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RESUMEN EN ESPANOL

El correcto equilibrio entre proliferacion y diferenciacion celular estd determinado por redes de
regulacion génicas y por sefiales ambientales. En nuestro laboratorio, estamos interesados en entender
cémo se establece la homeostasis celular en el meristemo de la raiz de Arabidopsis thaliana usando a
los genes MADS-box tipo II, que codifican para factores de transcripcion, como modelo molecular de
estudio. De esta familia ya se han identificado tres genes con efectos claros en el desarrollo de la raiz:
XAL1 (AGL12), XAL2 (AGL14) y AGL17 y, por algunos analisis de lineas mutantes, se piensa que el
gen AGL19 también estd involucrado en la homeostasis celular del meristemo radical como promotor
del crecimiento. En parte aérea se ha caracterizado la participacion de este gen en la transicion a la
floracién y la regulacion negativa que ejercen las proteinas del grupo Polycomb (PcG) en su expresion.
En este trabajo se plantea la caracterizacién celular y molecular de la funcién del gen AGL19 a través
del andlisis de una linea mutante de pérdida de funcion, asi como de la regulacion epigenética a la que
puede estar sujeta por proteinas PcG, especificamente en la raiz de Arabidopsis. Originalmente, se
trabajé en el laboratorio con dos alelos mutantes de pérdida de funcién de AGL19 que tenian la raiz
primaria mas corta que la planta silvestre. Uno de los alelos tiene una insercion de T-DNA y es con el
que continuamos trabajando en el desarrollo de esta tesis; mientras que el otro es una linea de insercién
de transposon que, desgraciadamente, no era estable por lo que no se pudo continuar caracterizando
esta linea. Analisis de retrocruza sugerian que la linea mutante de insercion de T-DNA tenia una
mutacion de pérdida de funcién adicional en un locus distinto al de AGL19, por lo que se decidio
limpiar el fondo genético y buscar otro alelo mutante de pérdida de funcion para este locus. Nuestros
datos muestran que este nuevo alelo de AGL19 no participa en el crecimiento de la raiz primaria ya que
el mutante de pérdida de funcién tiene una raiz primaria del mismo tamafio que la planta silvestre. Mas
aun, los analisis celulares indican que la duracién del ciclo celular, el tamafio del meristemo, el niimero
de células en el meristemo, tamafio promedio de células diferenciadas de cortex, la tasa de produccién
celular y el tiempo de vida en el meristemo no muestran diferencias significativas de los datos para la
planta silvestre. De manera muy interesante encontramos evidencia que sugiere que, al igual que en la
parte aérea, AGL19 se regula por proteinas del grupo Polycomb en la raiz y esta regulacion es

dependiente de las auxinas en este 6rgano.
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RESUMEN EN INGLES

The right balance between cell proliferation and differentiation is determined by gene regulatory
networks and environmental cues. We are interested in our laboratory in understanding how the cellular
homeostasis in the root apical meristem is stablished, using type Il MADS-box genes, that code for
transcription factors, as a molecular model. Among this gene family, three genes with clear effects in
root development have been identified -- XAL1 (AGL12), XAL2 (AGL14) y AGL17, and, from analysis
of mutant lines, we believe that AGL19 is also involved as a growth promoter in the cellular
homeostasis of the root apical meristem. In the aerial parts, the participation of this gene in the
transition to flowering and the negative regulation that Polycomb-group proteins (PcG) exert on its
expression has been identified. In this work, we put forward the cellular and molecular characterization
of the function of the gene AGL19 through an analysis of a loss-of-function mutant line, as well as its
epigenetic regulation by PcG proteins, specifically in the root of Arabidopsis. Originally, we worked at
the laboratory with two loss-of-function mutant alleles for AGL19, that showed a shorter primary root
than its wild type counterpart. One of those alleles has a T-DNA insertion and we continue to use it
during the development of this work -- the other allele is a transposon-insertion line that unfortunately
was inestable, so we didin't continue the characterization of that mutant line. Retrocrosses analysis
suggested that the T-DNA insertion line had an additional loss-of-function mutation at a locus different
to AGL19, so we chose to clean the genetic background and look for another loss-of-function mutant
allele for this locus. Our data show that this new AGL19 allele does not participate in primary root
growth, since its loss-of-function mutant shows a primary root lenght of the same size than its
wild-type counterpart. Moreover, cellular analysis suggest that cell cycle duration, meristem lenght,
cell count in the meristem, mean size of differentiated cortex cells, cell production rate, and lifetime in
the meristem show no significative differences to the wild-type plant. Interestingly, we find evidence
suggesting that, just as for the aerial parts, AGL19 is regulated in the root by PcG proteins and that this

regulation is auxin-dependent.
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INTRODUCCION

Meristemos apicales en las plantas

El correcto desarrollo de los organismos depende del equilibrio entre proliferacion y diferenciacion
celular, conocido también como homeostasis celular. En las plantas, el control de este balance es
especialmente importante en los meristemos, un conjunto de células localizadas en los apices aéreos y
de raices, algunas de las cuales se mantienen en continua proliferacion. E1 mantenimiento de la
proliferacion celular en el meristemo se establece por la accién conjunta de productos génicos y sefiales
ambientales. En Arabidopsis, los meristemos se establecen embrionariamente y el crecimiento y
mantenimiento post-embrionario se regula de manera diferencial. En la parte aérea, el mantenimiento
del meristemo depende de la expresion diferencial de ciertos genes reguladores, que forman asas de
retroalimentacion negativas de forma tal que generan dominios de expresién espacial y temporalmente
excluyentes. Entre los genes mas importantes para el mantenimiento del meristemo aéreo se encuentran
SHOOT MERISTEMLESS (STM), WUSCHEL (WUS), los genes CLAVATAL1, 2y 3 (CLV1-3), HAIRY
MERISTEM (HAM), AGAMOUS (AG) y los genes ASYMMETRIC LEAVES1 y 2 (AS1 y AS2)(Lenhard
y Laux, 1999; Doerner, 2005; Perales y Reddy, 2012). El mantenimiento meristematico estd muy
estudiado en la parte aérea, pero ultimamente también se han hecho muchos progresos con respecto a la

homeostasis del meristemo apical de raiz.

En el meristemo apical de la raiz (Root Apical Meristem o0 RAM), existe un grupo de células con
escasa division en el punto convergente de las lineas celulares. Estas células, conocidas como centro
quiescente (CQ), mantienen a sus células contiguas, llamadas células troncales, o iniciales, en un estado
indiferenciado (Dolan et al., 1993; van den Berg et al., 1997). En conjunto, al CQ y a las células
iniciales se les conoce como Nicho de Células Troncales (NCT) (Dolan et al., 1993; Aida et al., 2004;
Jiang y Feldman, 2005; Bennet y Scheres, 2010) y, en Arabidopsis, hay cuatro conjuntos de células
iniciales, los cuales son los progenitores de los linajes celulares de la raiz (Dolan et al., 1993). Los tipos
celulares de la raiz son, de afuera hacia adentro, la epidermis, el cortex, la endodermis y el tejido
vascular, que esta conformado por varios tipos celulares (entre otros, el periciclo); en el apice de la raiz
encontramos ademas a la columela y a la cofia lateral. Para dar lugar a todos estos tipos celulares,
existen cuatro tipos de células iniciales: unas que dan lugar a la epidermis y a la cofia lateral; otras que

generan el tejido vascular; el tercer tipo, que determina las células de la columela y, finalmente, un tipo
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que da lugar al cértex y a la endodermis. Este tltimo tipo de células iniciales y las que dan lugar a la
epidermis y a la cofia lateral pasan por una division anticlinal (en angulo recto al plano de la superficie

del 6rgano) antes de dar origen a los dos linajes (Benfey y Scheres, 2000).

El nicho de células troncales (Figura 1) se establece desde el desarrollo temprano del embrion gracias a
la accién conjunta de ciertos factores de transcripcion y de la hormona auxina. En la etapa globular del
embrion, el flujo de auxinas, mediado principalmente por los transportadores de eflujo PINFORMED
(PIN), que viene de la region apical del embrion encuentra su maximo en la célula suspensora superior.
El pico de auxinas especifica a la hipdfisis, la célula que dara origen al nicho de células troncales. En
esta célula se encuentra un factor transcripcional de respuesta a auxina (Auxin Response Factor, ARF),
llamado MONOPTEROS (MP), que regula los genes que determinan la identidad de la hip6fisis. La
proteina MP s6lo puede unirse a sus blancos cuando esta libre de la interaccion con la proteina
BODENLOS (BDL). La auxina promueve la degradaciéon de BDL, asi que en una concentracion alta de
auxinas, BDL se degrada y MP queda libre para unirse a los promotores de sus genes blanco y
especificar la identidad de la hipofisis. Esta célula pasara por una division periclinal (paralelas al plano
de la superficie del 6rgano) y la célula hija superior dara origen al CQ, mientras que la basal formaréa la

columela (Scheres et al., 1994, Perilli et al., 2012).

Durante la etapa embrionaria de corazoén, el CQ recluta a sus células contiguas para formar el NCT. En
etapas post-embrionarias, este nicho se mantiene por un gradiente de auxinas y la expresion de genes
que determinan su identidad. El gen WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5), que codifica para
un factor de transcripcién con homeodominio, participa en el mantenimiento de la identidad de las
células del CQ (Sarkar et al., 2007). A su vez, la expresién de WOX5 esta regulada negativamente por
CLAVATA-like 40 (CLE40) en la parte mas distal del meristemo (Stahl et al., 2009), mientras que es
mantenida positivamente por el factor de transcripcion SCARECROW (SCR) (Sabatini et al., 2003;
Sarkar et al., 2007) el cual se expresa en las células del CQ) gracias a la accion conjunta de si mismo y
de SHORT-ROOT (SHR), otro factor de transcripcién que sélo se expresa en el tejido provascular
(Nakajima et al., 2001). La proteina SHR se transporta al CQ, promueve la expresion de SCR, que a su
vez mantiene la expresion de WOX5, con lo cual se mantiene la identidad de las células de CQ. La via
SHR/SCR también estd involucrado en la formacién de un patrén radial en la raiz (Nakajima y Benfey,
2002; Sarkar et al., 2007). Adicionalmente, las proteinas JACKDAW (JKD) y MAGPIE (MGP),

factores de transcripcion con motivos de dedos de zinc, delimitan el rango de accion del SHR al tejido
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vascular (Welch, et al., 2007). En el CQ se encuentra un pico de concentracion de auxinas (Sabatini et
al., 1999; Aida et al., 2004), que es resultado del flujo de esa hormona mediado por los diferentes
transportadores, principalmente los PIN (Grieneisen et al., 2007), los cuales son regulados tanto por la
auxina como por los genes PLETHORA 1y 2 (PLT1 y 2) que codifican para factores de transcripcion
con dominio AP2 (Aida et al., 2004; Galinha et al., 2007). A su vez, se puede considerar que los genes
PLT se expresan segin un gradiente apico-basal de concentracion de auxinas (Galinha et al., 2007),
aunque la interaccion entre estos los factores de transcripcién y la auxina es mas compleja, sobre todo
en las respuestas tropicas de la raiz (Mdhonen et al., 2014) . En simulaciones computacionales, se ha
demostrado que estos elementos son los componentes principales de la red genética detras del arreglo

celular del NCT (Azpeitia et al., 2010).

O
_§‘
&

[Figura 1. El NCT de la raiz. El par de células en negro son el Centro Quiescente (CQ). A su alrededor,
se observan los cuatro tipos de células iniciales (cinco en plantas no jovenes [Bennett y Scheres,
2010]). En rojo se observan las células iniciales que dan origen al tejido vascular (Stele/Estele). En
verde claro del lado izquierdo, se muestra la célula inicial que en plantas jovenes da origen tanto a la
endodermis (Endo) como al cortex (Cor). En amarillo del lado derecho, las células iniciales que dan
origen a la endodermis en plantas de otros estadios de desarrollo, y en verde, las células inciales que
dan origen al cdrtex en plantas de otros estadios del desarrollo. En azul se muestran las células iniciales
que dan origen a la columela (COL) mientras que, en morado, las células iniciales que dan origen tanto
a la epidermis (Epi) como a las células de la cofia lateral (LRC:/Cofia lateral) . Tomado de Bennett y

Scheres, 2010.]
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La raiz de A. thaliana se puede diferenciar en tres zonas en un eje apico-basal, segtin el estado de
proliferacién y diferenciacion de sus células. La zona que contiene al NCT y la inmediatamente
proximal a éste se llama zona meristematica y en ella se encuentran las células en continua
proliferacién. Conforme uno se aleja del NCT, las células disminuyen progresiva y draméticamente su
actividad mitotica hasta que llegan a una zona en la que comienzan a aumentar su longitud, pero no su
grosor, y establecen asi una zona de alargamiento (Figura 2). Proximal a ella, se encuentra una region
de la raiz donde se comienzan a formar pelos radicales a partir de las células epidérmicas, y las células
de todos los tejidos obtienen sus caracteristicas finales; esta zona se llama de diferenciacién (Bennet y

Scheres, 2010; Ivanov y Dubrovsky, 2013).

[Figura 2. Zonas de la raiz segtin Ivanov y Dubrovsky. La barra roja indica el dominio de proliferacion
y la barra amarilla el dominio de transicién. Ambos dominios constituyen el meristemo. La barra azul
indica la zona de alargamiento. La flecha amarilla marca el borde entre el meristemo y la zona de
alargamiento y el asterisco blanco el borde probabilistico entre los dominios de proliferacién y

transicion. La barra de escala es de 50 pm. Modificada de Ivanov y Dubrovsky, 2013. ]

La tasa de crecimiento general de la raiz depende del equilibrio entre la tasa de proliferacion en el
meristemo, la tasa a la que las células dejan de dividirse y comienzan a alargarse, y la tasa de
alargamiento. La tasa de division de las células meristematicas no se detiene stibitamente en la zona de
alargamiento, sino que hay una zona de transicién donde algunas células que ya estan creciendo todavia
llegan a dividirse. Puesto que esta zona marca el final del meristemo, ha sido de gran interés marcar sus
limites, a pesar de que éstos no pueden establecerse claramente porque los diferentes tipos celulares
pueden dejar de dividirse en diferentes momentos. Recientemente, se propuso que la distincién entre
las zonas de proliferacién y la de transicion sea de caracter probabilistico: en la primera hay alta
probabilidad relativa de hacer mitosis y en la segunda, baja (Ivanov y Dubrovsky, 2013). Por otro lado,

la tasa de alargamiento es el parametro que mas contribuye al tamafio de la raiz, puesto que una célula
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completamente alargada mide, aproximadamente, 250 pm mientras que una meristematica mide solo
alrededor de 7 pm, lo cual produce una diferencia entre ellas de veinte a treinta veces. El
mantenimiento de los diferentes dominios en la raiz se corresponde con los gradientes longitudinales
de, por un lado, la auxina y de los genes PLT en el dominio de proliferacién y, por el otro, de la
expresion de SHY2 promovida por la hormona citoquinina en el dominio de transicién y alargamiento.

(Grieneisen et al., 2007; Galinha et al., 2007; Perilli et al., 2011).

En el meristemo apical aéreo (SHOOT APICAL MERISTEM o SAM), ademas de la regulacion entre
proliferacion y diferenciacion, es vital la adquisicion de identidad de tejidos y 6rganos.
Especificamente en el meristemo floral, la especificacién de los érganos florales depende de la
combinatoria de expresién de la familia de genes MADS-box. Se ha determinado a profundidad la
participacion de esta familia en el conocido modelo ABC de especificacién de 6rganos florales (Coen y

Meyerowitz, 1991; Wagner et al., 1999; Ng y Yanofsky, 2001; Lamb et al., 2002 ).

