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Abreviaturas

ATM
ATR
BER
DNA
DSB
GFP
GUS
H1

H2

H3

H4
HAT
HDAC
HR

MMR
NER
NHR

PCD
PCR
QC
RAM
RNA
SAM
SSB
uv

ATAXIA-TELANGIECTASIA MUTATED
ATM/RAD3-RELATED

Reparacion del dafio al DNA por escision de bases

Acido desoxiribonucleico

Ruptura de las dos hebras del DNA

Sistema reportero de la Proteina Verde Fluorescente

Sistema reportero de la B-glucuronidasa

Histona 1

Histona 2

Histona 3

Histona 4

Enzima con actividad de histona acetilasa

Enzima con actividad de histona deacetilasa

Mecanismo de reparacion de DSBs por medio de secuencias homdélogas
Lisina.

Mecanismo de reparacion del mal apareamiento de bases en el DNA
Mecanismo de reparacion del dafio al DNA por escision de nucle6tidos
Mecanismo de reparacion de DSBs por ligacion de los bordes

Pares de base

Muerte celular programada

Reaccion en cadena de la polimerasa

Centro quiescente del meristemo radicular

Meristemo apical de la raiz

Acido ribonucleico

Meristemo apical aéreo

Ruptura de una sola hebra del DNA

Radiacion ultravioleta



Resumen

Las plantas son organismos sesiles, por lo que necesitan tener una gran
capacidad para integrar las respuestas a cambios ambientales y a distintos tipos de
estrés, los cuales pueden generar, entre otras cosas, dafio al DNA. La regulacion
epigenética participa en los procesos de respuesta al dafio al DNA, siendo parte de los
mecanismos que le dan a las plantas la plasticidad que requieren para responder a este
estrés. Un ejemplo de la participacion de la regulacién epigenética en respuesta al dafio
al DNA son las acetilasas de histonas de la familia MYST (MOZ, YBF2, SAS2 y
TIP60), las cuales estan muy conservadas entre los eucariontes ya que suelen jugar un
papel importante en la replicacion y reparacion del DNA. Arabidopsis thaliana solo
tiene dos proteinas tipo MYST HAM1l y HAM2, las cuales no han sido lo
suficientemente estudiadas. La histona acetilasa HAML1 es capaz de interactuar con
proteinas implicadas en la replicacion del DNA y también parece participar en la
respuesta al dafio al DNA, aunque en realidad no se sabe cual es su funcién. Por lo
anterior, el objetivo de este proyecto es definir la funcion de HAML1 en respuesta al dafio
al DNA durante el desarrollo de la raiz de Arabidopsis. Para ello utilizamos
tratamientos de induccion de rupturas de doble cadena al DNA en plantas control y
mutantes de pérdida de funcién de HAM1. Los resultados obtenidos indican que HAM1
participa en la detencion de la proliferacion de las células meristematicas de la raiz en
respuesta al dafio al DNA; HAM1 también previene la acumulacion del dafio al DNA en
las células meristematicas, evitando que estas mueran. Ademas, HAM1 participa en la
induccién de la expresion de ATM y ATR, dos cinasas que son fundamentales para la
activacion de la respuesta al dafio al DNA. También pudimos determinar por medio de
una construccién con GFP, que HAM1 se localiza principalmente en el ndcleo de
celulas con capacidad de proliferar. Dicha construccion serd empleada para determinar
qué genes son regulados directamente por HAML1.



1 Introduccion.

Las plantas y los animales desarrollaron de manera independiente la
multicelularidad como resultado de una convergencia evolutiva, de tal suerte que si bien
si hay similitudes entre estos grupos, también se presentan estrategias muy diferentes en
diversos procesos, como son el desarrollo corporal y la respuesta a estimulos
ambientales. Muchas de estas diferencias estan en buena medida relacionadas a una
caracteristica clave como es la movilidad. Las plantas a diferencia de los animales, son
organismos seésiles, por lo que deben de tener una gran capacidad para integrar las
respuestas a cambios ambientales y a distintos tipos de estrés para poder adaptarse a
diferentes ambientes (Cruz, 2010).

La respuesta al dafio al DNA es un ejemplo claro de las diferencias que existen
entre plantas y animales; si bien pueden encontrarse similitudes principalmente a nivel
molecular en relacion a las proteinas que se encargan de detectar e iniciar la respuesta al
dafio (Smith, 2001), las estrategias para prevenir, sobrellevar y reparar el dafio son
bastante diferentes. ;Cudles son y cémo funcionan estos mecanismos en las plantas?,
ésta es una pregunta cuya respuesta es muy amplia y compleja. Sin embargo,
recientemente se ha enfatizado en la importancia que la epigenética tiene en los
mecanismos de respuesta al dafio al DNA, lo que podria estar contribuyendo a la
plasticidad que tienen plantas. Se ha reportado en particular que la acetilaciéon de las
histonas es necesaria para que se dé una adecuada respuesta ante este tipo de dafio
(Campi et al. 2012), de alli la importancia de estudiar a las histonas acetilasas que
podrian estar implicadas en esta respuesta; por lo que este proyecto busca definir la
funcién que tiene la acetilasa de histonas HAM1 de Arabidopsis thaliana durante la

respuesta a las rupturas de doble cadena del DNA.

1.1 Arabidopsis thaliana como modelo de estudio.
Arabidopsis es una planta cuyo habitat natural se encuentra en Europa, Asia y

parte de Africa. Esta planta mide entre 20 o 25 cm de alto, sus hojas presentan tricomas
unicelulares y forman una roseta en la base, aunque también se pueden presentar hojas

en el escapo floral; sus flores tienen 3 mm de diametro, se encuentran arregladas en una



inflorescencia tipo corimbo y presentan la estructura tipica de las Brassicaceae; su fruto
es una silicua de 5 a 20 mm de largo que contiene de 20 a 30 semillas; su raiz posee una
estructura simple, con una raiz primaria que crece de manera vertical y que

posteriormente produce raices laterales mas pequefias (Koornneef et al. 2004).

Figura 1. Planta de Arabidopsis thaliana. Esta planta es facil de cultivar y tiene un ciclo de vida corto
(Hanada et al. 2011).

Arabidopsis es muy usada en los estudios de genética, evolucion y desarrollo,
practicamente desempefia un papel dentro de la biologia de plantas semejante al que
desempefian los ratones y las moscas de la fruta en la biologia de animales. A pesar de
que esta planta no es importante a nivel agronémico, posee varias caracteristicas que la
hacen interesante al tratar de entender la genética, la biologia celular y molecular de las
angiospermas. Se ha realizado mucha investigacién respecto a su genoma, el cual es
pequefio y esta repartido en 5 cromosomas, también se ha investigado la funcién de los

aproximadamente 27000 genes que contiene, informacion que esta recopilada en la base



de datos www.arabidopsis.org y es de libre acceso. Arabidopsis también es facil de

cultivar gracias a su tamafio (Figura 1) y a su rapida y abundante produccion de
semillas, ya que en solo 6 semanas produce bastantes silicuas. La transformacion
genética de esta planta es también muy sencilla, a través del uso por infiltracion de
Agrobacterium tumefaciens se puede introducir DNA al genoma de la planta, es gracias
a esta tecnologia que fue posible obtener colecciones de plantas mutantes con pérdida o
ganancia de funcion de muchos de sus genes (Koornneef et al. 2004).

Otro atributo que hace a Arabidopsis atractiva en la investigacion es el hecho de
que muchos de sus tejidos son faciles de analizar por medio de técnicas de microscopia.
Tanto las raices como las plantulas jévenes son relativamente traslucidas, esto, aunado a
su pequeiio tamafo, facilita el estudio por medio de técnicas de fluorescencia y

microscopia confocal.

1.2 Estructura de la raiz de Arabidopsis.
Las plantas crecen y forman nuevos 6rganos durante todo su ciclo de vida. Estos

tejidos y organos post-embrionarios derivan de células pluripotenciales que residen en
los meristemos, los cuales vienen a ser grupos de células que se mantienen en un estado
indiferenciado y de proliferacion activa (Salazar, 2011). Existen varios meristemos que
contribuyen al desarrollo de las plantas, los mejor estudiados son los dos meristemos
primarios originados durante la embriogénesis, el meristemo apical aéreo (SAM; Shoot
Apical Meristem) y el meristemo apical de la raiz (RAM; Root Apical Meristem), los
cuales permiten el desarrollo y crecimiento de los érganos aéreos y subterraneos de la
planta respectivamente (Jeong et al. 2011). Dentro de ambos meristemos se encuentra el
nicho de células troncales a partir del cual se originan otros tipos celulares que
conforma la planta. El nicho de células troncales se localiza en un microambiente, en el
que la diferenciacion celular se inhibe y se mantiene la proliferacion celular por medio
de sefiales intercelulares emitidas por células cercanas (Salazar, 2011).

El RAM de Arabidopsis estd formado por un grupo de cuatro células troncales
Ilamadas celulas del centro quiescente (QC), que se caracterizan por tener una tasa de
proliferacion baja. Son estas células las que dan origen y mantienen en un estado

indiferenciado a las células iniciales de la columela, de la epidermis/cofia lateral, del
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cortex/endodermis, y del haz vascular/periciclo (Figura 2A). Las células iniciales se
dividen continuamente sin comprometer su estado “prediferenciado” dando origen a los
tipos celulares que conforman el patrén radial de la raiz, los cuales estan dispuestos de
manera concéntrica y se les identifica, de adentro hacia afuera, como el haz vascular
(estela), la endodermis, el cortex y la epidermis. En el apice de la raiz también se
encuentra un tejido especial denominado cofia, que esta constituido por la columelay la
cofia lateral, es este tejido el encargado de proteger a la raiz de los dafios mecanicos que
podria sufrir a medida que esta crece y penetra en el suelo, ademés de ser el centro
sensor del gravitropismo de la raiz (Figura 2B) (Salazar, 2011).

La estructura de la raiz de Arabidopsis es relativamente simple; siguiendo su eje
apico-basal la raiz puede ser dividida en 3 zonas que a su vez representan los estadios
de desarrollo de las células que las conforman: 1) la zona meristematica, que se
encuentra en la region més distal o apical de la raiz y que contiene a las células en un
estado de replicacion constante; 2) la zona de alargamiento o elongacién, en la cual las
células provenientes del meristemo dejan de dividirse e inician un rapido proceso de
crecimiento; y 3) la zona de diferenciacion, en la cual las células cesan su crecimiento y
adquieren su estado final de diferenciacion (Figura 2C).

Las raices de las plantas son importantes porque cumplen varias funciones
basicas para su supervivencia, como es el permitir el anclaje o fijacion de la planta al
suelo, asi como la absorcion y transporte del agua y de los nutrientes minerales disueltos
en ella desde el suelo hacia el resto de la planta. Ademas la estructura de la raiz contiene
células troncales, células en proliferacion y células diferenciadas, lo cual ha permitido
estudiar varios procesos en estos tres tipos celulares. Esto hace de la raiz de Arabidopsis
un modelo ideal para estudiar los mecanismos de respuesta al dafio al DNA, ya que,
dependiendo de su actividad y funcion, cada tipo celular sigue estrategias diferentes

para lidiar con un dafio al DNA.
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Figura 2 Estructura de la raiz de Arabidopsis thaliana. A) Nicho de células troncales e iniciales de la raiz,
las flechas indican los planos de division celular, en negro se aprecia el QC (Centro quiescente) y en
colores a las células iniciales, Epi/CL (Epidermis y Cofia lateral) Endo (Endodermis). B) Esquema de la
raiz, en donde es posible apreciar las capas celulares que la componen. C) Representacion de las distintas
regiones que componen la raiz de Arabidopsis, ZM (Zona meristematica), ZE (Zona de Elongacién), ZD
(Zona de diferenciacién). Modificado de Bennett y Scheres (2010).
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1.3 Tipos de daiio al DNA en las plantas.
El DNA de las plantas, al igual que el de todos los organismos, esta

constantemente sometido a la modificacion quimica. Estas modificaciones son
potencialmente peligrosas, no solo por la mutagénesis que implican y el efecto adverso
que estas pueden tener dentro de los nichos de células especiales, como en las células
meristematicas o los gametos; sino también por su efecto sobre las células somaéticas, ya
que si bien las plantas no desarrollan cancer, el DNA dafiado puede impedirle a
cualquier célula realizar las funciones basicas para su subsistencia, como podria ser la
sintesis de nuevas proteinas (Britt, 1996).

