial de expresién de AGL19 en las mutantes xal2-2 es menor respecto a la
observada en plantas silvestres, mostrando una disminucién mayor de la sefial en la zona
meristematica respecto a la zona de elongacion (comparar Figura 19 A y C). Esta diferencia
en expresion puede ser debido a: 1) que la sefial de AGL19 observada en plantas silvestres
es la suma de la expresion de AGL19 y XAL2/AGL14 o 2) que la expresion de AGL19
disminuye en mutantes xa/2-2.

Estudios realizados con las mutantes xal2-2 sugieren que se trata del segundo caso, ya que
por una parte, estas mutantes tiene una reduccidn en el tamafo de la zona meristematica
y de elongacion respecto a las plantas silvestres (Garay-Arroyo et al., datos no publicados),
la reduccion de estas zonas pueden disminuir el espacio de expresion de AGL19. Ademas,
ensayos de hibridacion por RT-PCR in situ indican que la expresion XAL2/AGL14 se

presenta en las células de la columela, en la cofia lateral, en epidermis, en cilindro
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vascular de la zona diferenciada y en primordios de las raices laterales (Garay Arroyo et
al., , datos no publicados), por lo que en la zona meristematica y en la zona de elongacién
la expresion de XAL2/AGL14 solo puede coincidir en la epidermis de la zona de elongacién
y no en el resto de las células donde se observa la sefial de AGL19. Lo anterior sugiere que
la sefial de expresion observada con la sonda de AGL19 podria ser especifica para este gen

y no dar reaccion cruzada con XAL2/AGL14.

Los controles xal2-2 hibridados con la sonda sentido mostraron una sefial igual o
ligeramente mayor con respecto a la observada en los ensayos realizados con la sonda
sentido en plantas silvestres (Figura 19.D), por lo que en estos ensayos hay una
inespecificidad de la sefal observada con la sonda sentido.

Sin embargo, la presencia de sefal en controles de hibridacidn in situ utilizando la sonda
sentido ya ha sido reportada, por lo que estos resultados deben ser cuidadosamente
analizados; no obstante se ha sugerido que para el estudio de la expresidon génica se
utilicen como controles negativos los mutantes de pérdida de funcion del gen de interés

(Hejatko et al., 2006).
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8. Discusion

8.1 Estandarizacion de la técnica de WISH para la localizacion de

transcritos en raiz

Con la finalidad de analizar la expresiéon de los genes MADS-box en la raiz, se han
empleado distintos métodos de analisis de expresiéon génica como los de RT-PCR y
Northern blot; sin embargo, tales técnicas no ofrecen informacion acerca de la expresion
espacial de los genes. Por lo que, ultimamente se han empleado técnicas de localizacién in
situ de transcritos como las de WISH; no obstante, el maltrato al tejido durante la técnica
ha sido un obstaculo que dificulta la obtencion de resultados.

La estandarizacion de la técnica de WISH realizada en este estudio, para la localizacién de
transcritos en la raiz de Arabidopsis thaliana, requirié de varias modificaciones al
protocolo publicado por Hejatko et al., (2006). Los cambios realizados en este trabajo han
mejorado de forma sustancial los problemas de sefal inespecifica y maltrato al tejido

La fijacion quimica del tejido de raiz fue primordial para la optimizacion de la técnica.
Dado que conservar la estructura y composiciéon quimica celular es esencial para la
fiabilidad de los resultados, en este caso la localizacion de moléculas de ARN, la fijacion
del tejido debe ser efectiva. La fijacion con aldehidos como el PFA es una buena opcién
debido a la gran accesibilidad y retencion del ARN celular (Wilkinson 1998). Sin embargo
en este estudio observamos que la composiciéon del amortiguador de la solucién de
fijacion también es importante, dado que el mantenimiento en la integridad del tejido de
raiz fue mucho mayor sustituyendo el amortiguador PBS por MTSB como disolvente del
PFA.

El MTSB esta compuesto de PIPES. Este amortiguador ha sido ocupado frecuentemente en
la fijacién de tejidos, dado que incrementa la retencién de los filamentos de actina del
citoesqueleto celular. También se ha reportado su capacidad para retener materiales

celulares y reducir la perdida de lipidos, especialmente de aquellos de la membrana
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plasmatica (Hayat 2000). Por lo que, la preservacion de la estructura celular fue
considerablemente mayor en comparacion a la obtenida con el amortiguador de fosfatos
salino (PBS), el cual frecuentemente ha sido utilizado en las técnicas inmunocitoquimicas.