Por otra parte, en el RAM, se han identificado algunos genes MADS-box con un papel regulador de la
homeostasis del RAM (Zhang y Forde, 1998; Tapia-Lopez et al., 2008; Garay-Arroyo et al., 2013).
Aunque aun no estan bien entendidos los mecanismos por los que efectian dicha regulacion, es de

esperar que tengan papeles relevantes en las redes génicas que subyacen el desarrollo de la raiz.

Los genes MADS-box

Los genes MADS-box codifican para factores de transcripcion que se unen al DNA por medio de un
dominio MADS (Messenguy y Dubois, 2003). Estan presentes en todos los grupos de eucariontes,
aunque es en plantas donde se han diversificado en mayor extension y donde tienen papeles clave en
todos los procesos del desarrollo (Gramzow y Theissen, 2010). Hay proteinas MADS-box involucradas
tanto en el crecimiento como en la diferenciacién y en la regulacién del ciclo de vida de las plantas,
pero es en la determinacion de los 6rganos florales y en la transicién hacia la floraciéon donde se han
estudiado mas exhaustivamente (Riechmann y Meyerowitz, 1997; Becker y Theissen, 2003; Gramzow

y Theissen, 2010).

Los genes MADS-box pueden clasificarse en dos grupos, basandose en diferencias en el dominio

MADS: los del tipo I y los del tipo II (Alvarez-Buylla et al., 2000; Parenicova et al., 2003). Hasta el
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momento se sabe que los genes MADS-box tipo I tienen funciones clave en el desarrollo de los
gametofitos, mientras que los genes MADS-box tipo II estan involucrados en los principales eventos
del desarrollo del esporofito (Masiero et al., 2011; Gramzow y Theissen, 2010). En este trabajo se

hablara principalmente de los tipo II.

Las proteinas MADS-box tipo II poseen cuatro dominios funcionales y en funcion de ellos se les ha
denominado MIKC (Figura 3); este grupo es exclusivo de plantas. El primer dominio, que se encuentra
en el extremo amino de la proteina, es el dominio MADS, que se une al DNA en secuencias blanco
denominadas cajas CArG. La secuencia consenso de estas cajas es 5’-CC[A/T]sGG-3’, aunque existe
variacion y se ha demostrado que algunas proteinas MADS se unen a variantes de esta secuencia
(Zobel et al., 2010). El dominio I, nombrado asi por ser un dominio “intermedio”, participa tanto en
interacciones con otras proteinas como con el DNA. El dominio K, nombrado asi por su similitud a
nivel de secuencia con los dominios de la queratina, esta involucrado principalmente en las
interacciones proteicas de dimerizaciéon y de complejos de orden superior y tiene tres motivos
distinguibles llamados K1, K2 y K3. Finalmente, el dominio C, localizado en el extremo COOH
participa principalmente en la transactivacion (activacion de la transcripcion en trans) y en el
ensamblaje de estructuras de 6rdenes superior como los tetrameros (Kaufmann et al., 2005; Immink et
al., 2010).

wos || I
o i « a o o
K1 K2 K3

[Figura 3. Esquema de los dominios de un gen MADS-box tipo II. Se observan el motivo conservado
MADS de union al DNA en el extremo N-terminal, seguido de la region intermedia (I), la caja (K) y el
dominio C-terminal, que es el menos conservado. Se indican las posiciones de las alfa hélices (a) y de

las laminas beta (3) supuestas. Las tres alfa-hélices cortas sucesivas en la regién de la caja K se

numeran K1-K3. Tomado de Immink et al., 2010.]

En A. thaliana hay mas de 100 genes MADS-box (Parenicova et al., 2003) y todos ellos se unen al

mismo tipo de secuencia en el DNA (la caja CArG) a pesar de que tienen genes blanco especificos
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(Shore y Sharrocks, 1995). Se sabe que es necesario que las proteinas MADS formen dimeros para
unirse al DNA (Pollock y Treisman, 1991; Riechmann,et al, 1996) y, al menos en dos casos,
(APETALLA 3 (AP3)/PISTILLATA (PI) y SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1)/
AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24)), se ha demostrado que su dimerizacion es importante para
transportarse al nticleo (Davies et al., 1996; Fan et al., 1997; Kaufmann et al., 2005; Lee et al., 2008).
Las proteinas MADS-box forman complejos de orden superior y se ha reportado que esto incrementa
su afinidad de union al DNA (Egea-Cortines et al., 1999; Smaczniak et al., 2012). Por estudios
genéticos se hipotetizd que las proteinas MADS-box involucradas en la determinacion de los 6rganos
florales funcionan como tetrameros (Egea-Cortines et al., 1999; Honma y Goto, 2001; Pelaz et al.,
2001) y el modelo mas aceptado actualmente para la formacién de estos tetrameros es la de los
cuartetos florales (Theissen y Saedler, 2001). Este modelo postula que un par de proteinas MADS-box
interactdan a través del dominio K1 y forman dimeros que se unen al DNA. Una vez que esta unido un
dimero, se pueden unir a otro dimero por medio de la caja K3 y es entonces cuando se lleva a cabo la
transactivacion (Theissen y Saedler, 2001; Jack, 2001). Este modelo ha sido confirmado con
experimentos in vitro y también se demostré que el tetramero puede unirse a una sola caja CArG

aunque con menos estabilidad que si hay dos cajas (Smaczniak et al., 2012).

La combinatoria de genes MADS box como elemento central en su
papel de reguladores

La expresion de los genes eucariontes esta regulada por el control combinatorio de sus factores de
transcripcion; de esta forma se pueden generar patrones complejos de expresion espacio-temporal de
decenas de miles de genes con muchas menos proteinas reguladoras (Reményi, et al., 2004). El control
combinatorio de las proteinas MADS en la especificacion de 6rganos florales es un ejemplo bien
conocido. Originalmente, el modelo ABC de desarrollo floral (Coen y Meyerowitz, 2001) proponia que
la combinacion pareada de tres clases de genes era suficiente para especificar la identidad de los
verticilos florales. La expresion de los genes de funcién A en solitario especificaban sépalos; los genes
de funcion A sumados a los de funcion B otorgaban la identidad de pétalos; los genes de funcion B
junto con los de funcion C especificaban estambres, y finalmente los genes de funcién C en solitario
conducian a la formacién de carpelos. En esta propuesta, las proteinas MADS se unirian en dimeros al

DNA para regular la expresion de sus genes blanco. Sin embargo, gracias a estudios de mutantes nulos
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y de sobre-expresion ectdpica, se descubrié que se necesitan genes de una cuarta clase, llamados de
funcion E, para que las otras clases lleven a cabo su funcién reguladora (Pelaz et al. 2000; Honma y
Goto, 2001; Pelaz et al., 2001). Las proteinas de funcién E sirven como puentes para unir las proteinas
de las otras clases, lo que lleva a un modelo de complejos cuaternarios (Theissen y Saedler, 2001;
Immink et al., 2010); incluso se ha propuesto que la proteina de funcién E SEPALLATA3 (SEP3)
puede servir de “pegamento” a complejos MADS de orden superior que no necesariamente sean los del

modelo ABC (Immink et al., 2009).

La historia del modelo ABC (ahora ampliado a modelo ABCDE; Theissen, 2001) muestra que el
control combinatorio de las interacciones de las proteinas MADS es esencial para llevar a cabo su
funcion reguladora por lo que resulta importante conocer las interacciones potenciales entre esta
familia de genes. Asi mismo, se piensa que la estequiometria de los complejos proteicos también es
relevante para su funcion (Jack, 2004; de Folter y Angenent, 2006). Estudios de interaccién
proteina-proteina in vitro muestran que entre estas proteinas los heterodimeros son mucho mas
comunes que los homodimeros y que cada una de ellas tiene un nimero determinado de interactores (de
Folter et al., 2005); de tal modo que la cantidad de combinaciones posibles de proteinas no es infinita
pero si considerable, asi como la diversidad de complejos de unién al DNA. Esta capacidad de
combinacion de diferentes proteinas puede ayudar a entender una parte de la plasticidad y robustez
observada en el desarrollo de las plantas. Ademas, se ha observado que las proteinas MADS-box tienen
interacciones con otras proteinas: factores de transcripcion de otras familias, chaperonas, cinasas,
acetilasas de histona y desacetilasas de histona (Messenguy y Dubois, 2003; Smaczniak et al., 2012).
Todas estas interacciones aumentan la capacidad de las proteinas MADS de combinarse con otras
proteinas y dar especificidad de union en sus blancos o determinar su caracter de activadores o

represores de la transcripcion (Immink et al., 2010).

Remodeladores de cromatina en los meristemos

Para que un patrén de expresion regulado por factores de transcripcion se mantenga estable, uno de los
factores clave son las marcas epigenéticas en la cromatina; es decir, cambios bioquimicos en el DNA
que, sin modificar la secuencia de nucleétidos, alteran la expresion de los genes. Las proteinas

encargadas de colocar y remover estas marcas bioquimicas son llamadas remodeladoras de cromatina.
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En Arabidopsis, se conocen muchos factores involucrados en diferentes procesos de remodelacion de la
cromatina; la acetilacion de las histonas y metilacion del DNA y las histonas, asi como las proteinas

que colocan esas marcas bioquimicas, son factores muy importantes.

Las proteinas del grupo Polycomb (PcG) estan involucradas en la trimetilacion de la lisina 27 de la
histona 4 (H4K27me3) de la cromatina; esta marca se asocia con la supresion de la expresion génica
(Martin y Zhang, 2005; Schuettengruber et al., 2007). En Arabidopsis, las proteinas PcG pueden
formar dos tipos de complejos: Polycomb repressive complex 1y 2 (PRC1 y PRC2). PRC2 cataliza la
trimetilacion de la lisina 27 de la histona 4 y recluta a PRCI, el cual actia para mantener estable la
represion génica (Weake y Workman, 2008; Schuettengruber et al., 2007; Hennig y Derkacheva, 2009).
Dentro del complejo PRC2 se encuentran proteinas de diferentes familias, y se considera que las mas
importantes son CURLY LEAF (CLF), SWINGER (SWN), EMBRYONIC FLOWER?2 (EMF2),
VERNALIZATION2 (VRN2), FERTILISATION INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE) y
MULTICOPY SUPRESSOR OF IRA1 (MSI1); las metiltransferasas CLF y SWN son las subunidades
cataliticas del complejo (Pien y Grossniklaus, 2007; Hennig y Derkacheva, 2009). Se piensa que el
complejo PRC1 en plantas estd formado de manera similar al de animales, pero hasta ahora solo se han
identificado tres proteinas involucradas: LIKE-HETEROCHROMATIN PROTEIN (LHP1),
ARABIDOPSIS THALIANA RING 1A (atRING1a) y ARABIDOPSIS THALIANA RING 1B
(atRING1b) (Xu y Shen, 2008).

En animales, los complejos PcG se unen al DNA en secuencias especificas llamadas Polycomb
Response Elements (PRE), y también pueden ser reclutados por RNAs no codificantes (Simon y
Kingston, 2009; Schuettengruber y Cavalli, 2009; Derkacheva y Hennig, 2014). En Arabidopsis, el
reclutamiento de los complejos Polycomb también sucede en secuencias similares a PREs, que son
suficientes para reclutar los complejos o por medio de RNA largos no codificantes (IncRNA)
(Derkacheva y Hennig, 2014). Se han identificado muchos genes blanco para los complejos Polycomb,
entre los cuales hay importantes factores de transcripcion que regulan el desarrollo como
FLOWERING LOCUS C (FLC), AG, AP3, KNOTTED-LIKE FROM ARABIDOPSIS THALIANA 2
(KNAT?2), STM, LEAFY (LFY), MEDEA (MEA) y PI (Pien y Grossniklaus, 2007). Los complejos
PcG estan involucrados en multiples procesos del desarrollo de las plantas (Pien y Grossniklaus, 2007)
y participan, junto con otros remodeladores de la cromatina, en mantener los patrones de expresion de

el SAM y el RAM (Shen y Xu, 2009). En el RAM, MSI1 y CLF, unidos a RETINOBLASTOMA -
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RELATED (RBR), actian cascada abajo de SCR en la coordinacion de la divisién y diferenciacion
celulares (Wildwater et al., 2005). Por otro lado, la proteina SCR se une a LHP1 en la raiz, y se
propone que estas proteinas actiian junto con las desacetilasas de histona para regular la proliferacién

de las células radicales de cortex (Cui y Benfey, 2009).

ANTECEDENTES DIRECTOS

Genes MADS-box implicados en el desarrollo de la raiz

El laboratorio de Genética Molecular Desarrollo y Evolucién (GeMoDEvo) del Instituto de Ecologia
reporto la caracterizacion de dos genes MADS-box con funciones importantes en el desarrollo de la
raiz: XAL1 (AGL12 - AT1G71692; Tapia-Lopez et al., 2008) y XAL2 (AGL14 - AT4G11880;
Garay-Arroyo et al., 2013). Actualmente se han identificado dos genes mas: AGL19 (AT4G22950) y
AGL17 (AT2G22630; Pacheco-Escobedo et al., en preparacion; Fonseca-Salazar, 2011) que también
participan en el desarrollo de la raiz. Los datos del interactoma de los genes MADS-box (de Folter et
al., 2005), junto con datos de microarreglos, hibridaciones de RNA in situ y RT-PCR de tiempo real
(GENEVESTIGATOR, Burgeff et al., 2002; Czechowski et al., 2004), indican que las proteinas
codificadas por estos cuatro genes tienen interactores especificos en la raiz: AGL16, AGL20 y AGL21;
sin embargo, las interacciones entre ellas no son indiscriminadas. Las proteinas con funciones
identificadas, llamense XAL1, XAL2, AGL19 y AGL17 no forman homodimeros ni tampoco interactiian
directamente entre ellas, sino sélo con dos o tres de los otros interactores, AGL16, AGL20 y AGL21.
Estos tultimos, a su vez, pueden formar homodimeros y tienen un mayor nimero de interactores, incluso

con otros genes MADS-box (Figura 4).
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[Figura 4. Esquema del interactoma de los genes MADS-box involucrados en el desarrollo de la raiz,
basado en los datos de De Folter, et al., 2005. Las lineas indican una interaccién directa en el ensayo de
doble hibrido, y las flechas indican que existen interacciones con otras proteinas no incluidas en esta

figura.]

Las plantas mutantes de pérdida de funcién de los genes XAL1, XAL2 y AGL17 tienen fenotipos de raiz
primaria significativamente diferentes al fenotipo silvestre, mientras que no se ha reportado ningin
fenotipo en la raiz de los mutantes de los genes AGL16, AGL20 y AGL21. El mutante de pérdida de
funcién de AGL19 con el que se inici6 este trabajo también mostraba un fenotipo de raiz primaria
significativamente diferente al fenotipo silvestre. Lo anterior, sumado al interactoma de estos genes,
lleva a proponer una separacion de las proteinas en dos grupos, seguin su funcién en los complejos
proteicos. El grupo cuyos mutantes muestran fenotipos distintos, que ademas son los que tienen pocos
interactores, se pueden considerar como selectores. Al grupo de los genes que no muestran fenotipo y
que muestran muchas interacciones se les puede llamar comodines. En ese esquema, las proteinas
selectoras determinarian la especificidad de unién a las secuencias de DNA, mientras que las
comodines apoyarian en la formacion de los complejos y en la transactivacion. Es de hacer notar que
los cuatro genes selectores y AGL21 tienen una expresion mayor en raiz que en la parte aérea
(GENEVESTIGATOR; Burgeff et al., 2002; Czechowski et al., 2004). En contraste, AGL16 y AGL20
no se expresan preferencialmente en la raiz en comparacién con su expresién en el vastago; de hecho,
en éste ultimo tienen funciones clave en su desarrollo que han sido bien caracterizadas (de Meaux et

al., 2008; Lee y Lee, 2010). Esto resulta interesante porque sugeriria que, al formar tetrameros con los
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genes que si se expresan preferencialmente en raiz, los genes comodines podrian tener un papel

diferente en la raiz al que presentan en el vastago.