Los principales tipos de dafio al DNA que se han descrito en plantas son: 1) Por mal
apareamiento de nucleotidos, los cuales pueden darse de manera espontanea por la
accion de la DNA polimerasa, pero que también pueden ocurrir por reacciones de
hidrolisis, alquilacion y oxidacion; 2) Por bases quimicamente modificadas, las cuales
ocurren por reacciones de hidrdlisis, alquilacion, oxidacion, luz UV y radiacion
ionizante; y 3) Por ruptura del DNA de hebra sencilla (Single Strand Break; SSB) o
doble (Double, Strand Break; DSB), las cuales pueden ocurrir por reacciones de
hidrolisis y oxidacion, o por la accion de la radiacion ionizante (Tabla 1) (Britt, 1996).

A continuacion se describen las principales causas del dafio al DNA y cémo actdan.

e Dafio por hidrolisis: A grandes rasgos la hidrolisis consiste en romper enlaces
covalentes dentro de una molécula organica dando lugar a moléculas mas
sencillas. EI DNA esta constantemente sujeto a esta clase de reacciones, siendo
la mas comdn la hidrolisis del enlace glicosidico entre las purinas y el esqueleto
del DNA, la cual provoca SSBs, impidiendo asi la transcripcion y replicacion
del material genético. Otro tipo de dafio producido por la hidrélisis es la des-
aminacion de las citocinas y de las 5-metilcitocinas, lo cual promueve la
sustitucion de estas bases por uracilos y timinas, acarreando asi el mal
apareamiento de nucledtidos y en consecuencia mutaciones puntuales en la
secuencia del DNA (Britt, 1996).

e Dafio por alquilacion: La alquilacion consiste en la transferencia de un grupo
alquilo de una molécula a otra. El tipo de alquilacion mas comin asociado al
dafio al DNA es la incorporacion de grupos metilos a las bases nitrogenadas, las

cuales, una vez estando quimicamente modificadas, son potencialmente
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mutagénicas. En el laboratorio es comun el uso de agentes alquilantes, como el
Etilmetanosulfonato (EMS), para inducir mutagénesis en las plantas (Britt,
1996).

Dafio oxidativo: La oxidacion consiste en la transferencia de electrones de una
molécula donadora a otra receptora, modificando asi la naturaleza de ambas. La
oxidacion del DNA es causada principalmente por los radicales hidroxilo,
superoxido, y éxido nitrico, los cuales al interaccionar con el DNA pueden dar
lugar a SSBs, DSBs o cambiar la naturaleza quimica de las bases nitrogenadas.
Los productos de la oxidacion del DNA actGan principalmente como
bloqueadores de la sintesis y transcripcion; exceptuando el de la oxidacion de las
guaninas, que adquieren la capacidad de aparearse tanto con adeninas como con
citosinas, teniendo asi efectos mutagénicos; y el de DSBs, los cuales pueden dar
lugar, entre otras cosas, a pérdidas de fragmentos de la secuencia del DNA
(Britt, 1996).

Darfio por luz ultravioleta: Los fotones de la luz UV tienen la capacidad de
romper los enlaces que se encuentran al interior de las moléculas con las que
interactGan, permitiendo asi la formacion de nuevos enlaces. En el caso del
DNA, cuando la luz UV alcanza dos pirimidinas adyacentes, se pueden formar
enlaces entre estas, modificando su naturaleza quimica. En las plantas la
formacion de dimeros de pirimidina se da por accion de la radiacién solar, asi
que es comin que las plantas produzcan pigmentos especiales para prevenir el
dafio por absorcion de este tipo de luz. Si bien este tipo de dafio no es
mutageénico, si impide la replicacion y transcripcion del DNA (Britt, 1996).
Dafio por radiacion ionizante: La radiacion ionizante puede afectar al DNA en
mas de una forma: puede interaccionar directamente con este, dando lugar a
alteraciones quimicas, pérdidas de bases y SSB. Ademas, tiene la capacidad de
producir radicales libres, los cuales causan dafio oxidativo en el DNA; sin
embargo, el efecto mas conocido de la radiacion ionizante sobre el DNA es la
generacion de DSBs, el cual se asocia con rupturas en los cromosomas,
inversiones de los mismos, pérdida de informacion, ademas de eventos de

duplicacion y translocacion de genes o secuencias (Britt, 1996).
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Tabla 1 Tipos de dafio al DNA y agentes que lo provocan. Modificado de Lodish (2000).

Lesién al DNA

Tipo de dafio

Agentes que lo provocan

Perdida de base

SSB

Agentes hidroliticos, Radicales libres o
Radiacion lonizante

Base alterada

Modificacion quimica

Radiacion ionizante, Agentes de alquilacién o
luz UV

Base incorrecta

Mal apareamiento de
nucleotidos

Agentes hidroliticos, Agentes de alquilacion,
Radicales libres o Radiacion ionizante

Bulto por insercion o
delecién de un nucleétido

SSB

Agentes hidroliticos, Agentes de alquilacién,
Radicales libres o Radiacion ionizante

Dimeros de pirimidinas

Modificacidn quimica

Luz UV

Rupturas de hebra
sencilla o doble

SSBy DSB

Ruptura de enlaces fosfodiester por accion de
radiacion ionizante, agentes hidroliticos,
radicales libres o0 agentes biol6gicos como la
zeocina

Hebras cruzadas

Modificacion quimica

Enlace covalente entre las dos hebras debido a
la accion de un agente de alquilacion

Fragmentos
3"deoxiribosa

SSBy DSB

Disrupcién de la estructura de la desoxiribosa
por accion de radicales libres

El dafio al DNA no ocurre solo por accién de agentes abidticos, también existen
varios agentes de origen biologico que causan dafios al DNA. Un ejemplo de ello es la
zeocina, el cual es un antibiético de naturaleza glicopeptidica similar a la bleomicina,
es producido por Streotomyces vericillus y es capaz de unirse al DNA causando DSBs.
La zeocina es particularmente importante para este proyecto porque es a partir de este
antibidtico realizamos la induccion de DSB para estudiar la funcion de HAM1 en la

respuesta al dafio al DNA.

1.4 Respuesta al daio al DNA y mecanismos de reparacion en Arabidopsis.
Las plantas, al igual que todos los seres vivos, han desarrollado mecanismos para

prevenir, soportar y reparar el dafio al DNA. Cada tipo de dafio se repara por un
mecanismo especifico (Britt, 1996). En plantas se han descrito 5 tipos de reparacion del
dafo (Britt, 1996): 1) Por fotoreactivacion, 2) Por escision de bases (Base Excision
Repair; BER), 3) Por escision de nucledtidos (Nucleotide Excision Repair; NER), 4)

Por mal apareamiento, 5) Por DSB.

14




Reparacion por fotoreactivacion: En muchos organismos el efecto de la luz UV
se reduce bastante si se les coloca bajo fuentes de luz azul. Esto se debe a las
enzimas fotoliasas, las cuales cuando se unen a los dimeros de pirimidinas son
capaces de absorber un foton de cierta longitud de onda rompiendo los dimeros
formados para asi revertir el dafio producido por la luz UV sin necesidad de
sintetizar nuevo DNA (Figura 3). Hay que sefalar que este tipo de reparacion
solo se da en la parte aérea de la planta, ya que solo ésta puede recibir este tipo
de luz (Britt, 1996).

Fotoreactivacién Enzimética

Reparacion

Figura 3 Reparacion del dafio por luz UV por medio de la fotoreactivacion. La fotoliasa reconoce la zona
dafada y usa la energia de un foton para revertir el dafio al DNA sin tener que sintetizarlo de nuevo.
Modificado de Oguma et al. (2002).

Reparacion por Escision de Bases (BER): Cuando es solo una hebra de DNA la
que esta dafiada, es posible utilizar la otra hebra como molde para reparar la
primera. Para lograr esto, existen mecanismos de escision que, a diferencia de la
fotoreactivacion, reemplazan el DNA dafiado con DNA nuevo. EI mecanismo
BER consiste en remover una sola base dafiada por medio de la accion de
glicosilasas especificas que dejan el esqueleto de azucares fosfato del DNA

intacto, es decir un sitio abasico. EIl sitio abasico es reconocido por
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endonucleasas o ligasas especificas que rompen las cadenas fosfato para permitir
la accion de exonucleasas, DNA polimerasas y ligasas para rellenar este sitio
abasico (Britt, 1996).

Reparacion del mal apareamiento de bases (MMR): En el MMR las proteinas
MSH2 forman un heterodimero con las MSH3, MSH6 o0 MSH7que se encarga
de reconocer la distorsion en el DNA causado por la inadecuada colocacion de
bases. Posteriormente las nucleasas MLH1 y PMS2 se encargan de eliminar la
hebra de DNA dafiado, dejando un hueco el cual es rellenado por la DNA

polimerasa y la accion de una ligasa (Li et al. 2006).

Reparacion por escision de nucledtido (NER): NER se diferencia de los otros
dos mecanismos de escision en la gran variedad de dafio que es capaz de
reconocer. El mecanismo inicia con la remocion de la hebra dafiada al generar
rupturas, siempre a una distancia fija de donde se encuentra el dafio, tanto rio
arriba como rio abajo. Posteriormente se reclutan helicasas especificas seguidas
por la DNA polimerasa y ligasa para rellenar los huecos, utilizando como molde
la hebra no dafiada (Britt, 1996).
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1N Sintesis de nuevo DNA
Ligacion

Figura 4 Reparacion por mecanismos de escisién. Los pasos basicos son los mismos para los 3:
Reconocimiento, Escision, Sintesis y Ligacion. Modificado de Abeloff (2008).

Reparacién de rupturas de doble cadena: Las rupturas de doble cadena (DSBs)
son uno de los tipos de dafio al DNA maés peligrosos por los efectos que pueden
tener en la estructura genética. Existen dos mecanismos basicos de reparacion de
este tipo de dafio: uno que involucra la homologia extensiva del DNA, gracias a
varias moléculas interactoras (recombinacion homologa o HR) y otra que actua
de manera independiente a la homologia de la secuencia (recombinacion no
homologa o NHR) (Figura 5) (Bleuyard et al. 2006). Durante el NHR
simplemente se retinen los dos extremos de las hebras rotas, de lo cual se deduce
que se trata de una via poco precisa en la que suelen ocurrir deleciones. En
cambio la HR es mucho mas precisa en su reparacion y en ella no tiene lugar la

perdida de informacion genética, aunque en esta via la reparacion es bastante
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mas tardada, lo cual hace que Arabidopsis utilice de manera preferencial la NHR
(Bleuyard et al. 2006).

HR

NHEJ

-«

Figura 5 Reparacion de las rupturas de doble cadena por recombinacién homéloga (derecha) y
recombinacion no homologa (izquierda). La primera solo retne los dos fragmentos, la segunda utiliza una
secuencia homdloga como templado. Modificado de Bleuyard et al. (2006) y Latrasse et al.(2008).

La reparacion NHR es promovida por el complejo DNA-PK, el cual estd
compuesto por el heterodimero de KU70 y KU80, ademas de la subunidad catalitica
DNA-PKGcs. El dimero de KU70-KUB80 reconoce los extremos rotos del DNA y se une a
ellos para prevenir una mayor degradacion de éste, ademas de que sirve como punto de
reconocimiento para la DNA-PKcs. Posteriormente, la DNA-PKcs fosforila a KU70,
KUB80 y a si misma, para después reclutar y fosforilar a Artemis. La proteina Artemis
tiene actividad de endo-exonucleasa, siendo la que se encarga de llevar a cabo la
maduracion del DNA, facilitando el paso final, que es la ligacién de las hebras, lo cual
se lleva a cabo gracias al heterodimero Xrcc4/DNA ligasa 1V (Figura 6) (Bleuyard et al.
2006).
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Figura 6 Reparacién de las rupturas de doble cadena por recombinacion no homologa. Ku70 y Ku80
reconocen el dafio y reclutan a DNA-PKcs la cual facilita la acciéon de la Xrccd y la Ligasa IV.
Modificado de Smith (2001).

La reparacion por HR inicia con el procesamiento del DSB para formar bordes
cohesivos de cada lado, proceso que involucra al complejo MRX, compuesto por
RAD50, Mrell y Xrs2. Posteriormente RAD52 se une a los bordes cohesivos, los
cuales, si resultan ser complementarios, son unidos directamente, pero si no, se recluta a
RAD51, formando asi el Rad51/ssDNA nucleofilamento, el cual es capaz de invadir una
secuencia homologa de DNA integro que servird como templado para la reparacion del
DSB (Figura 7) (Bleuyard et al. 2006).
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Figura 7 Reparacion de las rupturas de doble cadena por recombinacion homologa. MRX reconoce el
dafio y sintetiza los bordes cohesivos (1 y 2). Si los bordes no son complementarios, se recluta a las
proteinas tipo RAD, las cuales forman el nicleo-filamento invasivo (3) para usar como templado una
secuencia homologa (4) y con ello reparar el dafio. Modificado de Smith (2001).