Otro factor importante en la conservacion del tejido fue su inmovilizacién. La colocacién
del tejido en tubos durante la técnica de WISH generaba dafio mecanico sobre las raices.
El uso de portaobjetos especiales para inmunocitoquimica permitié la realizacién del

experimento con las raices inmovilizadas, obteniendo con ello tejidos integros.

Con la finalidad de mejorar las condiciones de la hibridacion se optimizé la concentracién
de la sonda de ARN. Altas concentraciones (de hasta 1 pg) dieron mejores resultados,
debido a la baja abundancia del transcrito de AGL19, ya que es conocido que la expresion
de los factores transcripcionales es baja en comparacion a genes de tipo “housekeeping”
o de alta expresién. Por otro lado las hibridaciones de ARN:ARN requieren mayores
concentraciones de sonda en comparacion con la hibridacién realizada utilizando sondas
de ADN (Wilkinson 1998).

El nimero de lavados fue uno de los puntos mas importantes para evitar la gran cantidad
de sefial inespecifica o “background”. Dado que se utilizd una concentracion alta de
sonda, se esperaba obtener una cantidad de sefial inespecifica mucho mayor a la
observada en ensayos control sin sonda, por lo que se incrementd el nimero de lavados
posteriores a la hibridacién. Sin embargo, de mayor prioridad fue la optimizacién de la
concentracion y el tiempo de incubacion del anticuerpo Anti-DIG-AP. Ambos puntos
(concentracion y el tiempo de incubacion) fueron determinantes para evitar la gran
cantidad de sefial inespecifica en los ensayos de hibridacion in situ.

En particular, la deteccion de la sonda es un punto de la técnica que también debe ser
analizado dado que se existen distintos métodos de deteccidn. En el caso de las sondas
marcadas con digoxigenina, la deteccion puede ser realizada con la enzima peroxidasa
(PO) y/o con fosfatasa alcalina (AP). Ambas enzimas se emplean en tejidos de plantas, a
pesar de que puede haber senal por actividad de enzimas enddgenas; sin embargo, la

deteccién con Anti-DIG-AP es el método frecuentemente utilizado, debido a su alta
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estabilidad. En el presente trabajo también se realizé la deteccién con la enzima
peroxidasa, no obstante este método produjo una gran cantidad de sefial, llegando a
saturar el tejido lo que imposibilitoé el analisis de las muestras.

Por lo tanto, es importante mencionar que para obtener resultados fiables acerca del
analisis de expresion en un determinado tipo de tejido, la estandarizacién de métodos de
analisis de expresion como el de hibridacion in situ debe ser realizada bajo la constante
prueba de ensayo y error con la finalidad de determinar el rango éptimo de las variables
anteriormente mencionadas y modificadas en este estudio. El cambio de estas variables
depende basicamente del tipo de tejido a trabajar y de las caracteristicas del gen a

estudiar incluyéndose su grado de homologia con otros genes y su abundancia.

8.2 Patron de expresion espacio-temporal de AGL19.

La expresion de AGL19 se da principalmente en raiz, mientras que en otros tejidos su
expresion es nula o muy baja (Schonrock et al., 2006, Villajuana 2006) lo que sugiere que
este gen podria estar implicado en alguin proceso que se lleve a cabo durante el desarrollo
de la raiz. Esta hipotesis es reforzada por los analisis preliminares que se han hecho con el
mutante de pérdida de funcién agl/19-3, el cual presenta raices ligeramente mas cortas y

con un desarreglo en su estructura celular (datos por corroborar).

Los resultados obtenidos en el analisis de expresion semicuantitativa por RT-PCR indican
que la expresion de AGL19 tiene una relacidon directamente proporcional al tiempo de
desarrollo de la raiz, es decir se incrementa conforme avanza el desarrollo de la raiz. Un
patron similar pero de mayor intensidad se observd en XAL2/AGL14, gen que comparte
una alta similitud con AGL19. Estos patrones de expresion sugieren que ambos genes se
requieren desde etapas tempranas hasta etapas tardias del desarrollo radicular.

A pesar de la gran identidad en secuencia y en expresion temporal que tienen ambos
genes, su funcion no es redundante ya que la pérdida de funciéon por separado de cada
uno de estos genes (mutantes agl19-3 y xal2-2) provoca un fenotipo diferente en la raiz,

ademas analisis mas detallados del gen XAL2/AGL14 sugieren que los mecanismos de
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accion de cada gen van por vias diferentes (datos por corroborar y Garay et al., datos no
publicados).