En el laboratorio de GeMoDEvo, se caracterizaron los mutantes de pérdida de funcién sencillos, dobles
y triples de los genes selectores. Tres de los genes selectores, XAL1, XAL2 y AGL19 se han
caracterizado como promotores del crecimiento, pues sus mutantes de pérdida de funcién tienen raices
mas cortas que las de la planta de tipo silvestre. Se ha visto que el menor crecimiento de las mutantes
de XAL1 y XAL2, se debe tanto a un RAM de menor tamafio con una menor tasa de proliferacion
celular como a un menor alargamiento de las células (Tapia-Lépez et al., 2008; Garay-Arroyo et al.,
2013). La linea mutante de pérdida de funciéon de AGL19 que se us6 al principio de este proyecto
mostraba el mismo fenotipo (Figura 5). Por otro lado, AGL17 se ha caracterizado como represor del
crecimiento por mostrar un fenotipo de raiz primaria mas larga que la silvestre y se ha observado que
regula la expresion de proteinas del ciclo celular (Fonseca-Salazar, 2011; Pacheco-Escobedo et al.,

datos no publicados).

agl19-234(0) |

[Figura 5. Raices de la mutante agl19-234 (0). Se aprecia que tiene raices primarias significativamente
mas cortas que las de tipo silvestre (34.8+/- 3.5 [n=37] para las de tipo silvestre; 25.5 +/- 3.7 [n=38]
para la mutante; datos no publicados de Mario Pacheco-Escobedo). Plantas de 7 dps (dias post

siembra). Barra de escala de 1 cm. Fotografia cortesia de M. Pacheco-Escobedo.]
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De estos cuatro genes MADS-box, el que menos se ha caracterizado en la raiz es AGL19. Si bien
existen datos sugerentes como resultado de las lineas dobles mutantes y una linea adicional de pérdida
de funcién por insercion de transposon (de la coleccién En8130, que se habia dejado de usar por su
inestabilidad cuando comenzo6 este proyecto) que mostraba raices mas cortas que la silvestre, no se
cuenta con informacién sobre su funciéon en la homeostasis celular ni tampoco se conoce si su

regulacion en raiz esta modulada por remodeladores de la cromatina como sucede en la parte aérea.

Regulacion epigenética de AGL19

Existe un solo estudio profundo sobre la regulacién epigenética de AGL19. Schénrock y sus
colaboradores (2006) examinaron la expresion de AGL19 en lineas mutantes de pérdida de funcién que
codifican proteinas del complejo PRC2, especificamente MSI1, EMF2 y CLF. En las tres lineas,
AGL19 aumenté su expresion significativamente respecto a la expresién de la linea silvestre en hojas
de roseta de cuatro semanas. También realizaron ensayos de ChIP con anticuerpos contra una version
marcada de FIE, otra proteina del complejo PRC2. Encontraron que ésta se pega directamente a
AGL19, preferentemente en una region que incluye el primer exén y el primer intron. Al analizar la
marca epigenética de H3K27me3 en el locus de AGL19, encontraron que ésta es mas frecuente en una
region de ~400 pares de bases a partir del ATG, region que incluye ~200 pb del primer intron. La
conclusién de este estudio es que el complejo PRC2 coloca marcas epigenéticas de represion
(H3K27me3) en el locus de AGL19, las cuales mantienen inhibida la expresion de este gen, al menos

en las hojas de roseta.

En posteriores estudios, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) contra
LHP1, proteina que forma parte del complejo PRC1, y se encontré que uno de los locus con los que se
asocia es el de AGL19, especificamente en plantulas completas de 10 dias post-germinacién (Turck et
al., 2007). En este estudio se encontraron también las marcas epigenéticas de H3K27me3 en el locus de
AGL19. Sin embargo, puesto que ni la ausencia de expresion de LHP1 ni su sobre-expresion
modificaron los patrones genomicos de la marca H3K27me3, los autores sugieren que LHP1 no esta
involucrada en colocar la marca de metilacién, sino en promover la represion transcripcional de los

genes marcados por el complejo PRC2 (Turck et al., 2007).
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Auxina, genes MADS y remodeladores epigenéticos

Como se menciona arriba, la hormona auxina tiene un papel central en la regulaciéon de la homeostasis
del RAM. Por un lado, el CQ se establece en la zona con el pico mas alto de concentracion de auxinas
en el RAM (Ljung et al., 2005; Petersson et al., 2009). Por otro lado, el gradiente de auxinas a lo largo
de zonas mas distales del meristemo esta relacionado con patrones de proliferacion y alargamiento
celulares: en el CQ encontramos la concentracion mas alta de auxinas, seguida de una concentracion
alta en la zona de proliferacion celular y una concentracién baja en la zonas de diferenciaciéon como son
las del alargamiento y maduracion celular (Petersson et al., 2009; Garay-Arroyo et al., 2012).
Curiosamente, los niveles mas altos de las auxinas corresponden a la zona del meristemo en donde casi
no se encuentra divisién celular, el CQ (Grieneisen et al., 2007; Garay-Arroyo et al., 2012) por lo que

la relacién de las auxinas con la proliferacion celular no es lineal.

La auxina es tanto blanco de regulacion como regulador de multiples genes involucrados en el
desarrollo de la raiz (Garay-Arroyo et al., 2012). Recientemente, se ha reportado que algunos genes
MADS-box estan involucrados con las vias de regulacion de las auxinas en la raiz. XAL1 (AGL12)
regula la proliferacion celular en la raiz y se induce en la presencia de auxinas (Tapia-Lopez et al.,
2008). Por su parte, XAL2 (AGL14) modula el transporte de auxinas por medio de la regulacion
transcripcional de algunos transportadores PIN y también se induce por auxinas (Garay-Arroyo et al.,

2013). No existen reportes sobre la relacion entre las auxinas y la regulacion sobre AGL19.

Recientemente se han buscado conexiones entre los genes reguladores del desarrollo de la raiz y los
complejos Polycomb. Algunos de estos grupos de genes incluyen a aquellos relacionados con la
biosintesis y sefializacion por auxinas. En tejidos de hoja, multiples genes involucrados en la
biosintesis, transporte, percepcion y transduccion de sefiales de la auxina son blancos de la marca
H3K27me3 colocada por los complejos PcG (Lafos et al., 2011). EMF1 y EMF2, dos proteinas
involucradas en el silenciamiento de cromatina por complejos Polycomb, regulan multiples genes (mas
de 100) involucrados en la ruta de sintesis y sefializacion por auxinas (Kim et al., 2010) y la marca
H3K27me2 colocalizada con EMF1 se encuentra en muchos loci relacionados con estas mismas
funciones (Kim et al., 2012). Sin embargo, la conexioén entre la via de regulacion de auxinas y los

marcadores epigenéticos en la raiz parece tener un patrén propio y diferente a los tejidos de la parte
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aérea. No se sabe si las marcas de represion colocadas por H3K27me3 en la raiz también se encuentren
en genes involucrados con sintesis y respuesta a auxinas. En contraste, hay reportes de que la
regulacion por auxinas y la regulacion mediada por los complejos Polycomb parece ser independientes
para muchos genes del desarrollo radical. La pérdida de PICKLE (PKL), una proteina remodeladora de
cromatina, produce raices mas cortas, principalmente debido a cambios en la expresion de genes
reguladores del desarrollo de la raiz, pero no a cambios en la concentracién de auxinas; por su parte, la
pérdida de CLF produce cambios antagénicos a la de PKL en la homeostasis del meristemo radical, y
tampoco parece estar conectado con modificaciones en la concentracion de auxina, sino con cambios

en la expresion de genes reguladores (Aichinger et al., 2011).

Con los datos anteriores, resulta interesante plantear la pregunta de si la regulacién de AGL19 puede ser
mediada por auxinas, como ocurre con XAL1 y XALZ2, o si su regulacion epigenética es independiente,

como ocurre con otros genes reguladores del desarrollo de la raiz.

La funcion de AGL19 en el desarrollo de la raiz

Los datos preliminares de las lineas mutantes de AGL19 apuntan a que es un regulador del desarrollo
de la raiz, probablemente un promotor del crecimiento (afirmacion que necesitaria corroborarse con el
analisis de la linea mutante nula retrocruzada, pero que se ve sustentada por el fenotipo de la linea de
transposon), mientras que en las lineas de mutantes dobles de genes MADS (xall/agl19 y xal2/agl19) y
en la linea triple mutante de genes MADS (xall/xal2/agl19) pareceria tener un papel de represor del

crecimiento.

Como parte del analisis de participacion de este gen en el desarrollo de la raiz, también se podria
investigar su efecto en la dindmica celular; es decir, si afecta procesos de proliferacion, diferenciacién o
ambos. Los datos de los interactomas, sumados a los datos de las lineas mutantes dobles y triples
sugieren que la funcién molecular de AGL19 debe ocurrir a través de la formacion de complejos
multiméricos, asi que la determinacion de los componentes de esos complejos es importante para la
identificacion de las diferentes funciones de este factor de transcripcion. Tomando en cuenta el hecho
de que este gen se expresa principalmente en la raiz, es interesante saber si su regulacion epigenética
ocurre de la misma forma que en la parte aérea, donde esta fuertemente reprimido. A la par, seria
interesante conocer si esa regulacion epigenética esta mediada por auxinas o es independiente de la

accién de esa fitohormona. En este trabajo se abordaran estas preguntas.
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HIPOTESIS

AGL19 participa en la regulacion del desarrollo de la raiz de Arabidopsis thaliana.

La regulacion de la expresion de AGL19 en raiz esta controlada por las mismas vias de regulacion

genética que en la parte aérea.

OBJETIVO PRINCIPAL

Caracterizar la participacion del gen AGL19 en el desarrollo de la raiz de Arabidopsis thaliana.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Comparar la longitud de las raiz primaria de la linea silvestre (col) y la linea mutante agl19-234

después de la segunda retrocruza, previamente obtenida en el laboratorio.

0 Describir algunos de los parametros celulares cuantitativos (tamafio del meristemo, el
namero de células en el meristemo, la tasa de proliferacion, la duracién del ciclo celular)

de esta linea de pérdida de funcion.

* Analizar la expresion de AGL19 en mutantes de genes PcG.
* Comparar la expresion de AGL19 en mutantes de genes PcG con y sin tratamiento con auxinas.

* Retomar y corroborar los datos de la combinatoria de AGL19 con XAL1, XAL2 y AGL17 en el

desarrollo de la raiz primaria de A. thaliana.

0 Hacer experimentos de RT-PCR para verificar la regulacién cruzada entre estos factores

de transcripcion.

* Generar construcciones y lineas transgénicas de plantas que permitan el analisis de expresién de
AGL19, en particular, una construccion con la region promotora fusionada a un gen reportero,
una construccién con la regién promotora y regiones reguladoras internas fusionadas a un gen
reportero y una construccion del la regiéon promotora y todo el ORF de AGL19 fusionada a un

gen reportero.
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* Probar la eficacia de un anticuerpo anti-X AL2/AGL19 para analisis proteicos in planta.
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METODOS

Caracterizacion de la linea mutante ag/19-234 (R2)

Medicion de la longitud de las raices
Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se sembraron 30 semillas de cada linea analizada: silvestre (ecotipo Columbia), agl19-234
(salk_00234, sin retrocruzar) y agl19-234 (R2) (segunda retrocruza; previamente obtenida en el

laboratorio) en las condiciones estandar de crecimiento (ver apéndice 3).
Medicion de raices

De las plantas que no se descartaron, se marco el frente de crecimiento de las raices primarias cada dia
con un intervalo de 22-26 horas, excepto los dias 6 y 8 después de la siembra. El dltimo dia de marcaje
fue el dia 11 después de la siembra. Se escanearon las cajas para digitalizar la imagen, previo
establecimiento de la escala. Se utilizé el programa ImageJ para determinar la longitud de las raices
primarias a través de las funciones “Segmented line” y “Measure”. Se descartaron aquellas raices que
hubiesen sido infectadas por hongos. Al final, se incluyeron 19 raices de la linea silvestre, 30 de la linea
agl19-234 (R2) y 25 de la linea agl19-234 (0). Se realizo la prueba estadistica t de Student entre las
lineas silvestre y agl19-234 (R2) con 40 grados de libertad y p=0.05 para ver si habia diferencias

significativas en el crecimiento de las raices.
Analisis del tamaiio del meristemo y del niimero de células del mismo
Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se sembraron 30 semillas de la linea silvestre y 30 de la linea agl19-234 (R2); la distribucion fue de
cinco plantas por cada linea por caja de Petri. Se usaron las condiciones estandar de crecimiento en este

ensayo (ver apéndice 3).
Medicion de parametros celulares

A los 6 dias despuies de la siembra se marco el frente de crecimiento de la raiz primaria. Al dia
siguiente, a la misma hora, se marco el frente de crecimiento a la punta de la raiz primaria, se
escanearon las cajas, previo establecimiento de la escala, y se dejaron fijando en reactivo de Hersch por
dos dias (ver apéndice 3). Posteriormente, las raices se montaron en portaobjetos, embebidas en el
mismo reactivo. Se observaron individualmente en un microscopio Olympus Bx60 para contar el

nimero de células de cortex en el meristemo y medir las células de cértex diferenciadas. Se descartaron
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aquellas raices que se enterraron en el agar y las que se hubieran contaminado con hongos. Al final, se
incluyeron en el estudio 17 raices silvestres y 15 mutantes agl19-234 (R2). Debido a la manipulacién
durante el tratamiento, se desprendio la punta de la raiz (donde se encuentra el meristemo) de algunas
raices, asi que también se descartaron algunos datos relacionados a nimero de células en el meristemo
o a tamafio de células diferenciadas en el cortex. En cada grafica se incluye la informacién del niimero

de raices usadas para cada linea.

Analisis de regiones regulatorias del locus de AGL19
Por medio de analisis in silico (Higo et al., 1999; Zhang et al., 2007a; Zhang et al., 2007b) se buscaron

motivos de regulacion en el locus de AGL19 (AT4G22950), incluyendo todos los intrones del gen y la
region rio arriba del inicio de la transcripcion hasta el UTR del gen inmediato anterior (AT4G22960).
Especificamente, se buscaron cajas CArG (CCWsGG y CW10G) y Elementos de Respuesta a Auxina
(AuxRE, en inglés; TGTCTC). A la par, se buscaron en las bases de datos sitios predichos y
confirmados de unién de la proteina LHP1, parte del complejo Polycomb 2, y marcas de trimetilacién

en la lisina 27 de la histona 3.