La respuesta al dafio al DNA por rupturas de sus hebras, estd mediada por dos
proteinas cinasas altamente conservadas: ATAXIA-TELANGIECTASIA MUTATED
(ATM) y ATM/RAD3-RELATED (ATR) (Figura 8). En general ATM se induce
durante las rupturas de doble cadena mientras que ATR se activa durante las rupturas de
cadena sencilla, pero es comun que ocurra un sobrelapamiento de sus actividades
(Bleuyard et al. 2006). Cuando ocurre el dafio al DNA, estas cinasas inician una cascada
de sefializacion que lleva en primer lugar al arresto del ciclo celular y posteriormente a

la activacion de los mecanismos de reparacion, como son la HR y la NHR. ATM y ATR
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también estan implicadas en la muerte celular programada (PCD) por dafio al DNA, una
respuesta al dafio completamente diferente a los descritos previamente, ya que este
mecanismo elimina a la célula afectada para evitar que esta siga activa o se reproduzca.
En animales esta clase de respuesta ante el dafio es bastante comun; por lo general las
células animales tienen una tendencia “suicida” ante el dafio al DNA, actividad que
realizan por medio de un proceso llamado apoptosis, el cual se inicia por la accién de
factores transcripcionales especializados, como p53, que llevan en Gltima instancia a la
degradacion de diversos componentes celulares, dando lugar una muerte celular limpia
y ordenada (Alberts, 2008). Durante mucho tiempo se penso que las plantas no tenian
actividad de PCD inducida por el dafio al DNA, ya que en estas no existen todas las
proteinas que se encargan de inducir la apoptosis, ademas de que no presentan el riesgo
de desarrollar cancer; sin embargo hace algunos afios se demostré que en las plantas si
existe una actividad de PCD en respuesta al dafio al DNA, pero se da preferencialmente
dentro de los nichos de las células meristematicas (Fulcher y Sablowski, 2009). A
diferencia de la PCD de los animales, la PCD de las plantas no presenta caracteristicas
apoptoticas, sino mas bien autoliticas. Aunque no se sabe que proteinas o0 genes dan
lugar a esta respuesta dentro de las plantas, queda claro que la cascada de sefializacion
inicia también con ATM y ATR y que la actividad de muerte celular programada es
independiente de la actividad de arresto del ciclo celular y de los mecanismos de
reparacion del dafio al DNA (Fulcher y Sablowski, 2009).
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Figura 8 Regulacion de la respuesta al dafio al DNA por parte de ATM y ATR. Estas cinasas inician la
cascada de sefializacion en respuesta a este tipo de dafio. Modificado de Smith (2001).

ATM y ATR

1.5 Importancia de la epigenética en la reparacion del daio al DNA.
En Arabidopsis se ha descrito que para que se lleve a cabo la replicacion del

DNA se requiere, ademas de las proteinas que participan directamente en los
mecanismos de replicacion (Sanchez et al. 2012), de marcas epigenéticas que regulen la
estructura de la cromatina para permitir el acceso de estas proteinas a los origenes de
replicacion. La regulacion epigenética puede generarse por metilacion del DNA o por
modificaciones postraduccionales en las histonas. En Arabidopsis se ha reportado que
para que se inicien los procesos de replicacion del DNA, se requiere que los origenes de
replicacion estén enriquecidos en las marcas de di y trimetilacion de la lisina 4 de la
histona H3 (H3K4me2 y H3K4me3) y en la de acetilacion de la lisina 5 de la histona H4
(H4K5ac) (Costas et al. 2011). Dado que gran parte de la maquinaria de replicacion es

necesaria tambien en los procesos de reparacion del DNA, estos datos sugieren que
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estas marcas epigenéticas también pueden participan en los procesos de reparacion del
DNA. Sin embargo, hasta ahora hay pocos estudios sobre la funcién que tiene la
epigenética en los procesos de reparacion del dafio al DNA en plantas.

Las marcas epigenéticas regulan la estructura de la cromatina, debido a que la
unidad bésica de la cromatina es el nucleosoma, el cual esta formado por un octdmero
de proteinas tipo histonas compuesto por dos copias de las histonas H2A, H2B, H3 y
H4, alrededor del cual se enrolla el DNA (146pb por nucleosoma) y cada nucleosoma
estd a su vez unido por una subunidad de histona H1 (Earley et al. 2007).
Modificaciones postraduccionales en las histonas alteran la estructura del nucleosoma
generando con ello una cromatina dindmica, en donde se puede tener una cromatina
totalmente compactada (heterocromatina) o una cromatina relajada o abierta
(eucromatina) dependiendo de las distintas combinaciones de marcas epigenéticas
(Figura 9).

Heterocromatina

Marcas de heterocromatina:
H3K27me3
H2K11%ub

Hipoacetilado

Sin entrada de
proteinas del metabolismo

| del DNA
Eucromatina
N Marcas de eucromatina:
_f-.;f_-"‘s;.:a.. L( H3K4me3
= f ) '"":1\‘_\__ % A H3K4me2
&K: 9// / Hiperacetilado

Permite la
entrada de

proteinas del
metabolismo del DNA

Figura 9 Estructura y dindmica de la cromatina. Cada nucleosoma esta conformado por un octamero de
histonas (esfera naranja) alrededor del cual se enrolla el DNA (hebra azul) (Sabbatino, 2007). A la
derecha se enlistan algunas de las marcas epigenéticas asociadas a heterocromatina y eucromatina.
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Las modificaciones postraduccionales de las histonas se suelen dar en la region
amino terminal de estas proteinas; estas marcas incluyen la mono o di-metilacion de las
argininas; la fosforilacion de las serinas y treoninas; y la acetilacion, ubiquitinacion,
sumoilacion o mono, di o tri-metilacion de las lisinas. La acetilacion de las histonas es
una de las marcas que se suele asociar con la cromatina “relajada”, ya que al adicionar
el grupo acetilo a las lisinas se disminuye la afinidad de las histonas por el DNA al
neutralizar la carga positiva de estas proteinas, permitiendo asi que el DNA esté mas
libre para interaccionar con otras proteinas, como las de la maquinaria transcripcional,
promoviendo asi la expresion de los genes localizados en la region de cromatina
acetilada (Earley et al. 2007).

La acetilacion de las histonas juega un papel muy importante en la respuesta al
dafio al DNA (Figura 10). En Arabidopsis se ha demostrado que después de la
exposicion a rayos X, luz UV o radiacion ionizante, ocurre un incremento en la
acetilacion de la histona H3K14 y K18 y una tetra-acetilacion de histona H4 en los
residuos K5, K8, K12 y K16 (Drury et al. 2012). La acetilacion en la histona H4 parece
ser particularmente importante, ya que ademas de que participa en los procesos de
replicacion del DNA (ver arriba), en algunas variedades de maiz resistentes a la
exposicion a luz UV presentan la tetra-acetilacion en las regiones promotoras de
distintos genes asociados a la tolerancia a la luz UV (Campi et al. 2012). También se ha
visto que al sustituir los residuos K5, K8, K12 y K16 de la H4 por glutaminas, las
celulas tienen dificultades en realizar la NHEJ y la HR, lo cual las hace particularmente
sensibles a los tratamientos que inducen DSBs (Drury et al. 2012).

T-T.

s <M T orr e 2

Figura 10 Estados de la cromatina antes, durante y después de un dafio al DNA.1) Histonas (circulo
morado) parcialmente acetiladas, antes del dafio al DNA (linea negra) 2) Nucleosoma después del dafio
al DNA, el cual se muestra en forma de dimeros de timina 3) El nucleosoma es hiperacetilado y comienza
la reparacion de los dimeros de timina. Modificado de Campi et al. (2012).
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La acetilacion de las histonas esta regulada por dos tipos de proteinas que
funcionan de manera antagonica: las histonas acetilasas (HATS) y las histonas
deacetilasas (HDACSs). En Arabidopsis, las HATs se han clasificado en 4 familias
(GNAT; GCNb5-related N-terminal acetyltransferases, MYST, p300/CBP y TAFI1250)
(Latrasse et al. 2008); mientras que las HDACs en 3 familias (RPD3/HDAL, la Silent
Information Regulator 2 (SIR2) y la familia HD2) (Pandey et al. 2002).

Las HATSs de las familias GNAT y MYST estan involucradas en la acetilacion
de pequefias moléculas y de proteinas no-histona (Earley et al. 2007); las p300/CBP
estan implicadas en la regulacion de genes del ciclo celular, diferenciacion y muerte
celular (Pandey et al. 2002); mientras que las TAFII250 se asocian con proteinas que

interacttan con factores de union a secuencias TATA (Pandey et al. 2002).

1.6 Antecedentes inmediatos.
Las HATs de tipo MYST desempefian funciones fundamentales en las

modificaciones post-traduccionales de histonas, teniendo asi un efecto en la estructura
de la cromatina. Su nombre proviene de las siglas de los 4 primeros miembros que se
encontraron en mamiferos y levaduras, MOZ, YBF2, SAS2 y TIP60 (Neal et al. 2000).
Las proteinas MYST se caracterizan por la presencia de un dominio (dominio MYST)
compuesto por un sitio de union a la acetyl-CoA y un dedo de zinc. Algunos otros
miembros de la familia poseen ademas cromodomios, homodomios y otras clases de
dominios, los cuales les permiten interaccionar con otras proteinas o con residuos de las
histonas modificados. Las proteinas MYST parecen estar muy conservadas
evolutivamente hablando, ya que se les puede encontrar en diversas clases de
eucariontes. Las MYST estan involucradas en una gran variedad de procesos nucleares
criticos (Avvakumov y Cote, 2007) como son la activacion y represion de genes, la
apoptosis, la progresion del ciclo celular, la replicacion y reparacion del DNA e incluso
estan involucradas en el cancer (Latrasse et al. 2008), como es el caso de HBO1, una
proteina MYST que se encuentra en humanos (Avvakumov y Cote, 2007). Solo dos
miembros de la familia MYST se encuentran en Arabidopsis: HAM1 y HAM2 (antes
HAG4 y HAGbS) (Pandey et al. 2002). Se ha demostrado in vitro que estas dos enzimas

tienen mayor especificidad por la lisina 5 de la histona H4, sin embargo también pueden
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acetilar algunos residuos de la histona H3 pero con menor afinidad (Earley et al. 2007).

Dada la similitud en sus secuencias, parece ser que HAM 1y 2 son resultado de
un evento de duplicacion (Latrasse et al. 2008), lo cual es importante ya que si bien ain
no se conoce con precision sus funciones bioldgicas, el trabajo con mutantes sencillas
de estos genes demostr6 que HAM1 y HAM2 tienen funcién redundante bajo
condiciones de crecimiento normales en la parte aérea de Arabidopsis. Sin embargo, en
nuestro laboratorio se ha observado que una haml-1, una mutante simple de pérdida de
funcién de HAML1 tiene ligeramente alterada la estructura del meristemo radicular,
principalmente en el nimero de células del centro quiescente, de las células iniciales de
la columela y de las células maduras de columela (Sanchez, et al. datos sin publicar).
Por otro lado no es posible obtener mutantes dobles para estos genes, ya que estas
proteinas parecen desempefiar un papel fundamental en el desarrollo de los gametos
(Latrasse et al. 2008).

Anadlisis bioquimicos realizados con la proteina HAM1 han mostrado que es
capaz de unirse a ORC1b, una proteina del complejo preRC esencial para que se inicie
la replicacion del DNA (Sanchez et al. datos sin publicar). Estos datos sugieren que
HAML1 podria estar participando no solo en la replicacion del DNA, sino que también
en los procesos de reparacion frente a un dafio al DNA, de hecho reportes recientes
publicados después de iniciar este proyecto indican que es necesaria la presencia de los
genes de HAM1 y HAM2 para una adecuada reparacion del dafio producido por la luz
UV, siendo més importante HAM1 que HAM2 (Campi et al. 2012).

Por lo anterior, este proyecto tiene como finalidad aportar datos para definir la
funcién que tiene HAM1, en los mecanismos de respuesta generados por un dafio al

DNA con zeocina que induce DSBs.
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2 Hipotesis.

HAML1 es una histona acetilasa de Arabidopsis que interactia con proteinas
involucradas en la replicacion del DNA. Sus homélogos en otros organismos también
participan en la replicacion del DNA y ademés participan en la respuesta al dafio al
DNA. Entonces HAML1 podria estar participando en la respuesta al dafio al DNA en

Arabidopsis thaliana.
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3 Objetivos.