La comparaciéon entre el patron de expresion in situ en mutantes xal2-2 y agl19-3 con
respecto al de plantas silvestres, parece indicar que la sefial observada en la raiz de
plantas silvestres es especifica para AGL19 y que la baja sefial observada en el mutante de
xal2-2 se debe a que este mutante tiene disminuida la expresion de AGL19. Analisis de
expresion por RT-PCR realizados en plantas mutantes (Hernandez-Marroquin, tesis de
maestria en proceso), muestran una regulacion positiva entre ambos genes, ya que en
mutantes agl19-3 la expresion de XAL2/AGL14 es muy baja, mientras que en plantas xal2-

2 la expresion de AGL19 es casi nula.

El que ambos genes presenten funciones diferentes y una expresién temporal similar
indica que su expresion espacial podria ser diferente. En efecto, el patron de expresion
espacial de AGL19 observado se concentra basicamente en el cértex, endodermis y en el
haz vascular de la zona meristematica y con mayor magnitud en todas las células
(epidermis, cortex y haz vascular) de la zona de elongacion. En la zona de diferenciacion
solo se observa en los primordios de las raices laterales. En tanto que analisis de RT-PCR
hibridacion in situ (Garay-Arroyo et al., Datos no publicados), indican que la expresion de
XAL2/AGL14 se presenta en las células de la columela, en la cofia lateral, en epidermis, en
cilindro vascular de la zona diferenciada y en primordios de las raices laterales, por lo que
ambos genes solo se coexpresan en la epidermis y los primordios de las raices laterales, en
los demas tejidos su expresion es diferencial.

El patron de expresion de AGL19 obtenido en este trabajo contrasta con lo reportado por
Alvarez-Buylla et al., (2000b). En donde se describe la expresion de AGL19 en la regién
meristematica de la raiz, asi como también en células de la columela y cofia lateral. Por lo
que probablemente la expresion reportada por Alvarez-Buylla, al menos en parte
pertenezca a la expresion de XAL2/AGL14, dado que el patrén descrito coincide casi en su
totalidad al observado para este gen (Garay-Arroyo et al., datos no publicados).

En contraste a los ensayos realizados anteriormente para el andlisis de expresion espacio-

temporal de AGL19, la sonda utilizada en este trabajo fue mas especifica para este gen,
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dado que la region utilizada para su sintesis presentaba el menor indice de identidad entre
ambas secuencias, aunado al hecho de que la estandarizacion de la técnica elimind en su
totalidad la sefial inespecifica. Sin embargo, se deben de hacer mas analisis de expresion
in situ por el método de WISH con una sonda especifica para XAL2/AGL14, este gene tiene
una region 3" UTR no traducible relativamente mas grande respecto a la de AGL19 con la
que se puede obtener una sonda especifica para poder contrastar los resultados
obtenidos en este trabajo con la expresion de XAL2/AGL14 en los mismos estadios de

desarrollo de las plantas.

8.3 Patron de expresion y funcion de AGL19.

El fenotipo de la raiz de agl19-3 sugiere que este gen participa en la regulacién del
crecimiento de este érgano. Como se mencioné anteriormente el crecimiento de la raiz
depende exclusivamente de dos factores: la tasa de proliferacion celular en la zona
meristematica y la tasa de diferenciacion celular.

Debido a que en plantas mutantes de AGL19 es evidente una reduccidon en tamafio de la
raiz, en particular se ha reportado una disminucion en tamafio de la zona de elongacion,
(fenotipo observado en mutantes por transposon (Ochoa-Espinosa, 2002)) todo parece
indicar que este gen podria estar realizando su actividad de factor transcripcional en esta
region de la raiz. Tal premisa correlaciona con el patrén de expresion del mensajero del
AGL19 observado Unicamente en las células elongadas de la epidermis y cortex, tipos
celulares en donde este gen podria estar realizando su papel como promotor de la

diferenciacion celular.
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9. Conclusiones

1. Latécnica de WISH debe ser optimizada de acuerdo a los objetivos de la

investigacion y el tipo de tejido a trabajar.

2. Lafijacién del tejido con PFA disuelto en el amotiguador MTSB, asi como
modificaciones en el tiempo y concentracion del anticuerpo y en el niumero de
lavados astringentes, fueron los puntos determinantes para la estandarizacion de

la técnica de WISH para la localizacion de transcritos en la raiz de Arabidopsis

thaliana.

3. Durante el lapso de tiempo de 5 a 9 dps, la expresion de XAL2/AGL14 en la raiz es

mucho mayor en comparacion a la de AGL19.

4. Los ensayos de WISH parecen indicar que AGL19 se expresa fuertemente en células
del cértex y haz vascular de la zona meristematica, en tanto que la mayor sefal de
expresion fue observada en células de la epidermis, cortex y haz vascular de la

zona de elongacion de la raiz.
5. Analisis de expresion de AGL19 por RT-PCR e hibridacion in situ en los mutantes

agl19-3 y xal2-2, parecen indicar que el patréon de expresion de ambos genes es

diferencial a lo largo del desarrollo de la raiz.