Expresion de AGL19 en mutantes de genes del grupo Polycomb

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se esterilizaron 25-30 semillas de las lineas silvestre, clf, lhp1-1y Ihp1-2. Se usaron las condiciones

estandar de crecimiento.
Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

El séptimo dia después de la siembra se extrajo el RNA de la raiz y la parte aérea por separado. Se usé

el protocolo estandar (ver apéndice de métodos).
RT-PCR semicuantitativa

Para calibrar los niveles de carga de cDNA, se corrieron PCRs para amplificar el transcrito de tubulina
(TUB). Una vez calibrados a un nivel aceptable ( £ 0.2 de intensidad relativa), se llevaron a cabo PCR
con oligonucleotidos para amplificar los mRNA de CLF, LHP1 y AGL19 (con los pares de oligos
siguientes, respectivamente: CLF F & CLF R, LHP1_JSF_qF & LHP1_JSF_gR, y AGL19 F430 &

AGL19 Rev North; ver apéndice 1 para obtener la secuencia de los oligos). Posteriormente, se
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corrieron también PCR para amplificar los transcritos de XAL1, XAL2 y AGL17. Todas las

amplificaciones se hicieron a 35 ciclos, excepto las de tubulinas, que se hicieron a 25 ciclos.

Expresion de AGL19 en mutantes de genes del grupo Polycomb
tratadas con auxina

Material bioldgico y condiciones de crecimiento

Se sembraron 30 semillas en promedio de las lineas silvestre, clf, lhp1-1y lhp1-2 y se dividieron en dos

bloques experimentales. Se usaron las condiciones estandar de crecimiento.
Tratamiento con auxinas

A los 7 dias después de la siembra, uno de los bloques experimentales se transplanté a cajas con medio
MS 0.2X, agar a 1% y sacarosa a 1% mas 1M de 3-IAA (auxina). El otro bloque se transplant6 a cajas
con medio fresco de MS 0.2X, agar a 1% y sacarosa a 1%. Después de cuatro horas, se recolectaron en

nitrégeno liquido las raices y las partes aéreas por separado, y se les almaceno a -70°C.
Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

Se us6 el mismo método que en el experimento anterior.

RT-PCR semicuantitativa

Se usaron el mismo protocolo y los mismos oligonucle6tidos que en el experimento anterior. Todas las

amplificaciones se hicieron a 37 ciclos, excepto las de tubulinas, que se hicieron a 27 ciclos.

Expresion de genes MADS-box en fondos mutantes MADS-box

Se realizaron dos RT-PCR semicuantitativas a dos diferentes etapas del desarrollo. El primer
experimento fue a 7 dps y el segundo a las 11 dps y se analizé la expresion relativa de siete genes
MADS-box. Se analizaron cuatro mutantes sencillos: xall-2, xal2-2, gk17, agl19-234(0); seis mutantes
dobles: xal2-2 xall-2, xal1-2 gk17, agl19-234(0) xall-2, xal2-2 gk17, agl19-234(0) xal2-2,
agl19-234(0) gk17; y un mutante triple: xal2-2 agl19-234(0) xal1-2, mas la linea de tipo silvestre de
ecotipo Col-0.

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se sembraron en promedio 30 semillas de cada una de las lineas mencionadas anteriormente. Se usaron
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las condiciones estandar de crecimiento. En el primer ensayo, se recogieron las plantulas al séptimo
dps. En el segundo, se recogieron al décimoprimer dps. El material biol6gico colectado se congel6 en

nitrégeno liquido y se almaceno a -70°C.
Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

Se extrajo RNA de las muestras usando el método de extraccion por Trizol (ver apéndice de métodos
2.1). Se comprobo la integridad del RNA corriendo un gel de agarosa al 1% y se cuantificaron las
concentraciones de RNA usando lecturas de Nanodrop (Thermo Scientific) e intensidades relativas de
las bandas en el gel (medidas con el software KodakMI). Se sintetiz6 cDNA a partir de los RNA con
oligo dT usando la enzima SuperScript II de acuerdo con las indicaciones del fabricante. El volumen

del cDNA resultante se quintuplicé con agua de grado molecular; las muestras se almacenaron a -20°C.
RT-PCR semicuantitativas

Luego de calibrar los niveles de cDNA como en los experimentos anteriores, se llevaron a cabo PCR
con oligonucleétidos especificos para amplificar los mRNA de XAL1, XAL2, AGL17, AGL19, AGL16,
AGL20 y AGL21. Para cada gen se usaron oligos que hibridaran con exones: AGL12-RT-F &
AGL12-RT-R, AGL14 F458 & AGL14 R458, OEAB155 & OEAB168, AGL19F430 &
AGL19RevNorth, AGL16F (4002) & AGL16R (4003), SOC F Mitzi & SOC R Mitzi y OEAB 164 &
OEAB 167 (ver apéndice 1 para secuencias). Las reacciones se hicieron con la enzima TaqPol de
Invitrogen. Todas las amplificaciones se hicieron a 35 ciclos, excepto las de tubulinas, que se hicieron a

25 ciclos.

Generacion de lineas transgénicas de A. thaliana con diferentes
construcciones de AGL19

Ademas de las dos construcciones de regiones reguladoras con las que ya contaba el laboratorio (pAO8
y pAQO9Y), se generaron cuatro construcciones mas. En la tabla siguiente se especifican las

construcciones generadas.

[Tabla 1. Construcciones de AGL19. Entre corchetes se indica el tamafio del fragmento de AGL19
utilizado en la construccion [5° del ATG + 3’ del ATG]. E: Construcciones preexistentes, G:

Construcciones generadas por este proyecto, O: Construcciones generadas por otro proyecto]

Regiones Promotor minimo mas Promotor completo  Promotor mas
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reguladoras primer intrén primer intrén

pAQ9 (fusionado a
GUS) (E) [2699 + 0 piAGL19 (O)
pb]
p19TOPO4.2 (G)
[2687 + 18 pb]
p19TOPO10.1 (G)
[2687 + 18 pb]

pAO08 (fusionado a GUS) (E)
[175+2002 pb]

Construc-ci

ones

pProAGL19-GW (G)
[2697 + 18 pb]

REGION INTERGENICA PRIMER INTRON
0 I 0
N

‘ INICIO DE LA TRANSCRIPCION

< >
pAOS8
< >
pAO9 / p19TOPO4.2 |
p19TOP0O10.1 /
pProAGL19-GW x
— INTRON
< >
PIAGL19 Bl oo

[Figura 6. Esquema de las regiones del gen AGL19 incluidas en las construcciones. ]

Corroboracion de construcciones preexistentes

Las construcciones pAO8 y pAQ9 (en el vector pART27), que contienen el minipromotor y el primer
intrén, y el promotor completo respectivamente (ver tabla 1 arriba), fueron generadas por Amanda
Ochoa en 2002 (Ochoa-Espinosa, 2002). Para corroborar que estas construcciones tuvieran la secuencia
esperada, se secuenciaron los plasmidos a partir de purificaciones de DNA extraido de la cepa

sembrada de los gliceroles de Agrobacterium tumefaciens.
Extraccioén de los pldsmidos para secuenciacion

Se sembraron células de A. tumefaciens que provenian de cultivos congelados en glicerol con las
construcciones de pAO8 y pAO8 en cajas petri con medio LB por dos dias a 30°C. Los antibioticos de

seleccion fueron espectinomicina (sp) y rifampicina (rf) y siempre se usaron a 100 pg/pl para ambos
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cultivos. Se picaron algunas colonias y se inocularon en medio LB liquido con el antibiético y se
dejaron crecer por dos dias en agitacion a 30°C. A partir de esas células se extrajo el DNA plasmidico
con un método casero (ver apéndice de métodos 3.1) y se corroboro la presencia del inserto por medio
de una PCR usando oligos endogenos a la construccion. Se utilizé ese DNA plasmidico para
transformar células de la cepa TOP10 de Eschericha coli. Se sembraron estas transformaciones en cajas
petri con medio LB con sp dejandose crecer toda la noche a 37°C. Se picaron las colonias que hubieran
crecido y se sembraron en medio LB liquido con sp; se dejaron en agitacion a 37°C toda la noche. A
partir de esas células se extrajo DNA plasmidico y se corrobor6 con una PCR usando los mismos oligos
enddgenos a la construccion. Una vez verificado, el DNA plasmidico se mand6 secuenciar al Instituto

de Biotecnologia de la UNAM.
Corroboracion de la linea transgénica de A. thaliana preexistente

El laboratorio cuenta con la linea transgénica homocigota de A. thaliana transformada con la
construccion pAQO8. Se sembraron 26 semillas de esta linea (llamada aqui mpiAGL19:GUS) en
condiciones estandar de crecimiento. Las plantas se recogieron a los 7 dps, se colectaron sélo las raices
y se dejaron en solucién de tinciéon X-Gluc toda la noche (ver apéndice de métodos). Al dia siguiente se
deslavaron las raices con una solucion de acetona y metanol (ver apéndice de métodos) y se observo la
expresion de GUS al microscopio estereoscopico. Las raices se montaron en una solucion de glicerol y

formaldehido (ver apéndice de métodos) para observarlas al microscopio éptico.
Generacion de lineas transgénicas de A. thaliana

Las construcciones generadas por este proyecto se usaron para transformar plantas de A. thaliana. Las

tres diferentes construcciones contienen diferentes versiones del promotor de AGL19.
Clonacion del promotor completo en el vector pCR8/GW/TOPO

Se amplificaron 2705 pares de bases de un fragmento que contiene la region rio arriba del ATG de
AGL19, hasta el UTR del gen inmediato anterior, y un fragmento rio abajo del ATG. El oligonucle6tido
forward utilizado, AGL19F1A, agrega la secuencia blanco para la enzima de restriccion Ascl, y se pega
a 2687 rio arriba del ATG; mientras que el oligonucle6tido reverse, AGL19R4XM, agrega la secuencia
blanco para la enzima Xhol e introduce un cambio en el codon de inicio, abarcando 18 pares de bases
rio abajo del ATG (ver secuencia completa del gen y secuencia de los oligos en apéndice de métodos).
Con estos oligos, se realiz6 una amplificacion a partir de DNA genomico de A. thaliana (~50ng) con el

kit EXPAND de Roche para una reaccion de 25 pl y una temperatura de alineamiento de 55 °C. El
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programa fue realizado siguiendo las recomendaciones del fabricante. Al correr los productos del PCR
en un gel de agarosa al 0.7%, se observo la banda del tamafio esperado (~2.7 kb) y se aisl6 la banda
utilizando el gel kit QIAquik de QIAGEN. Se verifico la presencia de la banda tras la purificacién
corriendo un gel de agarosa al 0.7% y se llevo a cabo una reaccion de adicion de overhangs de adeninas
usando el amplificado como templado (ver protocolo en apéndice). Se utilizo ese DNA para la reaccion
de clonacion en el vector de entrada pCR8/GW/TOPO de Invitrogen, la cual se llevé a cabo segun las
especificaciones del fabricante. El plasmido resultante se nombré ppAGL19-GW y se utilizé para
transformar células E. coli Oneshot; la transformacion resultante se sembro en cajas con medio LB
adicionado con sp (100 pg/pl). Se dejaron crecer las células toda la noche a 37°C y, a las colonias que

crecieron se les nombr6 como p19TOPOx (del 1 al 10).

Se extrajo el DNA plasmidico de estas colonias con un protocolo de miniprep de lisis alcalina y fenol
para su analisis y secuenciacién (ver protocolo en apéndice). Una vez purificados los plasmidos, se
realiz6 un analisis de restriccién para verificar la presencia y orientacién del inserto. Se hizo una
primera digestion con la enzima EcoRI, la cual corta en los flancos del inserto, liberandolo y se
observaron las bandas esperadas. Para verificar la orientacion, se hizo una doble digestién con las
enzimas Xbal y Sacl. La primera tiene un solo sitio de corte en el vector TOPO y ninguno en el inserto,
mientras que la segunda no tiene sitios de corte en el vector y s6lo uno en el inserto. Con base en este
ensayo, se eligieron cinco colonias para secuenciar. Se envio el DNA plasmidico al Instituto de
Biotecnologia de la UNAM en donde se utilizaron los oligos m13-F y m13-R que hibridan con las
regiones flanqueantes de los insertos en el vector TOPO. Corroborada la insercién en el vector, se
enviaron mas muestras de las dos colonias con mayor grado de identidad (p19TOPO4 y p19TOPO10)

para secuenciar todo el inserto, esta vez utilizando oligos internos del promotor de AGL19.
Clonacion del promotor completo en el vector pENTR/D-TOPO

Se amplificé casi toda la region intergénica completa (2697 pb) rio arriba de AGL19 mas 18 pares de
bases rio abajo del ATG, lo cual result6 en un fragmento de 2715 pb. Los oligos utilizados fueron
AGL19R4XM y AGL19TOPOD. La amplificacién se realiz6 con la enzima Platinum HiFi de
Invitrogen. El mismo fragmento se amplificd de dos diferentes templados; DNA genémico (1) y el
BAC FH719 (2). En ambos la amplificacién fue exitosa, asi que se procedié a clonar ambos fragmentos
en el vector de entrada creando el plasmido pProAGL19-GW. Se realizaron amplificaciones por PCR
para verificar la presencia del inserto en el vector de entrada con oligonucle6tidos endégenos de

AGL19 y un m13 propio del vector. Los plasmidos se mandaron secuenciar al Instituto de
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Biotecnologia, UNAM, y al Instituto de Biologia, UNAM.
Recombinacioén en vectores de expresion

Se eligieron dos diferentes colonias de la construccion ppAGL19-GW, nombradas p19TOPO4.2 y
p19TOPO10.1. Se llevo a cabo una reaccion de recombinacion LR de Gateway con el plasmido
pGWB3 que contiene la secuencia codificante de GUS, siguiendo las especificaciones del fabricante.
Los plasmidos resultantes se nombraron pAGL19::GUS2 y 3 respectivamente. Se transformaron
bacterias E. coli de la cepa Top10 con estos plasmidos, se sembraron en cajas Petri con medio LBy
kanamicina (km) y ampicilina (am), ambas a 50pg/ml. Se dejaron crecer toda la noche, se picaron las
colonias transformantes y se crecieron toda la noche a 37°C en medio LB con los mismos antibi6ticos.
Posteriormente, se realiz6 una miniprep casera (ver apéndice de métodos) para aislar el DNA
plasmidico de estas células. Se corroboré por PCR que la fusion entre el promotor de AGL19 y GUS se
hubiera efectuado, usando combinaciones de oligonucleétidos enddgenos y de m13 del plasmido. Se
usaron los plasmidos verificados para transformar A. tumefaciens por electroporacién y se confirmo la

transformacion por resistencia a km, am y rf (50 pg/ml).
Ensayos de expresion transitoria en tabaco (Nicotiana benthamiana)

Los plasmidos pAO9, p19TOPO4.2 y p19TOPO10.1 se probaron en un ensayo de expresion transitoria
en hojas de tabaco. Se siguié el protocolo de Voinnety y colaboradores (2003) con algunas
modificaciones: no se usé acetosiringona, la relacién entre el plasmido de interés y el plasmido p19
(supresor del silenciamiento) se midi6 empiricamente y fue de aproximadamente 1:10 (ver apéndice de
métodos). La expresion de GUS se evalud después de dejar las hojas en solucion de X-Gluc con ferro y
ferricianuro toda la noche. Posteriormente, se hicieron 3 lavados con una solucién de acetona y metanol

(ver apéndice de métodos) para destefiir las hojas y poderlas observar al microscopio estereoscopico.
Transformacién de plantas de A. thaliana

Con las tres clonas del promotor completo, se llev a cabo la transformacion de plantas silvestres de A.
thaliana ecotipo Columbia. Se transformaron, en promedio, 30 plantas por cada clona. Para esto, se
sembraron directamente en tierra las semillas esterilizadas y estratificadas por 3 dias a 4°C. Cuando las
plantas comenzaron a producir escapos, estos se cortaron para promover la ramificacion y, justo antes
de la transformacion, se podaron todas las flores abiertas, de modo que s6lo quedaran botones cerrados.
La transformacion se llevo a cabo embebiendo las plantas en cultivos liquidos de Agrobacterium

tumefaciens y aplicando vacio (ver protocolo completo en apéndice).
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A la par, se transformaron plantas de la linea mutante clf con clonas de los plasmidos pAO8 y pAO9,
previamente verificados. Se transformaron 15 plantas por cada clona y se aplic6 el mismo protocolo

mencionado arriba.
Seleccion de plantas transformantes

Se recogieron todas las semillas generadas de plantas tratadas con agrobacterios y se sembraron en
medio Murashige-Skoog (MS) 0.2X al 1% de agar y 1% de sacarosa mas kanamicina para seleccionar
plantas transgénicas a una concentracion de 50 pg/ml. Se usaron las condiciones estandar de

crecimiento.