3.1 Objetivo general.
Determinar la funcién de la histona acetilasa HAM1 en la reparacion del dafio al

DNA durante el desarrollo de la raiz de Arabidopsis thaliana.

3.2 Objetivos particulares.
1.- Establecer las condiciones y tiempos de incubacién con distintos tratamientos de

zeocina para inducir el dafio al DNA por ruptura de doble cadena en Arabidopsis.
2.-Caracterizar el fenotipo de las plantas mutantes ham1-1 bajo condiciones de dafio al
DNA por DSBs.

3.-Determinar la expresiéon de algunos genes implicados en las vias de sefializacion
activas por dafio al DNA, en plantas control, plantas haml1-1 y otras plantas mutantes
con y sin induccion del dafio.

4.- Definir el mecanismo por el cual HAM1 participa en reparacion, si es a través de la
regulaciéon directa de la expresién génica, o a través de la regulacion del algln

componente del metabolismo del DNA.

28



4 Materiales y Métodos.

4.1 Material bioldgico.
Durante la realizacion de este proyecto se emplearon plantas de Arabidopsis

thaliana ecotipo Col 0, plantas mutantes de pérdida de funcién haml-1
(SALK 027726) (Latrasse et al. 2008), atm-2 (SALK 006953) (Garcia et al. 2003) y
atr-2 (SALK_03284) (Culligan et al. 2004); ademés de plantas transgénicas
pCYCBL1.1:CYCBL1.1DB:GUS (Colon-Carmona et al. 1999).

Para las clonaciones se usaron células de Escherichia coli DH5a y DB3.1.

Para la generacion de plantas transgénicas se utilizaron células de

Agrobacterium tumefaciens cepa C58.

4.2 Condiciones de crecimiento de Arabidopsis thaliana.
Las semillas de Arabidopsis fueron desinfectadas con una solucion de hipoclorito

de sodio comercial (Cloralex) al 20% y Tween-20 al 0.0001% (Sigma-Aldrich)
incubandolas a temperatura ambiente y en agitacion durante 15 minutos, después de esta
incubacion las semillas se lavaron cuatro veces con agua estéril. Con el fin de
sincronizar el metabolismo y la germinacion, las semillas fueron estratificadas durante
72 horas a 4°C en oscuridad.

Las semillas estratificadas fueron sembradas en cajas petri con medio MSS que
contiene: MS al 0.2x (Murashige y Skoog 1962, MP Biomédicals), MES monohidratado
al 0.00005% (Sigma-Aldrich), sacarosa al 1% (Sigma-Aldrich), agar al 1% (Becton,
Dickinson and Company) y pH de 5.6 ajustado con KOH al 1M. Si el experimento lo
requeria, las plantulas de 8 o 10 dias se transferian a tierra (Tierra Metro Mix 200)
esterilizada por autoclave. Todas las plantas se germinaron y crecieron a una
temperatura de 22 °C, con luz blanca y fria a una intensidad aproximada de 110 pEm-

2s-1 en condiciones de dia largo (16 hrs luz/ 8 hrs oscuridad).
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4.3 Caracterizacion de las plantas mutantes.
Para genotipificar las plantas mutantes haml-1, atm-2 y atr-2 (Figura 11), se

realizé la extraccion de DNA de una hoja por cada planta a analizar. Para esta
extraccion, el tejido fue congelado a -70°C vy triturado sin descongelar hasta formar un
polvo fino, posteriormente a cada muestra se le adicionaron 500 pl de buffer de
extraccion (100 mM de TrisHCI pH=8, 50 mM de EDTA, 500 mM de NaCl, 1% de
SDS y 0.07% de -mercaptoetanol), las muestras se incubaron a 65°C por 10 minutos.
Posteriormente, a cada muestra se le adicionaron 130 ul de Acetato de Potasio 5 M, y se
incubaron a 4°C por 5 minutos. Finalmente, se realizd una extraccion con 150 ul de
cloroformo, centrifugando a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C. A cada sobrenadante
obtenido se le adiciond 665 ul de isopropanol y 65 ul de AcNa 3M para precipitar el
DNA a -20°C por 20 minutos. EI DNA precipitado se lav6 dos veces con etanol al 70%
y se resuspendio en H,O miliQ. EI DNA obtenido fue cuantificado en un equipo
nanodrop (Nanodrop 2000 Thermo scientific).

Con el DNA obtenido se realizaron los ensayos de reaccion en cadena de la
polimerasa 0 PCR (por sus siglas en inglés; Polymerase Chain Reaction). Las
reacciones se hicieron usando el kit de PCR de Invitrogen en un volumen final de 15 pl;
cada reaccion contenia 1X PCR Rnx Buffer, 1.5 mM MgSQO,, 0.2 mM dNTPs, 0.4 mM
de oligonucledtidos (Ver Tabla 2), ~150ug de DNA y 1 U Tagq DNA Polimerasa.

Tabla 2. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados durante la genotipificacion de las plantas mutantes
atm-2, atr-2 y ham1-1, con temperaturas de alineamiento y nimero de ciclos usados para cada caso.

Oligonucleétidos para la genotipificacion de las plantas mutantes
Mutante Secuencia del oligonucleétido (5"---»3") Tm(°C’) | No. de ciclos
atm-2 MP-ATMgl-F: 35
GTTCAGTCTTGCCTCCCAGA 66.45
MP-ATMgI-R:
CTTGTCTAATCATAGGCCCATG 65
atr-2 MP-ATRgl-F: 35
TCTCTGGTCTTGGTGCCCTT 66.45
MP-ATRgI-R:
CTGTGTCTATTAACTTGGCCAG 65
ham1-1 HAG4LC-F: 35
AGAGACGGCGATGATAATCGCCAC 69
HAGALCb-R:
ATCCACGATCATCACATTCACA 61
TDNAJ/SALK
" BCL" GGAACAACACTCAACCCTATCTCGG 69.38 35
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Figura 11: Esquema de las inserciones de las mutantes haml-1, atm-2 y atr-2. Estructura de los genes de
HAM1 (AT5¢64610), ATM (AT3G48190) y ATR (AT5G40820), se indica la posicion en donde se
encuentra la insercion de T-DNA.

4.4 Condiciones de induccion de daino al DNA con Zeocina.
Para inducir dafio al DNA por ruptura de doble cadena (DSB) en la raiz de

Arabidopsis, se utilizé una solucién de zeocina (Invitrogen). La zeocina tiene la ventaja
de ser menos tdxica y genera el mismo dafio que la bleomicina. En general los
tratamientos consistieron en crecer las plantas durante 3 o 4 dias, segun el caso, en
medio MSS normal para después transferirlas a medio MSS con 10 o 20 pg/ml de
zeocina (lo cual equivale a 6.5 uM y 13 uM respectivamente) durante 8, 24, 40 0 72
horas.

4.5 Andlisis de las raices mediante microscopia de luz.
Para observar los meristemos radiculares de las plantas, las raices fueron tefiidas

con una solucion de lugol (yodo y yoduro potasico al 1%) durante unos segundos y
después fueron aclaradas con soluciéon de aclaramiento (80% de hidrato del cloral y
10% de glicerol), las raices aclaradas se visualizaron en un microscopio éptico Olympus
BX60 a un aumento de 40X.
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4.6 Andlisis de las raices mediante microscopia confocal.
Para cuantificar la muerte celular ocurrida en los meristemos durante el

tratamiento de dafio al DNA, se usé el método de Fulcher y Sablowski (2009), el cual
consiste en montar las raices en medio MSS con 5ug/ml de loduro de Propidio (IPr) y
observar la capacidad que tiene el IPr de penetrar al interior de las células, mediante
microscopia confocal, para este caso se uso el Microscopio Confocal (Olympus
FV1000) del Conjunto E de la Facultad de Quimica a una longitud de onda de 535 nm
con laser de diodo.

Para observar las plantas pHAM1:HAM1.GFP, las raices también se montaron

en MSS con IPry se utiliz6 una longitud de onda de 509 nm con laser de diodo.

4.7 Extraccion de RNA y RT-PCR.
La extraccion de RNA se realiz6 a partir de 100 mg de tejido de raiz. Para ello,

el tejido fue triturado sin descongelar hasta formar un polvo fino; cada muestra fue
resuspendida en 1 ml de Trizol (Invitrogen) y se dejé incubando a temperatura ambiente
por 5 minutos; después se realizaron dos extracciones con 0.2 ml de cloroformo
centrifugando a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C. EI RNA en solucion fue precipitado
con 1 ml de isopropanol frio incubando a -20°C por 20 minutos y se centrifugando a
10000 rpm por 15 minutos a 4°C. Una vez precipitado, el RNA se lavd 3 veces con
etanol 70% y se resuspendié en H,O miliQ.

Las muestras de RNA fueron cuantificadas en un nanodrop. Para corroborar su
integridad y realizar la calibracion de las muestras, fue necesario disolver 100 ng de
RNA da cada muestra a analizar en 7 pl de buffer de carga, el cual contiene 20% de
formamida y 0.45% de SDS. Las muestras se desnaturalizaron a 70 °C durante 7
minutos, después se separaron en un gel de agarosa-TBE al 1.2 %. La integridad de
cada muestra de RNA se determiné por la visualizacion de los RNAs ribosomales, asi
mismo su calibracion se realizd determinando la concentracion de los RNAs
ribosomales por densitometria.

Las muestras de RNAs calibradas se usaron para realizar la sintesis de la primera
cadena de DNA (cDNA), utilizando el kit “FirstStrand cDNA Synthesis Using
SuperScriptTM II RT” (Invitrogen). La reaccion se realizd en un volumen final de 20

ul, para ello se agregd en un tubo 0.5 uM de oligonucledtido dT y 0.5 mM de

32



desoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) con 250 o 1000 ng de RNA, esta reaccion se
incubé a 65°C por 5 minutos. Posteriormente, a cada muestra se le adiciond 1X de
amortiguador First Strand, 10mM de DTT, 40U de RNAsaout y 200U de la enzima
SuperScriptTM 1l RT; la sintesis de cDNA se realizé a 42°C por 50 minutos. La enzima
se inactivé a 70°C por 15 minutos.

El cDNA obtenido se utilizd para hacer ensayos semicuantitativos por PCR, las
cuales fueron hechas bajo las mismas condiciones de las PCR de genotipificacion de las

mutantes. Los oligonucledtidos empleados se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencias de los oligonucleétidos utilizados durante los ensayos de RT-PCR semicuantitativos,
con temperaturas de alineamiento y cantidad de ciclos usados en cada caso.

oligonucleotidos para RT-PCR semicuantitativos
Gen Secuencia del oligonucleétido (5"---»3") | Tm(C") No. De Ciclos
ATM MP-ATMq-F: 32
CGAAATCTGGCAATGATGAC 63.05
MP-ATMg-R:
CCTCACTCCTTGAGCTTCCT 66.45
ATR MP-ATRq-F1: 32
GCCATTCAGATTGACCCAGAAC 66.55
MP-ATRg-R1:
ACTCCACAAGAGGATCATGGATG 66.59
BRCA1 MP-BRCA1q-F: 29
GAATCAAGGGGGTGATAAACAAG 65.11
MP-BRCA1g-R:
TTGGAGCCCATTCAGCACAGTTT 66.59
HAM1 MP-HAM1g-F: 30
CTAAGGTACTGGACCGACACT 66.5
MP-HAM1g-R:
ACCATCCAGACAAAAGATTCCT 63.45
HAM2 MP-HAM2q-F: 30
CAAAGGTTCTGGACCGACATC 66.5
MP-HAM2g-R:
CAGCCCGCTTTACTTACACA 64.75
CYCB1.1 CycB1;1FR-T: 30
GAATGAATCATGCTAAAGGAC 61.64
CycB1;RR-T:
CTGTCTACACTTGAGTGGTA 63.05
Ku70 MP-KU70g-F: 30
GCACTGGATGAAAACGAGCTT 64.88
MP-KU709g-R:
GTCAAGTCCTTCAGCTTTCCG 66.5
PARP1 MP-PARP1q-F: 29
GCACGGTTCACGTCTCACTAA 66.5
MP-PARPQ-R:
CAAAGCAACCTCGCAGAGGAG 68.12
RAD51 MP-RAD51q-F: 29
GAAAACGTTGCCTATGCGAGG 66.5
MP-RAD51q-R:
CACACCAAACTCATCTGCTAACT 65.11
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TUB2 TUB FOR NEW: 29
AGGACTCTCAAACTCACTACC 74
TUB REV:
TCACCTTCTTCATCCGCAGTT 77

4.8 Clonacion del gen completo de HAM1 (pHAM1:HAM1:GFP).

Extraccién del DNA. Para clonar el gen completo de HAML, se realizdé una
extraccion de DNA a partir de hojas. Para ello el tejido se congelé a -70 °C y se
triturd hasta formar un polvo fino sin permitir que se descongelara, después se le
adicionaron 500 pl de buffer de extraccion (0.05 M de TrisHCI pH=8, 0.01 M de
EDTA, 2 % de SDS, 0.1 M de LiCl y 1 ul de Proteinasa K), se mezcl6 por
inversion durante 15 minutos y se centrifugd a 3500 rpm durante 15 minutos a
una temperatura de 4 °C. Al sobrenadante obtenido se le agregdé 20 um/ml de
RNasaA y se dejo incubando a 37 °C por 30 minutos para después realizar dos
extracciones con 25/24/1 de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. A este nuevo
sobrenadante se le adicion6 0.25 volimenes de Acetato de Amonio 10 M junto
con 2 volumenes de etanol absoluto para precipitar el DNA a -20 °C durante 1
hora. EI DNA precipitado se lavé con etanol 70% y se resuspendio en H,O

miliQ para después ser cuantificado en un nanodrop.