52



10. Perspectivas

Para esclarecer los resultados obtenidos en este trabajo, se podrian realizar ensayos
control en doble mutantes xal2-2/agl19-3, en tales muestras se comprobaria si la
expresion observada en plantas silvestres es especifica.

Dado que la sonda utilizada en este estudio no es lo suficientemente especifica como para
solo determinar Unicamente la expresién espacio-temporal del ARNm de AGL19, podrian
utilizarse distintas técnicas de analisis de expresion génica a nivel transcripcional o de
proteina. Construcciones o fusiones de genes reporteros como GFP o GUS al promotor o
secuencia completa preveria un importante marco de referencia con respecto a su
expresion. Sin embargo lo mas conveniente seria realizar la inmunolocalizacion de las
proteinas de ambos factores transcripcionales, con ello no solo se podria descartar la
localizacién cruzada, sino se podria delimitar el sitio de accion de ambos factores

transcripcionales.
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11. Anexo

Figura S1. Esquema de la estructura genética de AGL19 y XAL2/AGL14 (Rectangulos
exones y lineas intrones) en donde se muestra el sitio de la insercidon del mutante de T-

ADN agl19-3 y el mutante por transposon xal2 (triangulos).
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Figura S2. PGEM-T AGL19. Vector de clonacién de la sonda ARNm AGL19 y secuencia de

la misma.
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Fragmento clonado de 108 pb para sonda de Hibridacion in situ

T7 ACGTTGATTG TGATGATGCT ATTGTTGCTG TTCCCATTCC AAGCCACTTC
TCCTTCAGAT CTTTATTTTC CTTAACGAGA TTCCTCTCCT CTGCCTTCAA
CTTCTCAA SP6
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Figura S3. Alineamiento de secuencia codificante de AGL19 con la sonda ARNm AGL19.

Identidad 107/108: 99.01%
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para el analisis de expresion de TUBULINA2, AGL19

y XAL2/AGL14 por RT-PCR.

Descripcion Secuencia Condiciones de

reaccion

TUB2 F Oligo sentido 5" AGG ACT CTC AAA CTC 94°C 2’

TUBULINA2 ACT ACC 3’ 94°C 30”
Oligo 62°C 30”

TUB2 R antisentido 5" AAC TGC GGA TGA AGA 72°C 30”

AGGTGA 3’ 72°C 5’

25 ciclos

AGLI9F Oligo sentido 5" TTG AGA AGT TGA AGG 94°C 2’

AGL19 NORTH CAGA3’ 94°C 30”
Oligo 59°C 30”
AGLI9R 430 antisentido 5" ATT CTT TTT GAA GAA 72°C 30”

GTT GTAAG 3’ 72°C 5’

35 ciclos

AGL14-F458 Oligosentido 5" GTA GAA AGA TAT CAA 94°C 2’
XAL2/AGL14 AAG CGA A 3’ 94°C 30”
Oligo 62°C 30”
AGL14-R458 antisentido 5" GGA GGA AACTTTTTG 72°C 30”

AAG TGT 3’ 72°C 5’

25 ciclos

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para sintesis de ADNc de las sondas sentido y

antisentido ARNm AGL19.

Nombre Descripcion Secuencia Condiciones
AGL19 Oligo en 5 TTG AGA AGT TGA AGG CAG 94°C 2’
Sonda F NORTH sentido A3’ 94°C 15”
ARNm 58°C 15”
AGL19 72°C 15”
AGL19 Oligo 5 ACG TTG ATT GTG ATG ATG C 72°C 5’
R NORHT antisentido 3 30 ciclos
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Soluciones de Hibridacion in situ “whole mount”

PBT. Amortiguador PBS y Tween -20
Solucién de fijacién. Paraformaldehido al 4% en MTSB 1X, 15 %DMSO, 0.1% Tween -20

Solucion de hibridacién. Formamida 50%, 5X SSC, Tween -20 0.1%, 0.1 mg ml? Heparina
10X amortiguador MTSB. 50mM Pipes, 5mM EGTA, 5mM MgS04, pH 7.0

10 X amortiguador PBS. 1.3 M NaCl, 70 mM Na;HPO4, 30 mM NaHPQ4, pH 6.8 con HCI
20X SSC. 3M NacCl, 300 mM Citrato de sodio. pH 7.0 con HCI
Buffer de deteccidn. Tris 0.1M pH 9.5, NaCl 0.1M, MgCl, 50mM, Tween -20 0.1%

Solucién de Aclaramiento. 4.2 M NaCl, 8 mM Na;S,03 preparado en glicerol 65% y 2%
DMSO.
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