Generacion y evaluacion de un anticuerpo a-XAL2/AGL19
Generacion del anticuerpo a-XAL2/AGL19

Eleccion del antigeno
En el laboratorio se contaba con el siguiente péptido:
IGPPETRHFKKFPPSN
[Figura 7. Péptido de la proteina XAL2 usado como antigeno.]

Este péptido constituye los tltimos 16 aminoacidos de la proteina XAL2 (AGL14) y tiene un 81% de
identidad con los tltimos 16 aminoacidos de AGL19, proteina con la que guarda un mayor porcentaje
de identidad; segun se ve en la figura 8.

XAL2 - RISSSSSTSELDIDDNEMEVVTDLFIGPPETRHFKKFPPSN

AGL19 — SSQSTLSSSEVNIDDN-MEVETGLFIGPPETRQSKKFPPQN

[Figura 8. Comparacion entre el péptido de la proteina XAL2 utilizado y la secuencia homologa en la

proteina AGL19. Se resaltan los aminoacidos no conservados. ]

Se gener6 un conjugado entre el péptido y ovoalbtimina por medio de los enlaces épsilon-amino de las
lisinas en el péptido. Esta reaccion se llevé a cabo por el Dr. Rodolfo Carreén (FES Zaragoza, UNAM),

siguiendo el método de Bergman y colaboradores (1935) y Rubini y colaboradores (1953).
Generacion del anticuerpo

La generacion del anticuerpo fue llevada a cabo por Dr. Rubén Marroquin Segura (FES Zaragoza,

UNAM). A 38 ratones cepa CD1 de 24 semanas de edad se les inyectaron las soluciones con adyuvante
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en la base de la cola. Luego del esquema de inmunizacion presentado en la Tabla 2, se extrajo el suero
de los ratones, se purifico la fraccién de IgG por centrifugacién y doble dialisis, y finalmente se realizé

una reaccion de inmunoadsorcién contra ovoalbuimina para purificar aiin mas el anticuerpo.

[Tabla 2. Esquema de inmunizacién. En cada inyeccion se usaron 2 ml de la mezcla del conjugado y el

adyuvante. ]

Dia Conjugado (pg) Adyuvante
0 30 Freund completo (0.1 ml)
15 30 Freund incompleto (0.1ml)
Solucion salina 0.85% (0.1
35 15
ml)
Solucién salina 0.85% (0.1
40 15
ml)
45 Sangrado -

Evaluacioén del anticuerpo a-XAL2/AGL19
Ensayo de Dot-Blot

Una vez obtenido el anticuerpo contra el conjugado péptido+ovoalbimina, se llevé a cabo un dot-blot
contra diferentes péptidos y se corrobord si existia afinidad por el antigeno usado. Los péptidos usados
fueron fragmentos de XAL1, XAL2 y aquel que se us6 como antigeno para producir el anticuerpo

a-XAL2/AGL19. Se us6 como control negativo albiimina. Ver el protocolo completo en el apéndice de

métodos.
Ensayos de Western-Blot

Como ensayo preliminar, se revelaron membranas ya transferidas con extractos nucleares realizados
por la Dra. Paola Rojas. Las lineas presentes eran la silvestre y la sobreexpresora de XAL1 (AGL12)

(35S::AGL12), cada una con mas de 3 pg de proteina. La membrana se bloque6 con 3% de leche, se
incubo con el anticuerpo a-XAL2/AGL19 a una dilucion 1:250, a 1:1000 con el anticuerpo a-IgG de

raton-HRP, y posteriormente se dejo reaccionar por 5 minutos con peréxido de hidrégeno, se puso con
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el film para su exposicion por mas de 10 minutos y luego se utilizo revelador y fijador para ver las
bandas de proteinas. Con las mismas condiciones de bloqueo, se volvi6 a incubar la membrana. Esta
vez se agrego 1 pg del conjugado OVA+péptido-XAL2/AGL19 como control positivo. La dilucion del
anticuerpo primario fue de 1:250 y la del secundario 1:500. Se dej6 reaccionar la membrana por 5
minutos y revelar por 10 minutos. Puesto que no hubo reaccion, se repitio el experimento anterior con

la tinica variante de que el tiempo de exposicion fue de 3 dias.

También se llev6 a cabo un experimento con plantas mutantes de pérdida de funcién y de
sobreexpresion. Las lineas utilizadas fueron la de tipo silvestre (Col), las mutantes: xal2 (pérdida de
funcion de XAL2), agl19, xal2/agl19, y las lineas de sobreexpresion: 35S:AGL19 y 355:XAL2
(sobreexpresora de XAL?2). Se extrajeron proteinas totales de raices de 11 dps (excepto en 355:AGL19 y
35S:XAL2, en las que también se incluyo tejido aéreo en biisqueda de mayor presencia de la proteina
blanco). En un gel de acrilamida al 40%, se corrieron 150 pg de extractos totales de cada linea por 1
hora y media a 125 V. Luego, se traspasaron las proteinas a la membrana, previa verificacion de la
presencia de éstas en el gel con azul de bromoetileno, a la membrana de nitrocelulosa con una
resistencia de 130mA y un voltaje de 13-15 V por 3 horas. La tincién de la membrana con rojo de
Ponceau revel6 la presencia de proteinas y la conservacion del patron de bandas. Se bloque¢ la
membrana con leche al 5% por una hora. Luego, se incubd con el anticuerpo a-XAL2/AGL19 a una
dilucion de 1:250 toda la noche y con el anticuerpo secundario a una dilucion de 1:1000 por una hora.
Se dejo reaccionar la membrana por 5 minutos y el film se expuso por 15 minutos antes de revelarlo.
Posteriormente, se hibridé una vez mas la misma membrana, con las mismas condiciones de

incubacién. Sélo se vari6 el tiempo de exposicién, que fue de 3 dias.

Para aumentar las probabilidades de interaccion del anticuerpo a-XAL2/AGL19 con su proteina
blanco, se afiadi6 urea 6M a nuevos extractos de proteina de las lineas silvestre, 35S:XAL2 y
355:AGL19, todas de parte aérea. Se preparo y se corrio el gel de acrilamida con las mismas
condiciones que en el experimento anterior, slo que se agreg6 urea 6M en el buffer de corrida. La
hibridacion de la membrana se llevo a cabo con un bloqueo de leche 5% por una hora, una dilucion del
anticuerpo primario a 1:250 y del anticuerpo secundario a 1:1000. El tiempo de reaccion fue de 5

minutos con peroxido de hidrogeno, luego se expuso por 4 horas 30 minutos antes de revelarlo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo presenta los resultados de dos series de experimentos sobre el papel de AGL19 en el
desarrollo de la raiz de A. thaliana. Una serie consiste en experimentos sobre el papel de AGL19 como
regulador del desarrollo radical (seccion I, VII), mientras que la segunda serie abarca experimentos
relacionados con la regulacion genética sobre AGL19 (seccion II-VI). Los resultados no se presentan
en el orden cronologico en el que se realizaron. La razon de haber realizado dos series de experimentos

con objetivos aparentemente disimiles se discute a continuacion.
Las lineas mutantes de pérdida de funcion de AGL19

Los objetivos iniciales de este proyecto contemplaban utilizar la linea mutante de pérdida de funcion
agl19-234 (0) y las cruzas dobles mutantes (realizadas por Mario Pacheco Escobedo) que se habian
generado con ella para explicar la hipotética funcién dual de este gen en el desarrollo radical. Cuando
la mutante de pérdida de funcion se encontraba sola parecia un promotor del crecimiento mientras que
cuando estaba con otros genes MADS se comportaba como un represor del crecimiento. Los
experimentos de expresion de genes MADS (seccién VI) en fondos mutantes MADS utilizaron esas
lineas mas una linea triple mutante (xall xal2 agl19). De igual modo, las pruebas con el anticuerpo

anti-XAL2/AGL19 (seccién VII) también corresponden a ese objetivo inicial.

Sin embargo, en las plantas de agl19-234 (0) se observaba que, a pesar de que sus raices primarias eran
mas cortas que las silvestres, como era lo esperado, también se observaba que crecian con cierta
inclinacion, fenotipo que se llama slanting (Rutherford y Masson, 1996). Este rasgo se perdio en las
cruzas con otros fondos mutantes de genes MADS, lo cual llevo a la sospecha o bien de que el fenotipo
se corrigiera por la ausencia del otro gen MADS o bien a que el slanting se debiera a una segunda
mutacion desconocida y que durante las cruzas ésta hubiese segregado. Evidencias posteriores
apuntaron a esta segunda hipdtesis. Por ejemplo, el hecho de que las cruzas dobles y la triple, que
pierden el fenotipo de slanting, se seleccionaran a través de genotipificaciones y no basandose en el
slanting. David Cruz Garcia llevo a cabo dos retrocruzas de agl19-234 para confirmar esta idea, en la
suposicion de que al menos dos retrocruzas bastarian para segregar la hipotética segunda mutacion.

Para caracterizar las funciones de AGL19, en este proyecto se utilizo el mutante agl19-234 después de
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la segunda retrocruza (nombrada como agl19-234 R2), la cual es nula ya que no expresa el RNA
mensajero de AGL19 (Cruz Garcia, com. personal.). En este momento, el laboratorio de GeMoDEvo

ya cuenta con la tercera retrocruza, pero no ha sido caracterizada.

Las implicaciones de una hipotética segunda mutacion en los experimentos de expresion relativa de
genes MADS en fondos mutantes MADS son poco mensurables. Si efectivamente la mutacién segregd
en las cruzas que se llevaron a cabo para obtener dobles mutantes, es posible que este hecho explique la
discordancia entre algunos datos de expresion en la mutante sencilla de AGL19 y la expresion en las
lineas dobles mutantes. Sin embargo, puesto que no se puede tener certeza de que la segunda mutacion
tuviera efecto en la expresion de esos genes aun en la mutante sencilla, seria ideal repetir este

experimento una vez que se tengan las cruzas dobles con la segunda retrocruza de agl19-234.

. Caracterizacion de la linea mutante ag/19-234 (R2)

Longitud de raices

El objetivo de este experimento fue determinar si existen diferencias significativas en la longitud de las
raices de la linea mutante de pérdida de funcion agl19-234 (R2) en comparacion con las raices de la
linea silvestre (wt). Se incluyo a la linea mutante agl19-234 (0) como control positivo. La prueba de t
de Student determind que no habia diferencias significativas entre la linea silvestre y agl19-234 (R2) en
contraste con la linea mutante agl19-234 (0) en donde si se vio el fenotipo de raiz corta que habia

mostrado en experimentos anteriores. En la figura 9 se observan los resultados de este experimento.
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longitud (¢cm)

wt col. agl19-234 (R2) agl19-234 (0)

[Figura 9. Grafica comparativa de las longitudes (en cm) de las raices de las lineas silvestre y la linea
mutante de pérdida de funcién de AGL19 antes y después de dos retrocruzas. Notese la diferencia de
longitud entre la linea retrocruzada (R2) y la no retrocruzada (0). Con un * se marca las diferencias

significativas respecto a la linea silvestre (p=0.05).]

Después de dos retrocruzas, la linea agl19-234 parece haber perdido el fenotipo de raiz corta. Este
resultado podria apuntar a que este gen no tiene un papel relevante en el desarrollo de la raiz. Sin
embargo, datos previos generados en el laboratorio con otra linea de pérdida de funcién de AGL19
(generada con transposon, sin retrocruzar), mostraban el mismo fenotipo de raiz corta que con la
primera mutacion que se uso en este trabajo y sugieren un papel de este gen en el desarrollo de raiz.
Esta linea de pérdida de funcién no es estable por lo que no se utilizé para estudios posteriores. Por otro
lado, las cruzas de la linea agl19-234 (0) realizadas en el laboratorio con mutantes de pérdida de
funcion de otros genes MADS, especificamente XAL1, XAL2 y AGL17, muestran fenotipos con
longitudes de raiz primaria diferentes a las de las mutantes sencillas de los otros genes MADS (como se
muestra en los antecedentes), de modo que la ausencia de AGL19 debe tener algtin efecto en las
mutantes dobles. Ademads, como se menciond arriba, es muy probable que la mutacién desconocida

haya segregado durante la generacion de las cruzas, puesto que las lineas homocigoticas se
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seleccionaban por genotipificacion y no por observacion de fenotipo. Si esto fuera cierto, las primeras
generaciones de las cruzas perderian el fenotipo de slanting, y eso es lo que se observo en el laboratorio
de GeMoDEvo (Mario Pacheco Escobedo, com. personal). En este caso, se puede considerar a las

cruzas dobles como equivalentes en segregacion a una retrocruza.

En las dobles mutantes de otros genes MADS con AGL19 se observa un cambio en la longitud de la
raiz primaria con respecto a las mutantes sencillas del otro gen MADS, lo cual sugiere un papel
relevante de AGL19 en la homeostasis del crecimiento de la raiz. Por otro lado, se habian hecho
observaciones en nuestro laboratorio de que los fenotipos de mutantes con raices primarias mas largas
que las de la planta silvestre eran dificiles de reproducir. Este comportamiento lo habiamos visto con
mutantes de AGL17. AGL17 pareceria ser un represor del crecimiento de la raiz, pero este fenotipo de
raiz larga no es estable en las diferentes condiciones de crecimiento en las que se ha probado. Sin
embargo, cruzas con otros genes MADS muestran un papel fundamental como represor del crecimiento
(igual que AGL19). Ademas, un analisis celular mas fino de los meristemos apicales de AGL17 muestra
que existen diferencias en las tasas de produccién celular que son compensadas por la tasa de
crecimiento celular (Mario Pacheco Escobedo, datos sin publicar) por lo cual el tamafio de la raiz
principal cambia poco y depende de las condiciones de crecimiento. Siguiendo esta linea de
razonamiento, se plante6 un experimento para analizar las diferencias en parametros de crecimiento y

produccion celular entre las mutantes agl19-234 (R2) y las plantas silvestres.