Tabla 4. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados durante la clonacién de HAM1, con temperaturas de
alineamiento y cantidad de ciclos usados.

Oligonucleétidos usados para la clonacion de HAM1

Secuencia del oligonucleétido (5" ---
Gen »3") Tm(C") | No. De Ciclos
HAM1 HAM1g-F: 35
TGATGCAAATTGTTGGTCAAA 53.4
HAM1g-R:
GCTCTGCTCTTTGTAAGGAGTC 62.1

Amplificacién: ElI gen de HAM1 fue amplificado utilizando la Taqg DNA
Polimerasa de alta fidelidad AccuPrime de Invitrogen. Para esto se disefiaron
dos oligonucleotidos (Tabla 4) que amplifican desde 1146 pb arriba del ATG
hasta un codon antes del condén de término del gen. Para la reaccion de

amplificacion, se requirieron 500ng de DNA gendmico a los que se les adiciond
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1X del Buffer Il (600 mM Tris-SO, pH=8.9, 180 mM (NH4):SO4, 20 mM
MgSQ4, 2 mM dGTP, 2 mM dATP, 2 mM dTTP, 2 mM dCTP, thermostable
AccuPrime protein y 10% glicerol), 0.4 mM de Oligonucleétidos (ver tabla 4) y
1 U de Accuprime Taq High Fidelity. La reaccion se mezcld suavemente y se
coloco en un termociclador en un programa con una desnaturalizacion inicial de
2 minutos a 94 °C seguida de 35 ciclos con 30 segundos de desnaturalizacion a
94 °C, 30 segundos de alineamiento a 55 °C y 3 minutos de extensién a 68 °C.
Una vez concluida la amplificacién, al producto se le adicioné 0.5 ml de Taq
Polimerasa recombinante (Invitrogen) junto con 0.2 mM de dATPs y se colocé a
72 °C por 10 minutos para que el producto tuviera bordes de adenina. El
producto final se corrié en un gel de agarosa de bajo punto de fusion para
purificar la banda que contenia el tamafio de amplicén esperado. La purificacion
de la banda consistio en disolver ésta en 500 ul de TBE 1X para después filtrarla
por una columna con papel filtro. A la solucién ya filtrada se le aplicé una
extraccion con 25/24/1 de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y después se
precipitd, lavo y cuantificd el DNA.

Clonacion: El producto purificado se clon6 en el vector pPCR®8/GW/TOPO del
sistema gateway, utilizando el kit pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning® de
Invitrogen (Figura 12). La reaccion consinti6 en afadirle a 160 ng de la
secuencia amplificada 20 ng del plasmido y 0.12 M de NaCl con 6 uM de
MgCI2 para después dejarla incubando a 22 °C por 5 minutos, el producto de esa
reaccion fue introducido en células termocompetentes de E. coli DH5q, las
bacterias que contenian el pldsmido fueron seleccionadas con 50 pg/ml de
espectinomicina. Para poder analizar los productos plasmidicos fue necesario
hacer una extraccion de DNA de las bacterias mediante la técnica de minipreps.
Esta consisti6 en crecer 3 ml de cultivo de bacterias transformadas y
centrifugarlas a 500 rpm por 10 minutos, el boton obtenido se resuspendid en
250 pl de un buffer I (50 mM glucosa, 25 mM TrisHCl pH=8 y 10 mM EDTA)
después se le anadio 250 pl de buffer II (0.2 N NaOH y 1% SDS) y se mezclo
suavemente para afiadir 350 pl de un buffer III (3 M AcK y 11.5% de acido
acético). Las muestras se mezclaron con mucho cuidado para evitar ruptura de

DNA genomico. Después se realiz6 una extraccion con 150 pl de cloroformo, se
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precipitd el DNA con 3 volumenes de etanol absoluto frio y se lavé con etanol
70% para finalmente resuspenderlo en H,O miliQ. Los plasmidos producto de
este protocolo sirven para analisis sencillos, en algunas ocasiones se requirié una
extraccion de plasmidos de mayor calidad para analisis méas delicados, en esos
casos la extraccion se realizd con el QlAprep Spin Miniprep Kit de QIAgen,
cuyo protocolo es muy similar al arriba descrito, solo que este kit contiene sus
propias columnas de extraccion, asi que no fue necesario realizar las
extracciones con cloroformo. Los plasmidos fueron analizados con enzimas de
restriccion y PCRs para determinar la presencia y direccion de inserto en el
vector. Los plasmidos seleccionados se mandaron a secuenciar a la Unidad de

Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Recombinacion: Una vez que se verifico que los plasmidos seleccionados tenian
la secuencia correcta y en la orientacién adecuada, se realizd una reaccion de
recombinacion LR utilizando la LR Clonasa del sistema Gateway de Invitrogen,
utilizando como vector donador a pCR®8/GW/TOPO+pHAM1:HAML y a
pGWB4 como vector receptor (Nakagawa et al. 2007). El vector pGWB4 del
sistema GATEWAY contiene las secuencias necesarias para integrarse al DNA
de las plantas, ademéas contiene resistencia a kanamicina e higromicina y una
construccion sin promotor del gen de la Proteina Verde Fluorescente (GFP) y
que al hacer la recombinacion la GFP quedaria hacia la region 3 prima del gen
pHAM1:HAM1 (Figura 12), haciendo posible el uso de GFP como reportero de
la expresion, en este caso de HAML. La reaccion de recombinacion consistio en
adicionar a 300 ng del vector donador (pCR®8/GW/TOPO+pHAM1:HAML),
300 ng del vector receptor (0GWB4), 1.5X del buffer LR Clonase Reaction y 4
ul de la mezcla LR clonase enzime. La reaccion se incubd a 22 °C toda la noche,
posteriormente se detuvo la reaccion con 1 ul de Proteinasa K a 37 °C por otros
10 minutos. El producto resultante fue empleado para transformar células de E.
coli DH5a, las cuales fueron crecidas en medio con kanamicina a 50 ug/ml. Las
colonias resistentes se analizaron por medio de ensayos de restriccion, PCR y
secuenciacion para verificar la presencia de pHAM1:HAML1 y en la orientacion

correcta, el plasmido obtenido se nombré como pHAM1:HAML1:GFP.
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Transformaciéon: El plasmido pHAM1:HAML1:GFP fue empleado para
transformar células de Agrobacterium tumefaciens, las cuales fueron a su vez se
usaron para transformar plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Col 0 y plantas
mutantes ham1-1 para complementarlas. La transformacion de Arabidopsis por
infiltracion consistio en crecer la cepa de Agrobacterium tumefaciens con el gen
de pHAMI1:HAMI:GFP en medio LB liquido con kanamicina a 50 pug/ml y
rinfampicina a 100 pg/ml. El cultivo se centrifug6d a 5000 rpm por 15 minutos
para obtener un botdn que fue resuspendido en una solucién con 5 % sacarosa y
0.05 % Silwet L-77. Esta solucién con Agrobacterium fue empleada para
sumergir las flores inmaduras de las plantas de Arabidopsis a transformar
durante 90 segundos. Las plantas transformadas se dejaron creciendo hasta
obtener semillas. Las semillas se pusieron a crecer en MSS con kanamicina a 50
pg/ml para seleccionar las plantas con los insertos de T-DNA, y seguir la
segregacion de los mismos. Finalmente se corrobor6 la presencia de la

construccion observando a GFP mediante microscopia confocal.
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Figura 12 Esquema de la elaboracion de la construccion pHAM1:HAM1:GFP hasta la transformacion de
las plantas. Las flechas verdes indican la direccidn de los pasos seguidos

38



4.9 Obtencion de plantas ham1-1 x pCYCB1.1:CYCB1.1DB:GUS.
Para poder introducir en la mutante haml-1 un marcador de

pCYCB1.1:CYCB1.1DB:GUS presente en otra planta, se realizaron cruzas entre estas.
Para ello, se eligieron a las plantas haml-1 como madres y a las plantas
pCYCB1.1:CYCBL1.1DB:GUS como padres; a las plantas que serian las madres se les
removieron de varias de sus flores inmaduras los verticilos florales, excepto por los
carpelos, a los cuales se les coloco el polen de la planta que seria el padre. Después se
siguié el desarrollo de estos carpelos y se colectaron las semillas de aquellos que
lograron generarlas, las cuales fueron genotipificadas, tanto por PCR como

identificando la presencia del marcador por medio de tinciones de GUS.

4.10 Anadlisis estadisticos empleados.

Las mediciones del tamafio de las raices y sus meristemos se realizaron con el
programa de dominio  pablico Image JA  1.45b  disponible  en:

http://imageja.sourceforge.net/

Los gréficos y el analisis estadistico de los datos se realizaron con el programa
Microsoft Office Excel 2007. Los analisis estadisticos consistieron en pruebas de “t de

Student” utilizando la féormula que se muestra a continuacion:

X1 — Xy
!0 3

/51, 53

\'.' N N

Figura 13. Formula empleada para el anlisis de t de Student. N; y N, son el nimero de elementos de las

muestras 1y 2; X; y X, son los valores promedio de estas mismas muestras y 5% y s% son sus respectivas
desviaciones estandar.
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5 Resultados

5.1 Induccion de DSBs en Arabidopsis mediante tratamientos con
zeocina.
Para estudiar cual es la funcion de HAM1 en los procesos de reparacion del dafio

al DNA, en este trabajo nos enfocamos sobre todo en estudiar la funcion de HAM1 en
los eventos que ocurren cuando se induce un dafio al DNA por DSB, usando como
modelo de estudio la raiz de Arabidopsis, ya que en éste tejido se tiene células troncales,
células en proliferacion y diferenciacion que son facil de visualizar, lo que nos permitid
estudiar los procesos celulares que se llevan a cabo después de un dafio por DSB.

Para inducir el dafio por DSB se utiliz6 una solucion de zeocina. En Arabidopsis
existen varios estudios en los que se ha reportado la induccion de DSBs por zeocina
(Calmels et al. 1991, Fulcher y Sablowski 2009, Ramirez-Parra y Gutierrez 2007);
tomando como base estos reportes, se optd por usar concentraciones de 10 y 20 pg/ml
de zeocina, lo que equivale a 6.5 uM y 13 uM respectivamente. Utilizando estas
concentraciones de zeocina, se buscé establecer la duracion del tratamiento, para ello se
sembraron directamente varias semillas de Arabidopsis en medio MSS con 10 o 20
pg/ml zeocina. Algunas de las semillas sometidas a estos tratamientos no germinaron y
las que lograron germinar tuvieron una germinacion asincronica. Por ello se optd por
dejar que las semillas germinaran en medio MSS durante 3 0 4 dias para después
transferirlas al medio MSS con 10 o 20 pg/ml zeocina, lo que permitié que todas las
plantas germinaran antes del tratamiento. Bajo éstos tratamientos se empezaron a

realizar cinéticas de crecimiento radicular.