Analisis de la dinamica celular del meristemo apical radical

El objetivo de este experimento era determinar si existen diferencias significativas entre la linea
mutante agl19-234 (R2) y la linea silvestre en los parametros de tasas de crecimiento y produccion
celular. Los resultados que arrojan las observaciones y mediciones al microscopio nos hablan de un
nulo, si acaso pequefio papel de AGL19 en la regulacion de la homeostasis celular del meristemo
radical. En la figura 10 se muestran los datos observados y en la tabla 3 se presenta un resumen del
hallazgo de diferencias significativas en todos los parametros analizados utilizando la prueba

estadistica de t de Student.

[Tabla 3. Resumen de los parametros celulares comparados, numero de individuos comparados y la
presencia de diferencias significativas entre la planta silvestre (n= 17) y la mutante de pérdida de

funcion agl19-234 (R2) (n= 15). ]
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¢Diferencia ¢Diferencia

Parametro celular significativa? Parametro celular significativa?
(p=0.01) (p=0.01)
Crecimiento, del dia 6 al 7 No Duracioén del ciclo celular No
Velocidad de crecimiento No Produccion celular No
Numero promedio de Numero de divisiones en
) No No
células en meristemo meristemo

Tamafio promedio de
células diferenciadas de No Tiempo de vida en meristemo No

cortex

Como se puede observar en la Tabla 3, ningin parametro celular mostr6 diferencias significativas entre
la linea mutante agl19-234 (R2) y la silvestre y tampoco se observaron caracteristicas fenotipicas
discretas y notablemente diferentes en los meristemos de ésta linea mutante con respecto a los
meristemos de las plantas silvestres. Una observacion que nos parece importante mostrar es que tanto

en la linea silvestre como en la retrocruzada (R2) (Figura 11), habia presencia de
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[Figura 10 (pagina anterior). Graficas de los parametros celulares analizados en los meristemos de las
lineas silvestre (wt) y agl19-234 (R2). En la barra de cada conjunto de datos se muestra el niimero de

individuos analizados. Las barras de error representan el error estandar.]

desarreglos en el NCT; por ejemplo, el centro quiescente no muestra su conformacion regular. Sin
embargo no se tomaron datos de los porcentajes de las raices con meristemos desarreglados en el
momento de la observacion ya que no era el objetivo de la misma. Las raices analizadas tenian 7 dps y
en el laboratorio se hicieron observaciones de desarreglos del nicho en raices de esta edad
(Garay-Arroyo y Zluhan, com. personal) y se sugiere que las observaciones del NCT sean maximo a

los 4dps.

Esta ausencia de efecto de la mutacion puede explicarse por dos causas. La primera es que AGL19 no
esté involucrado en absoluto con el desarrollo de la raiz. La segunda es que tenga funciones
redundantes con otros genes MADS, de modo que sus efectos sélo se observen en lineas de cruzas
dobles e incluso triples mutantes. Las cruzas generadas en nuestro laboratorio apoyarian la segunda

hipétesis. Si bien no hay completa certeza de que el fenotipo de la cruza se deba s6lo a AGL19 y no a la
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segunda mutacion desconocida, existe cierto grado de seguridad por los motivos mencionados en los
parrafos anteriores. Sumado a esto, el hecho de que la mayor expresion de AGL19 sea en la raiz de la
planta (datos no publicados del laboratorio; Ochoa-Espinosa, 2002; Schonrock et al., 2006) y que en
experimentos de hibridacion in situ se haya observado transcrito en los tejidos de la raiz (Cerén, 2012)

sugiere que AGL19 podria tener un papel en dicho érgano.

Tomando en cuenta estos datos, decidimos seguir analizando el papel del gen AGL19 en la raiz, aunque
se da por descontado que se necesitan realizar de nuevo las cruzas con la linea agl19-234 retrocruzada
para obtener dobles y triples mutantes con otros genes MADS y despejar cualquier duda sobre el efecto
de AGL19 en la longitud de la raiz. A la par, se podrian caracterizar otros alelos de pérdida de funcién
para este gen, preferentemente después de retrocruzarlos. Si bien contar con esas caracterizaciones
seria muy valioso para este proyecto, las limitantes de tiempo impidieron que esas actividades se
plantearan como objetivos. En su lugar, se decidi6 trabajar con la regulacion transcripcional y proteica
de AGL19 tomando como punto de partida el hecho de que existe regulacion epigenética sobre su
primer intron en la parte aérea (Schénrock et al., 2006; Turck et al., 2007). Las secciones I1-V1,

presentadas a continuacion, son experimentos relacionados con la regulacion genética sobre AGL19.

49



agl19-224 R2

[Figura 11. Fotografias al microscopio 6ptico con iluminacién Nomarski. Se observan los meristemos
apicales de raices de la linea silvestre y la linea mutante agl19-234 (R2). Se observa desarreglo en el

NCT en ambas raices.]

Il. Analisis de regiones reguladoras de AGL19

El andlisis de las regiones reguladoras mostré que tanto las secuencias codificantes como las
reguladoras del locus de AGL19 presentan motivos de regulacion para proteinas MADS y para auxinas
(AuxRE), asi como marcas de metilacion y sitios de unién para LHP1. Con las bases de datos en linea
PLACE y de microarreglos (Higo et al., 1999; Zhang et al., 2007a; Zhang et al., 2007b) que ofrecen
informacion sobre sitios predichos de marcaje epigenético y de unién al DNA por proteinas reguladoras
se encontraron ocho motivos canonicos CArG (CCWGG) y uno no canénico (CW1,G). Seis de ellos
caen en la region comprendida entre el ATG de AGL19y el final del UTR del gen inmediato rio arriba
(dos de ellos estan muy cercanos el uno del otro y se observan como una sola linea en la Figura 12),

mientras que los tres restantes se ubican en el primer intrén. Por su parte, se encontraron dos motivos
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AuxRE, uno cercano a la caja TATA, rio arriba del inicio de la transcripcion, y otro en el primer intrén

(ver Figura 12).

Por su parte, el anallisis in silico también mostro sitios predichos para marcaje con H3K27me3
concentrados principalmente en el primer exo6n y el primer intron de AGL19, y en la region
comprendida entre el segundo exén y la mitad del cuarto intrén. Los sitios de union predichos para la

proteina LHP1 se concentran en el exon comprendido entre el tercer y cuarto intron.

La ubicacién detallada de los motivos y las marcas cromatinicas, asi como las secuencias se observan

en la Figura 12 y la tabla 4.

500 ol

[Figura 12. Motivos de regulacion encontrados en el locus de AGL19, basandose en las bases de datos
PLACE y de microarreglos (Higo et al., 1999; Zhang et al., 2007a; Zhang et al., 2007b). Con el signo *
se marcan las cajas CArG canonicas (CCW6GG), con el signo + las cajas no canonicas encontradas
(CW10G), con el signo ° las cajas de respuesta a auxinas y con / la caja TATA, contigua al sitio de
inicio de la transcripcion; debajo del esquema del gen, se muestra en gris las marcas de metilacion

H3K27me3 predichas y en azul los sitios de union de LHP1 encontrados experimentalmente. ]
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[Tabla 4. Ubicacion y secuencia de los motivos de regulacion en el locus de AGL19. Los pares de bases

se cuentan a partir del sitio de inicio de la transcripcién de AGL19.]

Motivo Reconocido Pb
por
CCWsG MADS 133
G
CCWeG MADS 689
G
CCWsG MADS 1338
G
CCW,G MADS 1399
G
CCWsG MADS 1405
G
CCWeG MADS 1699
G
TGTCTC AuxRE 2636
TATA Inicio 2666
transcripcion

CCWeG MADS 3061
G
CCW,G MADS 3384
G
CWy10G MADS 3496
TGTCTC AuxRE 4218

El analisis de las regiones reguladoras del locus AGL19 revela que este gen podria estar regulado por

proteinas MADS o por una ruta de regulacion dependiente de auxina. También sugiere que podria estar

regulado negativamente por LHP1, tal como se ha demostrado que ocurre con CLF (Schonrock et al.,

2006). Sin embargo, para saber si la interaccion entre estos motivos de regulacion y sus reguladores

proteicos realmente ocurre, habria que plantear experimentos que aborden la interaccion directa por

medio de técnicas como ChIP o de retardo de movilidad en gel.

Por otro lado, el analisis de las regiones reguladoras plantea preguntas interesantes cuando se le
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compara con los analisis de presencia de transcrito y con los resultados de las lineas transgénicas. Por
un lado, los andlisis de hibridacién de RNA in situ muestran que el transcrito de AGL19 se puede
encontrar a todo lo largo de la raiz, excepto en la columela y la cofia lateral (Cerén, 2012). Esto
contrasta con los primeros resultados de las lineas transgénicas que contienen solo el promotor minimo
y el primer intron fusionados al reportero GUS, pues estas lineas muestran que esas regiones
reguladoras no pueden recuperar la expresion observada en las hibridaciones in situ. En esas lineas,
AGL19 se expresa en la columela y la cofia lateral y la explicacion mas simple a esta contradiccion es
que en las otras regiones encargadas de regular la expresion de este gen a todo lo largo de la raiz se
encuentran secuencias represoras de la induccién en columela y cofia lateral que no se encuentran en la
construcciéon minima. Por otro lado, los analisis de hibridacion de RNA in situ muestran expresion en
otros lados de la raiz lo cual sugiere que, cuando se encuentran presentes todas las regiones

reguladoras, hay motivos de regulacion positiva que amplian el dominio de expresion del gen.

I1l. Expresion de AGL19 en mutantes de genes del grupo Polycomb

Para este experimento, se tomaron como antecedentes los reportes de que las proteinas del grupo
Polycomb, encargadas de colocar marcas de represion en la cromatina, actuaban en el locus de AGL19
(Schénrock et al., 2006; Turck et al., 2007). En el laboratorio se contaban con lineas mutantes de
pérdida de funcién de CLF y LHP1, asi que se disefiaron experimentos de expresion relativa de AGL19

en estas lineas.

El objetivo de este experimento era probar si la represion transcripcional generada por las proteinas
PcG en el locus de AGL19 se observa tanto en raiz como en la parte aérea, donde ya esta demostrada
(Schoénrock et al., 2006). Dado que la expresion de AGL19 es mayor en la raiz que en ningtn otro
organo, una hipotesis es que ese aumento de expresion se deba a que no hay represién transcripcional
por los complejos Polycomb. Si esto es cierto, se deberia observar que la expresion de AGL19 en raices

silvestres es igual a la expresion en las raices de las mutantes de pérdida de funcién de CLF y LHP1.

En la figura 13 se observan los resultados de las PCR semicuantitativas de plantas a 7 dps.
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[Figura 13. RT-PCR semicuantitativas en fondos mutantes de
pérdida de funcién de genes PcG. Se calibraron a la par parte aérea y raiz. Las bandas de CLF, que
mostrarian la nulidad del fondo mutante clf no son mostradas debido a que nose pudo obtener una

imagen homogénea con los oligonucleotidos utilizados en este experimento. ]
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[Figura 14 Intensidades relativas normalizadas con tubulina.

La banda de la linea silvestre (wt) de la parte aérea de AGL17 no pudo medirse con

el software Kodak MI ya que era indetectable, asi que se tomo la intensidad de la banda de clf como

base para normalizar.]

En las Figuras 13 y 14 se observa que AGL19 en la parte aérea aumenta su expresion en las mutantes de

PcG. De manera inesperada e interesante, ese aumento también se observa en la raiz y parece ser mas

pronunciado.

Resultaba de interés analizar la expresion de los otros tres genes MADS involucrados en la regulacion

del desarrollo de la raiz (XAL1, XAL2 y AGL17) para saber si también son regulados por estos

complejos. Esa informacion nos hablaria de qué tan distintas son las vias de regulacion para genes
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relacionados filogenéticamente (por ejemplo, entre AGL19 y XAL2, que son genes hermanos

[Alvarez-Buylla, et al., 2000]) y con dominios de expresién similares.

Interesantemente, los otros genes MADS no aumentan de la misma forma su expresion en los fondos
mutantes. En la parte aérea, la expresion de XAL1 disminuye en los fondos clf y lhp1-1 y la expresion
de XALZ2 también disminuye en los fondos nulos de LHP1. Esto sugeriria que CLF y LHP1 participan
en la regulacién positiva de XAL1, mientras que LHP participa en la de XAL2 en la parte aérea. Puesto
que las marcas epigenéticas asociadas a CLF y LHP1 son de represion, eso significa que probablemente
reprimen a un represor de ambos genes MADS. Por otro lado, la expresion de AGL17 aumenta en los
fondos clf, Ihp1-1y lhp1-2 y la baja expresion en la linea silvestre se corresponde con los reportes de
una expresion casi nula en parte aérea. En la raiz, ninguno de estos tres genes MADS modifica
sensiblemente su expresion en los mutantes de genes PcG. Estos datos indicarian vias de regulacion
distintas para distintos genes MADS del desarrollo de la raiz. Por un lado, XAL1, XAL2 y AGL17
parecen estar regulados por CLF y LHP1 sélo en la parte aérea, pues no modifican su expresion en la
raiz. Se podria hipotetizar que la baja expresién de AGL17 en las partes aéreas de la planta se debe a la
represion transcripcional de los complejos Polycomb y que éstos no lo reprimen en la raiz. Esto
concordaria también con reportes previos que muestran que, a pesar de tener la marca H3K27me3, este
gen no modifica su expresion en la raiz a los 7 dps en comparacion con la parte aérea (Aichinger et al.,
2011). En contraste, AGL19 modifica su expresion tanto en la parte aérea como en la raiz. Este dato
sugiere que los complejos Polycomb estan actuando para reprimir a AGL19 en ambas partes de la
plantula. Esto apunta a que los complejos Polycomb no son los principales responsables de la represion
de AGL19 en la parte aérea, sino que su accion debe estar ayudada por algun factor que no se encuentra

en la raiz.

Como se menciona en la introduccion, algunos genes de los complejos Polycomb actian sobre genes
relacionados con la sintesis y regulacion de la hormona auxina, la cual a su vez es un importante
regulador de genes del desarrollo. Particularmente, se ha encontrado que dos genes MADS-box XAL1 y
XALZ2 involucrados en el desarrollo de la raiz, se inducen por auxinas (Tapia-Lopez et al., 2008;
Garay-Arroyo et al., 2013). Para dilucidar si via de regulacion que lleva a los complejos Polycomb a
reprimir a AGL19 en la raiz esta involucrada con la via de regulacién por auxinas, se realiz6 un
experimento de tratamiento con esta hormona utilizando las mutantes de pérdida de funcién de CLF y

LHP1.
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IV. Expresion de AGL19 en mutantes de genes del grupo Polycomb
tratadas con auxina

La expresién de AGL19 en la raiz de los mutantes de genes PcG no se modifica sensiblemente cuando
se hace un tratamiento con auxina (4 horas de 1pM de 3-IAA) en las raices primarias a 7 dps (Figura
15). En contraste, su expresion en la linea silvestre aumenta con el tratamiento. El aumento en la
expresion de AGL19 en las lineas sin tratamiento coincide con el experimento anterior, si bien en este
experimento la linea [hp1-1 sobresale de las otras dos. Por otro lado, el hecho de que AGL19 se induzca
con auxinas en la linea silvestre, pero el mismo tratamiento no cambie su expresion en las lineas
mutantes sugiere que la regulacion de los complejos PcG sobre el locus de AGL19 podria ser una via
compartida con la de regulacion por auxinas. Especificamente, los datos sugieren que la auxina necesita
de la presencia de Polycomb para inducir un aumento en la expresion de AGL19. Cabe sefialar que el
control elegido para evidenciar la accion de las auxinas, ARF5, presenta una expresion irregular y en
cierto sentido opuesta a lo esperado que seria una regulacion positiva de las auxinas en la expresion de
este gen. Interesantemente, se observa un aumento en los mutantes de Polycomb que concuerda con
informacion previa de la regulacién de algunos ARFs por complejos Polycomb (Kim et al., 2010). Se
necesitaria otro gen (podria ser otro ARF) o un diferente tipo de control para llevar a cabo el
experimento de induccion por la accion de las auxinas; probablemente se podria usar una linea genética
independiente con una region inducible por auxinas acoplada a un gen reportero. También es
importante sefialar que no se realizé ninguna réplica de los experimentos. Si bien algunos datos se
repetian en los experimentos similares (la expresién de AGL19 en los fondos mutantes de Polycomb,

por ejemplo), son necesarias las réplicas para extraer conclusiones confiables.
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[Figura 15. RT-PCR de AGL19 (y sus respectivos controles) en los diferentes fondos mutantes con y sin
tratamiento de auxinas. El gen ARF se us6 como control de respuesta al tratamiento a auxinas, pero
debe reconsiderarse (ver discusion arriba). Se observa un aumento de la expresién de AGL19 en el

fondo silvestre después del tratamiento; sin embargo, esto no ocurre en los fondos mutantes. ]
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[Figura 16. Intensidad relativa de AGL19 normalizada con tubulina. La banda en la columna de la
planta silvestre (wt) sin tratamiento no fue detectada por el software KodakMI y por eso se ve el

espacio en blanco.]

V. Generacion de lineas transgénicas de A. thaliana con
construcciones que contengan diferentes regiones reguladoras

Los datos previos y los corroborados en este trabajo sobre la expresion del gen reportero GUS
fusionado al promotor minimo y el primer intrén de AGL19 muestran que la expresion de éste ultimo se
restringe a la columela y la cofia lateral del meristemo apical radical y los meristemos de las raices

laterales (Figura 17).

Estos datos muestran que el promotor minimo (175 pb en 5’ del ATG) y el primer intrén son suficientes
para dirigir la expresién de AGL19 a la columela y a la cofia lateral de la raiz primaria y a raices
laterales maduras. Sin embargo, los experimentos de hibridacién in situ (Alvarez-Buylla et al., 2000;
Cerdn, 2012) muestran que el transcrito de este gen también se distribuye en células diferenciadas de
otros tejidos de la raiz primaria, y en raices laterales maduras; ésta distribucion no se recupera con esta

construccion por lo que le faltan sitios de regulacién de la expresion completa de este gen.
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mpiAGL19::GUS

[Figura 17. Preparaciones de raices de plantulas de 7 dps de la linea mpiAGL19::GUS (promotor
minimo y primer intrén). A. Raiz primaria. B. Raiz lateral. En ambas se aprecia expresion del gen

reportero GUS en células de la columela y la cofia lateral.]

Partiendo del dato de que la expresién encontrada en varios de los tipos celulares de la raiz mediante
los anélisis de hibridacién de RNA in situ no concuerdan con los observados con la linea reportera
GUS fusionada al mini promotor y el primer intron, se generaron construcciones que incluyeran la

region promotora completa (ver seccion “Clonacion del promotor completo de AGL19”) de AGL109.
Corroboracion de las construcciones preexistentes de AGL19

La secuenciacion de la construccion pA09 mostré que ésta contiene una mutaciéon en una region

cercana al codén de inicio de AGL19. (Ver secuencia en apéndice)
Clonacion del promotor completo de AGL19

La secuencia incluida en estas construcciones es la totalidad de la regién comprendida entre el ATG de
AGL19 (locus AT4G22950 de la anotacion mas reciente del genoma de A. thaliana) y el UTR del gen
inmediato rio arriba (locus AT4G22960), mas algunos pares de bases después del ATG de AGL19 (2705
pb en total) (ver Figura 6). Los oligonucle6tidos elegidos, AGL19F1A y AGL19R4XM (ver apéndice
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1), abarcan esta secuencia intergénica. El oligo AGL19R4XM incluye una parte del primer ex6n, pero
tiene mutado el codén de inicio. Esto era ttil para la construccion, pues evita que el codén de inicio del

gen interfiera en la expresion del gen reportero GUS.

Para la seleccién de las clonas transformadas, se debia conocer si el fragmento del promotor completo
se habia insertado en la direccién correcta dentro el vector de entrada PCR8/GW/TOPO. Para ello, se
llevo a cabo una doble digestion con las enzimas Xbal y Sacl. La primera tiene un solo sitio de corte en
el vector de entrada y ninguno en el inserto, mientras que la segunda no tiene sitios de corte en el
vector y sélo uno en el inserto. Esta reaccion nos permitio saber la orientacién del inserto. Los
plasmidos con el inserto en la orientacion deseada tuvieron un patron de restriccion de dos bandas de
2870 y 2670 pb, mientras que aquellos con el inserto en la orientacion inversa tuvieron dos bandas de

4917 y 629 pb. En total se obtuvieron cinco plasmidos con la orientacion correcta (Figura 18).

[Figura 18. Gel de la doble digestion. Primer carril: marcador de fago lambda con Pstl/ HindIII.
Carriles 1-10: plasmidos con la insercion del promotor completo de AGL19. Carril 11: fago lambda sin
digerir. Carril 12: Digestion del fago lambda con Xbal. CN: control negativo (vector sin digerir). En los

carriles 2, 4, 7, 9y 10 se observa el patron de bandas que representa la clonacion en la orientacion
deseada (sefialadas con las flechas rojas). En el carril 1 se observa una banda inespecifica, cuya

naturaleza no se intenté determinar por no ser parte del objetivo del experimento.]

Estos cinco plasmidos se secuenciaron usando el oligo m13 reverso, que hibrida con una region en el

vector rio abajo y cercana al sitio de insercion. Las secuencias mostrarian si la fusion del inserto con el
vector se mantuvo en fase con el gen reportero. Todas las muestras enviadas devolvieron secuencias de
buena calidad de aproximadamente 1 kb y éstas tuvieron un alto grado de identidad (>95%) con el gen

AGL19 (locus AT4G22950) de la base de datos de TAIR. Esta primera secuenciacion también mostrd
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que todas las clonas tenian errores en la secuencia, probablemente introducidos por la polimerasa
utilizada (EXPAND de Roche; ver secuencias en apéndice). Corroborada la insercion en el vector, se
enviaron los plasmidos de las dos colonias con mayor grado de identidad (nombradas p19TOPO4 y
p19TOPO10) para secuenciar todo el inserto, esta vez utilizando tres oligonucleotidos internos del
promotor de AGL19. Esta secuenciacion arrojo como resultado que las clonas contenian mas
mutaciones, por lo menos del orden de 2 cada 1000 pares de bases. La clona que menos mutaciones
tenia, p19TOPO10.1, presentaba una sustitucion de T por C en una region muy cercana al ATG. Por su

lado, p19TOPOA4.2 presentaba mas mutaciones, pero ninguna en una region cercana al codon de inicio.
Clonacion del promotor completo en el vector pENTR/D-TOPO

Para tratar de obtener datos sobre la expresion nativa de AGL19, tomamos la decision de volver a
clonar el promotor de este gen. Elegimos esta vez una polimerasa con un grado mas alto de fidelidad
que la EXPAND de Roche. La enzima elegida fue Platinum HiFi de Invitrogen. Para esta clonacién se
eligié también el vector de entrada pENTR/D-TOPO, que asegura la insercion del fragmento clonado
en la direccion correcta, de modo que se evita el paso de las dobles digestiones. Se disefié un
oligonucleétido forward (AGL19 D TOPO) que contiene una secuencia requerida por el vector de
entrada para la reaccién de recombinacion. El oligonucle6tido reverse fue el mismo que para la
clonacién anterior (AGL19R4XM) y como templado se usaron DNA genémico de A. thaliana y DNA
plasmidico de una BAC. Una vez obtenidas las colonias transformantes, se les extrajo el DNA
plasmidico y se corroboro6 la fusion en el vector por una PCR usando tres pares de oligos. El primer par
(m13F y AGL19 R TOPO) amplifica el fragmento fusionado en el extremo 5'. El segundo par
(OEAB170 y m13R) amplifica la fusién por el extremo 3'. Finalmente, el tercer par (AGL19F1Ay
AGL19 R TOPO) se us6 como control positivo de la reaccion, pues amplifica una region interna del

inserto (figura 19).
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[Figura 19. Gel de la PCR con oligos internos y del vector. Carril 1: Marcador de DNA de lambda
digerido con Pstl/HindIII. Carril 2: Control positivo, Banda amplificada con el par de oligos
AGL19F1A y AGL19 R TOPO. Carriles marcados con 5': Banda amplificada con el par de oligos
m13F y AGL19 R TOPO. Carriles marcados con 3': Banda amplificada con el par de oligos OEAB170
y m13R. Debajo de cada carril se marca el templado analizado. B: proveniente de BACF7H19; G:

proveniente de DNA genomico. Las puntas de flecha rojas indican las bandas esperadas. ]

En el gel de agarosa a 1% se pueden observar las bandas esperadas, pero también bandas de mas pares
de bases en todas las muestras. Es poco probable que esas bandas pertenezcan al vector circular o
linearizado, pues estan mucho mas abajo del tamafio del vector recombinado (5.5 kb). Para despejar la
duda, se mandaron secuenciar plasmidos de cuatro cepas, dos provenientes del DNA de la BAC y dos
provenientes del DNA genomico. El DNA plasmidico de estas clonas se extrajo por una miniprep
casera con fenolizacion. En la primera tanda de secuenciacion se usaron los oligos m13 que se pegan a
regiones del vector de entrada cercana a los puntos de recombinacion. Las muestras se enviaron al
Instituto de Biotecnologia de la UNAM. La reaccion de secuenciacion no devolvio ninguna secuencia
clara. Para descartar cualquier contaminacion por quimicos organicos, en lugar de la miniprep casera se
utilizé un kit de purificacion de DNA plasmidico por columnas de QIAGEN. La concentracion de los
plasmidos enviados se verificé tanto por Nanodrop como por intensidad relativa en un gel de agarosa.
Los oligos utilizados fueron uno del vector (m13R) y uno del inserto (AGL19F1A; ver apéndice 1). Las
muestras se enviaron al Instituto de Biotecnologia y de nuevo, no se obtuvieron secuencias claras. Para

descartar alguna falla en el método de extraccion de DNA plasmidico, se comparo la eficiencia del kit
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de nuestro laboratorio con la del kit del laboratorio de Fisiologia Vegetal en el Instituto de Ecologia.
Nuestro kit no mostré sefiales de baja eficiencia, asi que se volvi6 a utilizar para extraer los plasmidos.
Las muestras se enviaron esta vez al Instituto de Biologia de la UNAM, pero tampoco se obtuvo
ninguna secuencia. En un ultimo intento, se volvieron a enviar muestras al Instituto de Biotecnologia,
pero se incluy6 como control positivo uno de los plasmidos que ya se habian secuenciado con éxito.
Como resultado se obtuvo que el control positivo devolvié una secuencia clara, pero las muestras de

estas clonaciones no.

Con el objeto de no detener el avance del proyecto, se tomé una decisién. Se abandonaria la
secuenciacion y el uso de esta construccion (pProAGL19-GW) y se usarian las tres construcciones
disponibles del promotor completo de AGL19 (pAO9, p19TOPO4.2 y p19TOP0O10.1) a pesar de
presentar mutaciones. Incluso podriamos llegar a asignar un papel funcional al nucleétido modificado
si se observaran cambios en la expresion del gen reportero entre estas lineas. Para hacer una evaluacion

inmediata de estas lineas, se planed un ensayo de expresion transitoria en hojas de tabaco.
Expresion transitoria de GUS en hojas de tabaco (Nicotiana benthamiana)

Las hojas infiltradas con la clona de pAO9 expresaron GUS, aunque con intensidad variable (Figura
20). Las hojas infiltradas con p19TOPO4.2 mostraron una intensidad muy tenue, mientras que las

infiltradas con p19TOPO10.1 no mostraron expresion en absoluto (no se muestran).

Los datos de este ensayo muestran que las construcciones son capaces de dirigir la expresion de GUS
en un sistema heterdlogo a A. thaliana. La ausencia de expresion de p19TOPO10.1 no tiene que ser un
predictivo de la ausencia de expresion en A. thaliana, pues no sélo la especie es diferente, sino también
el 6rgano analizado y el estadio de desarrollo. Por esta razon se decidi6 usar también la clona

p19TOPO10.1 para transformar plantas de A. thaliana.

Plantas transgénicas con las diferentes construcciones de AGL19

Después de realizada la transformacién con A. tumefaciens, se permitié que las plantas dieran semillas
y éstas se recolectaron. Hasta el momento se han analizado cientos de semillas de las tres lineas, pero
no se han encontrado plantas resistentes a kanamicina, que indicarian que la transgénesis se llevo a

cabo. Esto podria deberse a que no se han analizado las suficientes semillas o a que el método utilizado
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no tuvo la eficacia deseada y no tenemos plantas transgénicas. La evaluacion de la totalidad de las

semillas definird esta cuestion.

. |

[Figura 20. Hoja de Nicotiana benthamiana infiltrada con A. tumefaciens

que llevaban el plasmido pA09.]

VI. Expresion de genes MADS-box en fondos mutantes de pérdida
de funciéon de genes MADS-box

El objetivo de este experimento fue dilucidar las redes de regulacion transcripcional de los genes
MADS-box involucrados en el desarrollo de la raiz. Como se menciono arriba, este experimento se
plante6 antes de descubrir que el fondo mutante de AGL19 con el que se trabajo inicialmente portaba

una segunda mutacion, lo cual dificultaba las conclusiones sobre la funcion del gen. No obstante, se

presentan los resultados porque también contienen datos de la regulacién sobre AGL19.

Se incluyeron los 3 genes (XAL1 [AGL12], XAL2 [AGL14] y AGL17) cuyos mutantes nulos tienen
efectos fenotipicos en la longitud de la raiz, AGL19 y los 3 genes (AGL16, AGL20 y AGL21) que son

sus interactores directos en ese érgano. L.os dobles mutantes de pérdida de funcion (xall/xal2,
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xall/agll7, xall/agl19, xal2/agll7, xal2/agl19, agl17/agl19 )y el triple mutante (xall/xal2/agl19) nos

podria ayudar a entender la combinatoria de los complejos que incluyen a estos genes MADS-box.

La Figura 21 muestra las fotografias tomadas a los geles de agarosa donde se corrieron los productos de

las PCR de plantas a 7 dps. Se hicieron analisis semicuantitativos de las muestras de raiz.

Raiz 7 xald
dps val 2
— — —

MAaLd —_—

HALD o — — — — —
AGL1T — — — — — —
AGL1g — — — — —
AGLIE o — e S — — I ——
AGLID — — - — —
AGL2]
— — — — — — — — — — — —
Tua — — — — — — — — — — — —
RNA — — — — — — — — — — — —
— — N — — —

[Figura 21: RT-PCR de genes MADS involucrados en desarrollo de raiz y sus interactores directos en

fondos mutantes de pérdida de funcion sencillos, dobles y triple. Se usaron raices de 7 dps.]