5.2 Efecto de la induccion de DSBs sobre el crecimiento radicular de
plantas mutantes ham1-1.
Para poder determinar la funcién de HAM1 en respuesta a DSBs empleamos la

mutante de pérdida de funcion ham1-1 (SALK 027726/N527726) (Latrasse et al. 2008),
la cual no es una mutante nula, pero presenta una reduccién en la expresion de HAM1

del 60% (Sanchez, datos sin publicar). Las semillas de haml-1 y control (Ctr) se
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germinaron en medio MSS durante 4 dias y se transfirieron a medio MSS o0 medio MSS
con 10 ug/ml de zeocina durante 3 dias, tiempo en el cual se midi6 la longitud radicular.
Los resultados obtenidos mostraron que la induccion de DSBs por zeocina detiene
considerablemente el crecimiento radicular tanto en las plantas control como en las
plantas ham1-1 (Figura 14). Sin embargo, el tamafio radicular promedio en las plantas
ham1-1 fue de 2.13 cm, ligeramente mayor respecto a las plantas control que tuvieron
un tamafio de 1.9 cm. Si bien se trata de una diferencia sutil, esta ocurrid
constantemente en las 4 replicas bioldgicas realizadas, demostrando ser

estadisticamente significativa.
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Figura 14. Efecto del crecimiento radicular por induccion de DSBs en las plantas haml-1. Tamafio
radicular promedio en centimetros (cm) de plantulas crecidas durante 4 dias en medio MSS vy transferidas
durante 3 dias a medio MSS (Ctr y haml-1) o MSS+10 pg/ml de zeocina (Ctr+Zeo, haml-x+Zeo).
Notese que la raiz de haml-1 reduce menos su crecimiento respecto a las plantas control durante el
tratamiento con zeocina. ** (p<0.025). Las barras representan el error estdndar. Resultado promedio de 4
replicas bioldgicas.

Para analizar con detalle el crecimiento radicular durante todo el tratamiento, se
realizd una cinética de crecimiento de las raices antes y después de la induccion del
dafio bajo las mismas condiciones experimentales anteriores. La cinética del
crecimiento radicular nos indica que la diferencia en el crecimiento que presenta ham1-
1 bajo condiciones de induccion de DSBs se empieza a dar después del primer dia de

tratamiento, es decir, después de los 5 dias de inicio del experimento (Figura 15).
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Figura 15. Cinética de crecimiento radicular por induccién de DSBs. Crecimiento radicular en
centimetros (cm) de pléntulas crecidas durante 4 dias en medio MSS y transferidas durante 3 dias a medio
MSS (Ctr y ham1-1) o MSS+10 pg/ml de zeocina (Ctr+Zeo, ham1-1+Zeo) Nétese que la raiz de ham1-1
reduce menos su crecimiento respecto a las plantas control durante el tratamiento con zeocina. La flecha
indica el inicio del tratamiento con zeocina. La diferencia que se presenta al inicio del tratamiento
corresponde a una variacion entre las réplicas bioldgicas que se presenta durante los primeros 3 dias post
siembra, pero que no permanece durante estadios mas avanzados del desarrollo de la raiz, por lo cual no
es significativa y no afecta el resultado final. ** (p<0.025). Resultado promedio de 4 replicas bioldgicas.

Posteriormente se realizo otro ensayo similar, pero partiendo de plantulas mas
jévenes. Para ello se germinaron las semillas en medio MSS para transferirlas a los 3
dias postsiembra a medio MSS o medio MSS con 10 ug/ml de zeocina, en el cual
estuvieron también durante 3 dias. En este ensayo se pudo observar una diferencia en la
detencién del crecimiento ain mayor en plantas ham1-1, después de la induccién de
DSBs (Figura 16), por lo cual se optd por emplear este tratamiento en los ensayos
siguientes. En conjunto estos resultados sugieren que se requiere de la funcion de

HAML1 para detener el crecimiento radicular cuando se induce DSBs con zeocina.
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Figura 16. Efecto de la induccion de DSBs en plantulas de 3 dias. Plantulas crecidas durante 3 dias en
medio MSS vy transferidas durante otros 3 dias a medio MSS (Ctr y ham1-1) o MSS+10 pg/ml de zeocina
(Ctr+Zeo, ham1-1+Zeo).

5.3. Efecto de la induccion de DSBs sobre el meristemo radicular de
ham1i-1.

Dado que las raices de las plantas haml-1 tienen problemas para detener el
crecimiento radicular después de la induccién de DSBs, se puede suponer que el
meristemo radicular se esté viendo alterado en esta mutante, ya que en general el
crecimiento de la raiz esta determinado por la velocidad en la que las células del QC
producen nuevas células meristematicas y por la velocidad en la que las células
meristematica pasan a diferenciarse (Shishkova et al. 2008). Ademas, se ha reportado
que las células meristematicas son particularmente vulnerables a dafios al DNA (Fulcher
y Sablowski, 2009). Para evaluar ésta hipotesis se analizo el efecto de la zeocina sobre
el meristemo radicular.

Los primeros intentos de observar el meristemo se realizaron bajo condiciones
de 3 dias de crecimiento inicial mas 3 dias de tratamiento en zeocina a 10 pg/ml, pero
los meristemos presentaban una morfologia irregular, algunos estaban terriblemente
reducidos mientras que otros parecian muy normales, probablemente por un efecto de
acumulacion de células en reparacion y muerte celular. Asi que se optd por hacer los
analisis en etapas mas tempranas del tratamiento de induccién de DSBs, es decir, a las
40 hrs después de la induccion del dafio. En este tiempo, el tamafio radicular entre las
plantas control y las mutantes ham1-1 apenas se empieza a diferenciar (Figura 15) vy al
ser menor tiempo era probable que el dafio celular fuera menor.
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Al realizar los analisis del meristemo 40 hrs después de la induccién de DSBs,
se observo que el tamafio del meristemo en las plantas control tratadas con zeocina es
menor respecto a las plantas sin tratamiento, esta reduccion en tamarfio esta directamente
relacionada con el nimero de células del cortex contenidas en la zona meristematica; los
meristemos de las plantas sin tratamiento tuvieron en promedio 36.7 células de cortex,
mientras que las plantas tratadas tuvieron solo 14.2 (Figura 17, comparar Ctr vs
Ctr+Zeo). Al comparar los meristemo de las plantas tratadas con zeocina, se encontrd
que ham1-1 tiene mas celulas de cértex en sus meristemos (18.5 células) respecto a los
de las plantas control (14.2 células) (Figura 17). Este comportamiento en el tamafio del
meristemo correlaciona con el observado en el tamafio total de la raiz.

Para poder determinar que ocurre durante etapas mas tempranas del tratamiento,
se realizo el mismo experimento, pero esta vez se redujo el tiempo de induccion de dafio
por DSBs a solo 24 hrs. El resultado siguié la misma tendencia observada para las 40
hrs de induccion de DSBs; el numero de células promedio del cértex de los meristemos
en haml-1 fue de 19.9, lo cual fue significativamente mas grande respecto al de las

plantas control que tuvieron en promediol7.9 células del cortex (Figura 18).

ok ok

No. células meristematicas

n=22

Ctr hami-1 Ctr+Zeo haml-1+7.e0

Figura 17. Efecto de la induccion de DSBs a las 40 hrs, sobre el meristemo radicular de ham1-1. Nimero
de células meristematicas del cortex en plantulas crecidas durante 3 dias en medio MSS vy transferidas
durante 40 hrs a medio MSS (Ctr y ham1-1) o MSS+10 pg/ml de zeocina (Ctr+Zeo, haml-1+Zeo). ***
(p<0.005). Las barras representan el error estandar. Resultado promedio de 2 replicas bioldgicas.

44



35 o

* %

No. células meristematicas

n=24

Ctr hami-1 Ctr+7.e0 hamli-I1+Zeo

Figura 18. Efecto de la induccion de DSBs a las 24 hrs, sobre el meristemo radicular de ham1-1. Nimero
de células meristeméticas del cortex en plantulas crecidas durante 3 dias en medio MSS vy transferidas
durante 24 hrs a medio MSS (Ctr y ham1-1) o MSS+10 ug/ml de zeocina (Ctr+Zeo, haml-1+Zeo). **
(p<0.025). Las barras representan el error estdndar. Resultado promedio de 2 replicas bioldgicas.

Después se realiz6 otro ensayo, en el cual utilizamos un tratamiento con una
concentracion de zeocina mas alta, esto para observar si podiamos inducir un fenotipo
mas drastico en los meristemos de las plantas ham1-1 respecto a las control; asi que se
repitié el experimento anterior, pero esta vez se utilizdé una concentracion de 20 pg/ml
de zeocina, el doble de la concentracion usada en los ensayos anteriores. Como era de
esperarse, los meristemos tuvieron una respuesta mas drastica bajo este tratamiento de
induccion de DSBs; esta respuesta a su vez produjo una diferencia significativa entre el
namero de células del cortex del meristemo de las plantas control respecto al de las
plantas ham1-1 bajo las condiciones de dafio por DSBs (Figura 19). En este caso las
plantas control tuvieron en promedio 11.6 células de cortex, mientras que las plantas
ham1-1 tuvieron 13.9 células de cortex. Asi que a partir de ese momento se optd por
usar tratamientos de 20 pg/ml de zeocina, ya que este tratamiento es mas efectivo y no
llega a generar un dafio severo. Estos resultados sugieren que durante la induccion de

DSBs, se requiere de HAM1 para detener el crecimiento del meristemo radicular.
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Figura 19. Efecto de la induccion de DSBs con 20 pg/ml de zeocina en haml-1. Numero de células
meristematicas del cdrtex en plantulas crecidas durante 3 dias en medio MSS y transferidas durante 24 hrs
a medio MSS (Ctr y ham1-x) o MSS+20 nug/ml de zeocina (Ctr+Zeo, haml-x+Zeo). *** (p<0.005). Las
barras representan el error estandar. Resultado promedio de 3 replicas bioldgicas.

5.4 Efecto de la induccion de DSBs sobre el crecimiento radicular de
plantas mutantes atm-2 y atr-2.
La respuesta al dafio al DNA puede ser dividida en tres fases. 1) La detencion

del ciclo celular, cuyo fin es evitar que las células proliferen, previniendo la
propagacién del dafio a las células hijas, 2) La reparacion del dafio, la cual es especifica
para cada tipo de dafio al DNA y 3) La muerte celular programada, que tiene como
objetivo eliminar a las células dafiadas con el fin de salvaguardar la integridad del
organismo entero (Game y Mortimer, 1974). Para determinar cuél es la funcion de
HAML1, y a qué nivel actia durante la induccion de DSB por zeocina, analizamos el
efecto de la induccién de DSBs en raices de plantas mutantes de pérdida de funcién en
ATM y ATR (atm-2 y atr-2 respectivamente) ya que la respuesta al dafio al DNA esta
mediada principalmente por las cinasas ATM y ATR (Figura 8). En general el gen de
ATM se induce durante las rupturas de doble cadena mientras que el de ATR se induce
durante las rupturas de cadena sencilla (Bleuyard et al. 2006). Cuando ocurre el dafio al
DNA, estas cinasas inician una cascada de sefializacion que lleva en primer lugar al

arresto del ciclo celular y a la activacion de los mecanismos de reparacion del dafio e
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incluso, en algunos casos al inicio de la muerte celular programada en respuesta al dafo
al DNA (Game y Mortimer, 1974).

Los resultados obtenidos son sin duda interesantes, en la figura 20 se observa
que el tamafo de las raices después de 3 dias de induccion de DSBs con 20 pg/ml de
zeocina, fue aproximadamente en promedio de 1.3 cm en las plantas control y atr-2, en
tanto que en las plantas atm-2 el tamafio radicular fue de 2.02 cm. ElI comportamiento
que presentan las plantas atm-2 es muy similar al de las mutantes ham1-1, ya que ambas
mutantes tienen defectos para detener el crecimiento radicular durante la induccién de
DSBs.

Figura 20. Efecto de la induccién de DSBs en plantulas mutantes con defectos en la respuesta a DSB.
Plantulas (Ctr, ham1-1, atm-2 y atr-2) crecidas durante 3 dias en medio MSS y transferidas durante otros
3 dias a medio MSS o MSS+20 ug/ml de zeocina. Ndtese que ham1-1 no logra detener su crecimiento
como la planta Ctr durante el tratamiento con zeocina; lo mismo ocurre con las plantas atm-2.

Un comportamiento similar se observo en los meristemos de las plantas atm-2 y
ham1-1 tratadas con zeocina (Figuras 21 y 22). Las dos mutantes mostraron mas células
del cortex en su meristemo (14.8 células para haml-1 y 28.4 células para atm-2),
respecto a los de las plantas control (12 células). Esto nos indica que HAM1 podria estar
actuando por la misma via que ATM o en vias diferentes que confluyen en el arresto del
crecimiento radicular, es decir, en las etapas iniciales de induccion de la reparacion del

dafio.
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Ctr haml-1 atm-2 atr-2

coN+nng

Figura 21. Efecto en el tamafio del meristemo radicular en plantulas mutantes con defectos en la respuesta
a DSB, atm-2 y atr.2. Numero de células meristematicas del cortex en plantulas (Ctr, ham1-1, atm-2 y
atr-2) crecidas durante 3 dias en medio MSS y transferidas durante 1 dia a medio MSS 0 MSS+20 ug/ml
de zeocina y observadas a 40X. Nétese que haml tiene mas células meristematicas del cdrtex respecto a
las plantas Ctr durante la induccion, al igual que la mutante atm-2.

48



40 1

35 1

30 + _
25 1

20 1

15 1 -

10 1

5

0 -

~

Figura 22. Efecto en el meristemo radicular en plantulas mutantes con defectos en la respuesta a DSB,
atm-2 y atr-2. Numero de células meristematicas del cdrtex en plantulas crecidas durante 3 dias en medio
MSS vy transferidas durante 1 dia a medio MSS (Ctr, ham1-1, atm-2 y atr-2) o MSS+20 pg/ml de zeocina
(Ctr+Zeo, haml1-1+Zeo, atm-2+Zeo y atr-2+Zeo). Notese que haml tiene mas células meristematicas del
cortex respecto a las plantas Ctr durante la induccién de DSBs, al igual que la mutante atm-2. Las barras
representan el error estandar. Resultado promedio de 1 replica bioldgica.
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5.5 Determinacion de la muerte celular inducido por DSBs en las plantas
mutantes ham1-1, atm-2 y atr-2.
Otra de las fases de la respuesta al dafio al DNA es la muerte celular

programada. Por mucho tiempo se pensd que las plantas no tenian muerte celular
programada (PCD) en respuesta al dafio al DNA; sin embargo, se ha documentado que
esta respuesta si se da en las plantas, principalmente en las regiones meristematicas, y si
bien no se sabe que proteinas efectoras son las que dan lugar a esta respuesta, queda
claro que se requiere de la presencia tanto de ATM como de ATR para que la PCD pueda
ocurrir (Fulcher y Sablowski, 2009).

Para observar la muerte celular inducida por zeocina, las plantulas de 3 dias
fueron transferidas al medio con 20 pug/ml de zeocina durante 24 hrs, para después ser
tefiidas con IPr y visualizadas al microscopio confocal. En estos ensayos el IPr penetra

solo en las células muertas, en tanto que en las células viables el IPr solo tifie la pared
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celular (Fulcher y Sablowski, 2009); bajo esta premisa se observd que en las plantas
ham1-1 sin tratamiento presentaron un poco de muerte celular, mientras que las plantas
atr-2 y control no la presentaron (Figura 23, panel MSS). Cuando las plantas fueron
tratadas con zeocina, la muerte celular se observé en las plantas control y con mayor
intensidad en las mutantes ham1-1, mientras que en las plantas atr-2, con defectos para
inducir la respuestas de induccion de dafio, no mostraron muerte celular (Figura 23,
panel MSS+Zeo), tal y como se habia reportado previamente para esta mutante (Fulcher
y Sablowski, 2009). Estos resultados preliminares, nos sugieren que las mutantes ham1-
1 parecen tener un ligero dafio, el cual se incrementa con el tratamiento con zeocina. Por
otra parte, el hecho de que las mutantes atr-2 y atm-2 sean incapaces de generar muerte
celular cuando se induce DSBs con zeocina (datos obtenidos en este trabajo y en
Fulcher y Sablowski, (2009)), indica que se requiere de la funcién de ATM y ATR para
generar muerte celular, en tanto que HAM1 no se requiere para inducir esta respuesta,
por el contrario parece que esta implicada en la reparacion del dafio antes de que se de
la muerte celular, por ello en la mutante ham1-1 observamos mayor muerte celular, lo

que seria el reflejo de mayor acumulacion de dafio.

nnk

Ctr haml-1 atr-2

Figura 23. Muerte celular inducida por zeocina en plantas mutantes ham1-1 y atm-2. Muerte celular en
plantulas (Ctr, ham1-1, atm-2) crecidas durante 3 dias en medio MSS y transferidas durante 24 horas a
medio MSS o MSS+20 pg/ml de zeocina, observadas a 40X. Resultado representativo de 2 réplicas
biologicas.
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5.6 Efecto del tratamiento con zeocina en la expresion génica de las
plantas.
Para poder determinar en qué punto de la respuesta al dafio al DNA esta

participando HAML1, fue necesario saber qué genes de respuesta al dafio estan
desregulados en la mutante ham1-1 y comparar esta expresion con la que tienen las
plantas atm-2 y atr-2. Para revisar esto, se realizaron ensayos de RT-PCR
semicuantitativos a partir de cDNA de parte aérea o de raices de plantulas ham1-1, atm-
2 y atr-2 crecidas por 3 dias en medio MSS y transferidas por 8 hrs a medio MSS

(plantas sin tratamiento) o MSS+ 20 ug/ml de zeocina (plantas tratadas).

A)Parte Aérea B) Raiz
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Figura 24. Expresion génica de plantas ham1-1, atm-2 y atr-2. Niveles de expresion de HAM1, ATM y
ATR que presentan las plantas mutantes en la parte aérea (A) y en la raiz (B). Plantulas crecidas durante 3
dias en medio MSS y transferidas durante 8 horas a medio MSS 0 MSS+20 pg/ml de zeocina. Resultado
representativo de 3 réplicas bioldgicas.

Con estos ensayos pudimos corroborar que la expresion de los genes de HAML,
ATM y ATR esta disminuida o es nula en sus respectivos mutantes (Figura 24),
sorprendentemente encontramos que la expresion ATM y ATR esta disminuida en la
mutante ham1-1 en comparacion con la expresion de las plantas control (Figura 24).
También se analizo la expresion de estos genes y algunos implicados en la respuesta de
dafio por DSB (como BRCAL, PARP1, RAD51, Ku70 y CYCBL1.1) en plantas tratadas
con zeocina, sin embargo los resultados fueron inconsistentes en las replicas realizadas,

por lo que se requiere de hacer mas ensayos para determinar su comportamiento.
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5.7 Arresto del ciclo celular en la mutante ham1-1 en respuesta a la
induccion de daio por DSBs.
De acuerdo a los resultados anteriores, las plantas ham1-1 tienen defectos para

detener el crecimiento radicular y el crecimiento del meristemo cuando se induce DSBs,
esto sugiere que HAML1 podria estar participando en la interrupcion del ciclo celular, tal
y como se ha reportado para proteinas de la misma familia en otros organismos
(Latrasse et al. 2008).

Como ya se menciono anteriormente, el arresto del ciclo celular es una primera
fase que se presenta cuando hay dafio para evitar acumulacion de mutaciones. En la
raiz, el arresto del ciclo celular puede estar implicado en la disminucién general del
tamafio radicular, ya que si las células meristeméticas no pueden dividirse, el meristemo
va paulatinamente disminuyendo su tamafio, lo cual a su vez disminuye el ritmo de
crecimiento de la raiz. En realidad es posible que el fenotipo que se observa en ham1-1
se deba a alteraciones en la forma en la que se presenta el arresto del ciclo celular, de
manera similar a lo que se tiene reportado que ocurre con las mutantes atm-2 (Culligan
y Britt, 2008).

Para determinar si existen alteraciones en el arresto del ciclo celular por dafio al
DNA en la mutante ham1-1, se optd por realizar cruzas de ésta mutante con otra que
tuviera un marcador de ciclo celular como es pCYCB1.1:CYCBL1.1DB:GUS, la cual es
normalmente usada como marcador de ciclo celular, ya que es una ciclina que contiene
la caja de destruccion D-Box que permite marcar las células en la fase G2/M (Colon-
Carmona et al. 1999). Hasta el momento, se ha logrado obtener 3 lineas (haml-1 x
pCYCB1.1:CYCBL1.1DB:GUS) provenientes de dos eventos de cruza distintos que
contienen tanto la  insercion de haml-1 como el marcador de
pCYCBL1.1:CYCB1.1DB:GUS en homocigosis (Figura 24), pero por cuestiones de
tiempo, no fue posible realizar ensayos de induccién de DSBs para determinar si existen
alteraciones en el arresto del ciclo celular similares a las que se tienen reportadas para

las mutantes atm-2 (Culligan et al. 2006).
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Figura 25. Obtencion de plantas haml-1 x pCYCB1.1:CYCB1.1DB:GUS. Tincion de GUS de plantas
mutantes haml-1, plantas pCYCB1.1:CYCB1.1DB:GUS y plantas homocigotas haml-1 x
pCYCB1.1:CYCB1.1DB:GUS.

5.8 Elaboracion y andlisis de la construccion pHAM1:HAM1:GFP.
Para estudiar como se da la expresion de la proteina de HAM1 en la raiz y

complementar las plantas haml-1, ademé&s de poder determinar si ATM y ATR se
regulan directamente por HAM1, tanto en condiciones normales como de dafio al DNA,
se realiz6 una construccion que lograra expresar a HAM1 bajo las mismas condiciones
que una planta control, pero con un marcador de GFP para poder rastrear su expresion o
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union a diferentes locus. Para ello se clonaron 1146 pb rio arriba del ATG (justo donde
termina el gene adyacente) y 2165 pb rio abajo del ATG (que incluye intrones y exones
pero sin coddn de stop), este fragmento se fusion6 a GFP por el sistema gateway para
obtener la construccion pHAM1:HAM1:GFP. Después de secuenciar el plasmido, nos
dimos cuenta de que este contenia dos mutaciones puntuales, una en el promotor, 438
pb arriba del ATG vy la otra en el quinto exén. Esta Gltima da lugar a un cambio de
aminoéacidos colocando una prolina en lugar de una serina en el residuo 242 (ver anexo
I); sin embargo, esta mutacion no parece afectar el plegamiento de la proteina, ademas,

no se encuentra en el dominio catalitico de la enzima (Figura 26).

MOF/MYST HAM1 S242P

Figura 26. Estructura de HAML. Estructura de HAM1 y HAM1 mutada en S 242 por P (HAM1 S242P).
Ambas estructuras se modelaron tomando como molde el cristal de MOF/MYST y usando el programa
swissmodel workspace. En rojo se marca el aminoacido 242 (Serina y/o Prolina) y en azul se indica el
dominio MYST que contiene el subdominio C2HC vy el catalitico.

Mediante transformacion por Agrobacterium se obtuvieron plantas transgénicas
pHAMI:HAMI:GFP. Las plantas transgénicas fueron seleccionadas con 50 pug/ml de
kanamicina y se eligieron aquellas que a través de la resistencia a kanamicina tuvieran

una segregacion Mendeliana, lo que nos sugiere que tienen una sola insercion. A pesar
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de que todavia no tenemos plantas homocigotas, pudimos analizar las plantas
heterocigotas y determinar que la expresion de la proteina HAM1 es claramente nuclear,
limitandose preferencialmente a células que tienen capacidad de proliferacién, como las
células meristematicas, las células del cortex y las células epidérmicas (Figura 27). En
nuestro laboratorio se ha visto que HAML1 interactta con proteinas que participan en la
replicacion del DNA (Sanchez et al., datos no publicados), lo cual es consistente con lo
observado en estas plantas. Gracias a estas plantas sera posible realizar ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina para determinar cuéles son los blancos que regula
directamente HAM1.
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Figura 27. Localizacion de HAM1 en la raiz de Arabidopsis. Raiz de plantas pHAM1:HAM1:GFP
visualizada a través de la emisién de GFP por microscopia confocal. La expresiéon de HAM1 se da
preferencialmente en células con capacidad de proliferacion. La flecha indica la zona donde termina en
meristemo
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6 Discusion

En los ultimos afios, se ha enfatizado la importancia que tiene la estructura de la
cromatina en los mecanismos de respuesta inducidos por dafio al DNA. En plantas, se
ha reportado en particular que se requiere de la funcion de algunas histonas acetilasas
para que se lleve a cabo el mecanismo de reparacion del DNA cuando es dafiado por
radicacion UV (Campi et al. 2012), por esto la importancia de estudiar a las histonas
acetilasas que pueden estar implicadas en esta respuesta. Como ya se menciono, el
objetivo del presente proyecto fue aportar datos para definir la funcién que tiene HAM1,
una acetilasa de histonas de Arabidopsis thaliana, en los mecanismos de respuesta
generados por un dafio al DNA con zeocina que induce DSBs. ¢Por qué HAM1? Porque
esta proteina pertenece a la familia de histonas acetilasas tipo MYST, las cuales estan
involucradas en una gran variedad de procesos nucleares criticos (Avvakumov y Cote,
2007) como son la regulacion de la expresion de algunos genes, en los procesos de
apoptosis, en la progresion del ciclo celular, la replicacion y reparacion del DNA;
ademas de estas funciones, se ha encontrado actividad desregulada de algunas acetilasas
de histonas en algunos tipos de cancer, como es el caso de HBO1, una proteina MYST
que se encuentra en humanos (Latrasse et al. 2008). Arabidopsis solo tiene dos
acetilasas del tipo MYST, HAM1 y HAM2, ambas proteinas tienen 92.5% de similitud,
estudios realizados con dobles mutantes de pérdida de funcién (haml-1 ham2) indican
que tiene funciones redundantes en el desarrollo floral (Latrasse et al.2008). Sin
embargo datos de expresién génica, muestran que algunos tejidos de la planta
predomina la expresion de HAM1 respecto a la de HAM2 y viceversa, lo cual sugiere
que si bien pueden tener funciones redundantes, en algunos tejidos puede predominar la
funcién de alguna de éstas proteinas sobre la otra, esto es lo que puede estar ocurriendo
en la raiz de Arabidopsis, en donde se ha observado que la mutante simple ham1-1
presenta ligeros desarreglos morfoldgicos en las células del QC y en las células iniciales
de la columela (Sanchez, datos no publicados). Analisis bioquimicos realizados por
Sanchez y colaboradores (datos sin publicar), han mostrado que HAML1 es capaz de
unirse a ORC1b, una proteina del complejo preRC esencial para que se inicie la
replicacion del DNA, lo que sugieren que HAML1 podria estar participando no solo en la

replicacion del DNA, sino que también en los procesos de reparacion del DNA frente a
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un dafio. De hecho, trabajos recientemente publicados después de iniciar este proyecto,
en donde se determind la acumulacion de dafio al DNA inducido por luz UV en planta
mutantes de Arabidopsis ham1-1y ham2 indican que es necesaria la presencia de ambos
genes HAM1 y HAM2 para que se pueda realizar una adecuada reparacion del dafio,
siendo més importante HAM1 que HAM2, ya que hay mas acumulacion de dafio en la
mutante ham1-1 respecto a ham2 (Campi et al. 2012).

Para determinar la funcion de HAML1 en la respuesta inducida por DSBs, en este
trabajo se usd6 como modelo de estudio la raiz de Arabidopsis, ya que éste tejido tiene
celulas troncales, células en proliferacion y diferenciacion que son faciles de visualizar,
lo que nos permitio estudiar méas facilmente los procesos celulares que se llevan a cabo
después de un dafio por DSB. Esta reportado que el dafio al DNA tiene un efecto
negativo en la proliferacion celular, esto es particularmente cierto para las células
pluripotenciales encargadas de dar origen a distintos tipos de tejidos, como es el caso de
las células meristeméticas (Fulcher y Sablowski, 2009). Dado que el crecimiento
radicular esta directamente ligado con la proliferacién celular que se da en el meristemo
(Shishkova et al. 2008), una primera aproximacion para saber si hay alteraciones en la
proliferacion celular del meristemo seria observar el crecimiento radicular bajo
condiciones de induccion de dafio por DSBs (Figuras 14, 15 y 16). Estos ensayos nos
indicaron que la mutante ham1-1 tiene un mayor crecimiento radicular a pesar del dafio
producido al DNA, estos datos sugerian que la proliferaciéon celular en el meristemo
radicular de la mutante haml-1 no se detuvo, sino que continuaba a pesar de la
induccién de dafio al DNA, idea que fue posteriormente confirmada al observar los
meristemos radiculares de la mutante bajo condiciones de induccion de DSBs (Figuras
17, 18 y 19). Los resultados fueron concluyentes, la proliferacion celular en el
meristemo radicular de ham1-1 se mantenia un poco mas respecto a las plantas control,
a pesar de la induccidon de dafio a su DNA por DSBs. Lo que nos llevé a determinar era
si la diferencia en la proliferacién se daba porque la mutante ham1-1 era mas resistente
al tratamiento de induccion de DSBs, o porque la capacidad de la mutante de responder
ante este dafio se estaba viendo comprometida. Para ello fue necesario comparar el
comportamiento que exhibia haml1-1 con el de otras mutantes que tuvieran defectos
para reparar DSBs; se han documentado muchas lineas mutantes con esa deficiencia, asi
que parte del problema fue elegir con cual(es) comparar a haml-1. Dado que no

sabiamos en que punto de la respuesta al dafio al DNA podia estar participando HAM1,
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se considerd que lo mas adecuado era comparar a ham1-1 con mutantes que tuvieran
alterada la via de respuesta ante el dafio al DNA desde los primeros niveles de la
respuesta, como son las mutantes atm-2 y atr-2, que carecen de la funcién de ATM y
ATR.

La respuesta al dafio al DNA estd mediada principalmente por dos proteinas
cinasas altamente conservadas: ATM y ATR (Figura 8). En general ATM se induce
durante las rupturas de doble cadena mientras que ATR se activa durante las rupturas de
cadena sencilla (Bleuyard et al. 2006). Cuando ocurre el dafio al DNA, estas cinasas
inician una cascada de sefializacion que lleva en primer lugar al arresto del ciclo celular
(Fase 1), a la activacion de los mecanismos de reparacion del dafio (Fase 2) (Bleuyard et
al. 2006) y, en caso de ser necesario, al inicio de la muerte celular programada en
respuesta al dafio al DNA (Fase 3) (Fulcher y Sablowski 2009, Game y Mortimer 1974).
La comparacién del crecimiento radicular (Figura 19) y del tamafio de los meristemos
(Figuras 21 y 22) nos indica que, al igual que haml-1, la mutante atm-2 presenta una
mayor proliferacion celular bajo condiciones de induccion de DSBs, aunque en el caso
de atm-2, es mas notorio la falta de detencion de la proliferacion que en el caso de
ham1-1; sin embargo, el que ham1-1 tenga un comportamiento similar al de la mutante
atm-2 sugiere que se requiere de HAM1 al igual que de ATM para que se lleve a cabo la
detencion de la proliferacion celular cuando se induce DSBs en el DNA.

El arresto del ciclo celular, es una de las 3 fases de la respuesta al dafio al DNA
que podria tener un efecto directo en la proliferacién de las células meristematicas. Esta
bien documentado que la mutante atm-2 no induce el arresto del ciclo celular en
respuesta al dafio al DNA (Culligan et al. 2006), asi que consideramos adecuado
emplear la misma técnica para determinar si con la mutante ham1-1 ocurria lo mismo.
Para ello realizamos cruzas de haml-1 con plantas que contenian la construccién
pCYCBL1.1:CYCB1.1DB:GUS (Colon-Carmona et al. 1999), la cual se ha demostrado
funciona perfectamente como marcador de ciclo celular (Culligan et al. 2006).
Actualmente ya tenemos lineas que son homdcigas tanto para haml-1 como para
pCYCB1.1:CYCB1.1DB:GUS (Figura 25), pero por el momento no nos fue posible
realizar pruebas en condiciones de induccién de DSBs; sin embargo creemos que estas
lineas podran aportar informacion clave acerca del comportamiento del ciclo celular en

la mutante ham1-1.
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La muerte celular programada también podria tener un efecto sobre la
proliferacion celular en los meristemos. Esta reportado que tanto atm-2 como atr-2
presentan una disminucion drastica en la muerte celular tanto en el meristemo radicular
como en el aéreo bajo condiciones de induccién de dafio al DNA (Fulcher y Sablowski,
2009). En este trabajo se pudo observar que la muerte celular en el meristemo radicular
de ham1-1 no solo no esta disminuida, sino que incluso aumenta, tanto bajo condiciones
normales como de induccion de DSBs (Figura 23), lo cual nos indica que a diferencia
de ATM o ATR, HAML1 ciertamente no participa en la muerte celular programada en
respuesta al dafio al DNA. Por otra parte, el observar muerte celular en mutantes ham1-
1 sin induccion de dafio nos indica que en esta mutante se esta acumulando un mayor
dafio al DNA, lo cual a su vez se traduce en una mayor muerte celular en el meristemo.

Otra técnica con la cual buscamos determinar en qué fase de la respuesta al dafio
al DNA esta participando HAM1 fue por medio de ensayos semicuantitativos de genes
de respuesta al dafio al DNA en las plantas ham1-1. Como era natural, los primeros
genes que revisamos fueron ATM y ATR (Figura 24) y lo que notamos fue que tanto en
la raiz como en la parte aérea de la planta, la expresion de estos dos genes esta
disminuida en haml-1, estos ensayos nos da una pista importante acerca del rol que
desempefia HAM1 en la respuesta al dafio al DNA por DSBs, ya que nos indica que es
necesaria la presencia de esta acetilasa para una adecuada expresion de ATM y ATR.

Para poder determinar qué genes son blanco directo de HAML, es necesario
realizar inmunoprecipitaciones de cromatina. Con este fin se realizo6 la construccion de
pHAM1:HAM1:.GFP, con la cual se transformaron tanto plantas silvestres como plantas
ham1-1. Los primeros ensayos nos indican que en la raiz, HAML1 esta presente en los
nacleos de células que poseen capacidad de proliferacion (Figura 27), lo cual es
consistente con lo reportado por Sanchez y colaboradores (dato sin publicar), ya que
HAML interactGa con proteinas implicadas en la replicacion del DNA. La informacion
mas interesante que nos puede aportar esta construccion es el poder determinar cuéles
son los genes que regula HAML1 directamente, ya que gracias al marcador de GFP
podremos realizar ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina para estudiar si ATM y
ATR se regulan directamente por HAM1. Pero primero es necesario realizar ensayos
para corroborar que nuestra construccién es capaz de complementar el fenotipo

observado en la mutante haml-1, especialmente porque nuestra construccién tiene dos
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mutaciones, una de las cuales da lugar a un cambio del aminoéacido 242, serina, por una

prolina.
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7 Conclusiones

e HAML1 participa en la detencion de la proliferacion celular de los meristemos
radiculares bajo condiciones de induccion de DSBs , ya que la mutante ham1-1
presenta deficiencias en este punto, de manera similar a lo que se presenta con la
mutante atm-2, aunque no de manera tan drastica. Esto puede estar relacionado
con el arresto del ciclo celular en respuesta al dafio al DNA.

e HAMLI no es necesaria para que se de la muerte celular programada en respuesta
al dafio al DNA, en realidad parece que se requiere HAML1 para evitar acumular
dafio al DNA. Esto se deduce porque la muerte celular en el meristemo radicular
de ham1-1 bajo condiciones de induccion de DSBs es mayor, al contrario de lo
que ocurre con atm-2 y atr-2.

e HAM1 regula directa o indirectamente la expresion de ATM y ATR. Esto debido
a que su expresion esta disminuida en la mutante ham1-1.

e La localizacion de la proteina HAM1 es nuclear y se limita mayormente a las
células con capacidad de proliferacion y parece que es dependiente del ciclo
celular, ya que disminuye en las células mitdticas y se vuelve acumular en las

células recién divididas.
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8 Perspectivas

e Evaluar si hay cambios en el arresto del ciclo celular por induccion de DSBs en
la mutante ham1-1 por medio del marcador de pCYCB1.1:CYCB1.1DB:GUS.

e Corroborar que la disminucion en la expresion de ATM y ATR en haml1-1 se da
también bajo condiciones de induccion de DSBs y que esta disminucion afecta
la expresion de otros genes de respuesta a DSBs

e Determinar si la construccion de pHAML:HAML1:GFP es capaz de
complementar a la mutante ham1-1.

e Caracterizar cuales son los genes que HAML1 regula de manera directa, tanto en
condiciones normales como bajo induccién de DSBs por medio de ensayos de

inmunoprecipitacion de cromatina
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Anexo 1

A continuacion se muestra la secuencia de HAM1 (AT5G64610) alineada
respecto a la secuencia clonada utilizada para la construccion pHAM1:HAM1.GFP. En
la secuencia de AT5G64610, que corresponde el nombre “Secuence 17, se muestra en
azul la seccion que corresponde al promotor, en mayulsculas y amarillo la
correspondiente a los exones, y en mindsculas y morado las secuencias
correspondientes a los intrones. En la secuencia del fragmento clonado, que corresponde
el nombre “Secuence 2” se muestran en verde los oligos empleados para la clonacion y
en rojo las mutaciones, que corresponden a los nucleo6tidos 709 y 2316. Nétese que el

fragmento clonado carece de los ultimos 3 nucleétidos del tltimo exon.
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Alignment of Sequence_1: [AT5G64610] with Sequence 2: [Clonacién_ HAMI1]
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