En cuanto a los niveles de expresién a 7 dps, en general no se observan modificaciones sensibles de la
expresion de los genes MADS en los fondos elegidos. Hay dos excepciones: la primera es que la
expresion de AGL19 se abate considerablemente en el fondo mutante de XAL2, lo cual coincide con
datos obtenidos en otros experimentos (Garay-Arroyo, com. personal); la segunda es el patrén general
de la expresion de AGL20 que se ve muy modificado en varias de las lineas mutantes. AGL20 también
es conocido como SOC1 (SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS) y es un importante
integrador de las vias de floracién en la parte aérea (Lee y Lee, 2010), pero su participacion en el

desarrollo de la raiz no se ha caracterizado ampliamente.
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[Graficos 1. Cuantificaciones de la expresion relativa de genes MADS en fondos mutantes MADS en
raices de 7dps normalizada con la expresion de tubulinas. Se toma como unidad la medicion del fondo

silvestre (wt).]
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Se hizo un el experimento adicional a los 11 dps porque se ha observado, en experimentos de dinamica
de expresion en el tiempo, que por lo menos dos de los genes selectores (XAL2 y AGL17) alcanzan sus
mayores niveles de expresion después de los diez dps (Pacheco-Escobedo y Garcia-Cruz, com.
personal). En las figuras 22.1 y 22.2 se muestran las bandas amplificadas en los PCR de plantas a 11

dps. Se hicieron analisis semicuantitativos de las muestras de raiz y de parte aérea.

En estos resultados salta a la vista la presencia de expresion de XAL2 en el fondo mutante xal2-2 a 11
dias post-siembra. Esta expresién no deberia aparecer o deberia ser muy tenue, puesto que xal2-2 es
una linea mutante casi nula; se podria explicar la expresion del gen que observamos por la actividad del
vector utilizado para hacer la construccion que dio lugar al alelo xal2-2, en la cual no sdélo esta el
transposon sino también la transposasa, por lo cual no se puede controlar ni en tiempo ni en espacio la
escisién del transposén (Garay-Arroyo, com. personal). Asi mismo, los niveles de expresion de xal2-2
observados en la parte aérea en este experimento (Figura 22.2) son tan abundantes como los que se
encuentran en la planta silvestre (carril 3). La presencia del transcrito de XAL2 en los fondos xallxal2 y
xal2agl19 en raiz se podria explicar por la misma razon (carriles 6 y 9, figura 22.1). La presencia de
transcrito en el mutante xal2-2 puede explicar la contradiccién en la expresién de AGL19 en dicho
fondo mutante entre los 7 y los 11 dps. Este dato estaria pendiente de verificacién tras corroborar los
niveles de expresion de XALZ2 en las lineas utilizadas en el dltimo experimento. Se descarta
contaminacion con otra linea mutante sencilla, puesto que se amplifican los cuatro genes MADS
analizados en ese fondo mutante; por otro lado, parece dificil pensar que se trata de la linea silvestre,

puesto que su patron de expresion no coincide exactamente con ella en la parte aérea (Figura 22.2).

En el experimento con plantas a 11 dps, no se observan cambios considerables en la expresion de los
genes analizados, excepto en AGL21 (Figura 22.1 y 22.2). AGL21 se expresa preferencialmente en raiz
y es notable que sean unicamente la mutante nula de XAL1 y la triple mutante las que muevan su
expresion, y no las otras lineas (Figura 22.1 y Graficos 2). De confirmarse, este dato hablaria de que los
genes XAL1, XAL2 y AGL19 tendrian redundancia funcional para regular a AGL21. En la parte aérea,
en cambio, se observa mucha regulacion reciproca entre estos genes MADS (Figura 22.2). Un dato
interesante es que AGL17 aumenta su expresion en ausencia de AGL19, pero esto no se repite en los

dobles mutantes dobles posiblemente porque AGL19 reprime a AGL17 sélo en presencia de los otros
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genes MADS.

Estos datos sugieren que los genes MADS-box implicados en la regulaciéon del crecimiento de la raiz
de A. thaliana se regulan entre si. Si hay una relacion mas o menos directa entre el aumento en los
niveles de transcrito y los niveles de proteina, la regulacion reciproca podria tener consecuencias en la
estequiometria de la formacién de los tetrameros de proteinas MADS-box. Por un lado, la ausencia de
una proteina especifica puede dejar libres a sus interactores y darles mas probabilidad de que formen
complejos con sus otras proteinas interactoras. Por ejemplo, en la ausencia de XAL1, las proteinas
AGL16, AGL20 y AGL21 tendrian mas probabilidad de formar complejos con XAL2, AGL17 y
AGL19. Por otro lado, si estos genes MADS-box se regulan entre ellos, las probabilidades de
formacién de complejos también dependera de si la regulacion es positiva o negativa. Por ejemplo, en
el fondo xal2-2 la expresion de AGL19 se abate, lo cual dejaria libres a los interactores de ambas

proteinas.
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[Figura 22.1 : RT-PCR de genes MADS involucrados en desarrollo de raiz y sus interactores directos en

fondos mutantes de pérdida de funcién sencillos, dobles y triple. Se usaron raices de 11 dps.]
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[Graficos 2. Cuantificaciones de la expresion relativa de genes MADS en fondos mutantes MADS en
raices de 11dps normalizada con la expresion de tubulinas. Se toma como unidad la medicién del fondo

silvestre (wt). Las barras de xal2 se muestran en gris porque esta en duda la nulidad de la linea mutante
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utilizada. ]
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[Figura 22.2 RT-PCR semicuantitativo de RT-PCR de genes MADS involucrados en desarrollo de raiz
y sus interactores directos en fondos mutantes de pérdida de funcién sencillos, dobles y triple. Se

usaron las partes de 11 dps.]

Otros datos interesantes de resaltar son los siguientes. Conforme a lo reportado, XAL1, AGL17 y
AGL19 se expresan mas en la raiz que en la parte aérea en este estadio de desarrollo. Por otro lado,
parece que XALI estd mucho mas regulado por estos genes MADS en la parte aérea que en la raiz, pues
en ésta dltima su expresion es constante en casi todos los fondos. En comparacion con los demas genes
analizados, XAL1 tiene una expresion menor en parte aérea que en raiz (figuras 22.1 y 22.2, carril 1).
Sin embargo, se sabe que XAL1 es un regulador positivo de la transicién floral, y realiza esta funcién en

parte por medio de la regulacion positiva de SOC1, FT (FLOWERING LOCUS T) y LFY (LEAFY).
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Estos tltimos datos se obtuvieron de plantas de 14 dias de edad, asi que es interesante que en plantas de
7 dias post-siembra no se observe una expresion distinta de SOC1. Esto sugiere que XAL1 adquiere
diferentes blancos de regulacion en diferentes estadios del desarrollo. Cabe mencionar que el
amplificado de AGL21 en la parte aérea y raiz (Figura 22.1 y .2) revela una posible contaminacién por
DNA gendmico de algunas muestras, por la amplificacién de dos bandas de diferente peso. La banda
mas ligera es de ~500 pb y coincide con el amplificado esperado para cDNA (que omite cinco
intrones); el hecho de que su expresion sea casi nula en la linea silvestre apoya esa idea: en anteriores
estudios, se ha observado que AGL21 se expresa preferencialmente en raiz en lineas wt (Burgeff et al.,
2002; Czechowski et al., 2004). La banda mas pesada ronda los ~1000 pb, tamafio que se esperaria
para el amplificado de la secuencia genémica (con los cinco intrones omitidos en el cDNA) usando los
oligos elegidos para este experimento (ver apéndice 1). Sin embargo, las dos bandas aparecen
solamente en dos muestras en la raiz, lo cual puede hablar de que existe menos contaminaciéon de DNA
gendmico en esas muestras. Para evitar la amplificacion de DNA en las muestras utilizadas,
sintetizaremos oligos cuya secuencia esté interrumpida por un intrén para que sélo se unan y

amplifiques secuencias de cDNA.

Es importante sefialar que no se realizé ninguna réplica de estos experimentos de PCR
semicuantitativo; si bien los datos son sugerentes, se necesitan réplicas adicionales para obtener

conclusiones.

VIl. Evaluacion del anticuerpo a-XAL2/AGL19

Este experimento se plante6 con el objetivo principal de analizar la combinatoria de las proteinas
MADS, entre ellas AGL19, y su posible funcién en el desarrollo radical. Se pensaba usar el anticuerpo
a-XAL2/AGL19 para realizar experimentos de ChIP, entre otros, con complejos que incluyeran a
AGL19. Después de descubrir la segunda mutacion en la linea mutante nula de AGL19 con la que se
trabajo6 inicialmente, se dio prioridad al analisis de la regulacion sobre AGL19. Aunque se siguio
trabajando con la evaluacién de anticuerpo, pensando en que éste podia resultar ttil para experimentos
posteriores, los constantes resultados negativos incitaron a que se le diera la menor prioridad a este

experimento.
En el laboratorio, una estudiante de doctorado que estaba trabajando con XALZ2, habia pedido a una
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compafiia que llevara a cabo la generacién de un anticuerpo especifico contra el péptido
XAL2/AGL19, pero no resulto ser especifico. Luego de analizar la secuencia del péptido, el Dr. Rubén
Marroquin sugirié conjugarlo con una molécula acarreadora a través de enlaces epsilon-amino en las
lisinas. De esa forma se podian pegar mas moléculas del péptido a la molécula acarreadora (en este
caso ovoalbtimina) y exponer con mayor frecuencia la secuencia del péptido a los anticuerpos. Este fue

el método que se utilizé.

Una vez obtenido el anticuerpo contra el conjugado péptido XAL2/AGL19+albumina, se llevo a cabo
un dot-blot contra diferentes péptidos y se corrobor6 que existia afinidad por el antigeno usado, pero no
contra los otros péptidos. Ademas, se ensay6 una primera titulaciéon del anticuerpo y se observé que la
intensidad de la sefial en la placa variaba en funcion de la concentracion usada [Figura 23]. Este ensayo

sirvié como control de la eficacia del anticuerpo.

0.1ug 05ug 1lug BSA

peptido+OA

Peptido 14

Peptido 12

[Figura 23. Imagen de la placa revelada del dot-blot. En la primera fila se uso el conjugado péptido
XAL2/AGL19+albumina, en la segunda fila un péptido de XAL2 con una secuencia de aa distinta, y en
la tercera un péptido de XAL1. En el cabezal de cada columna se indica la cantidad de péptido usado.

La dilucion del anticuerpo fue de 1:1000, el tiempo de reaccién de 1 s y el de exposicién de 1s.]

En contraste, los tres ensayos de Western-blot preliminares con extractos de proteinas nucleares no
dieron reaccién alguna contra el anticuerpo. Sélo se observé reaccién contra el control positivo, el
antigeno mismo, en el segundo ensayo (ver figura 24). Puesto que se supuso que la falta de reactividad
del anticuerpo se debia a la poca concentracion de las proteinas MADS en estos extractos, se sugirio
hacer extractos totales altamente concentrados. Las lineas que se sugirieron servirian como controles:
en las mutantes de pérdida de funcién de XAL2 y AGL19 debiamos observar una disminucién de la

sefial, e incluso una completa falta de sefial en la linea doble mutante xal2/agl19. De manera similar, en
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las sobreexpresoras esperariamos un aumento de sefial. Sin embargo, no se observa ninguna sefial mas
que la del control positivo, que es el antigeno mismo. La reaccion subsecuente a esta prueba fue la de
una exposicion de 72 horas, la cual tampoco tuvo ningtn resultado. Lo que es mas, el control positivo

no se observéd. Esto puede atribuirse, sin embargo, a que en exposiciones muy largas se pierde el efecto

de la quimioluminiscencia.

[Figura 24. Western blot usando el anticuerpo a-XAL2/AGL19. A la izquierda esta el gel de acrilamida
después de la transferencia. Arriba de cada carril se indica la linea analizada. M=marcador. P+OVA=
Conjugado del péptido de XAL2/AGL19 mas ovoalbimina. Se cargaron 150 pg de proteina en cada

carril. A la derechal se muestra la placa revelada donde se aprecia que s6lo hubo reaccién del
anticuerpo contra su antigeno. La concentracién del anticuerpo primario fue de 1:250 y el del
secundario 1:1000. El tiempo de reaccion fue de 5 minutos y el de exposicién 20 minutos. Nota: Las

reacciones subsecuentes a este ensayo tuvieron el mismo resultado negativo.]

Para aumentar las probabilidades de interaccion del anticuerpo a-XAL2/AGL19 con su proteina
blanco, se sugiri6 usar urea a una concentracion 6M como agente desnaturalizante adicional a los pasos
de desnaturalizacion ya efectuados durante el protocolo para correr las proteinas en el gel, los cuales
son calentamiento y un buffer desnaturalizante. La tincién del gel de acrilamida con estas condiciones
revela una banda en la muestra de wt aérea que corresponde a las observadas en las muestras de

sobreexpresion de XAL2 y AGL19; lo cual lleva a pensar que se trata de la subunidad grande de la
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RuBisCo debido tanto a la abundancia como al tamafio lo sugieren. Por otro lado, el resultado del
revelado es un patrén de bandas sumamente inespecifico, cuyas intensidades parecen seguir una
relacion proporcional con las proteinas mas abundantes: la banda que da una sefial mas intensa esta a la

altura de la subunidad grande de la RuBisCo (ver Figura 25).
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[Figura 25. Western blot usando el anticuerpo a-XAL2/AGL19 y con desnaturalizacién con urea 6M. A
la izquierda esta el gel de acrilamida después de la transferencia. Arriba de cada carril se indica la linea
analizada. M=marcador. P+OVA= Conjugado del péptido de XAL2/AGL19 mas ovoalbtimina. Se
cargaron 150 pg de proteina en cada carril. A la derecha se muestra la placa revelada donde se aprecia
que el anticuerpo mostré inespecificidad. La concentracién del anticuerpo primario fue de 1:250 y el

del secundario 1:1000. El tiempo de reaccion fue de 5 minutos y el de exposicion 4 horas 30 minutos.]

De estos ensayos se pueden aventurar las siguientes conclusiones. El anticuerpo a-XAL2/AGL19 no
reacciona con nada mas que con el conjugado IGPPETRHFKKFPPSN+OVA. Desde el principio se
descartaron inespecificidades en el anticuerpo por las cuatro reacciones de inmunoadsorcion contra
ovoalbuimina realizadas al purificar el anticuerpo. Ademas, éste solo reaccion6 con su antigeno propio
en un primer ensayo de dot-blot y no tuvo reaccion cruzada con ninguna proteina en los primeros
ensayos de Western Blot con extractos de proteinas nucleares. Sin embargo, esta falta de reactividad se
repitié en practicamente todas las condiciones utilizadas para maximizar la especificidad del anticuerpo

por alguna de las proteinas MADS de interés. Una posible explicacion de este fendmeno es que el
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anticuerpo s6lo reaccione contra una estructura mezcla del péptido y la ovoalbimina, de manera no se

pegaria al péptido solo en ninguna condicion de desnaturalizacion.

Que el anticuerpo no haya reaccionado de manera especifica en ninguna de estas condiciones hace
dificil que se pueda usar para ensayos proteicos mas finos. Si se corrobora su especificidad con alguna
conformacion de la proteina, serviria inicamente para ensayos de Western Blot en condiciones de alta
concentracion y muy desnaturalizantes, y se descartaria su uso para inmunoprecipitacion o

inmunolocalizacién.

Como sugerencia para una ultima prueba, la Dra. Alejandra Covarrubias del instituto de Biotecnologia
de la UNAM sugirio6 realizar de nuevo la desnaturalizacion con urea 6M pero aplicando un paso de
dialisis previo. De ese modo se podria asegurar la completa desnaturalizacion de las proteinas y
descartar o conservar el anticuerpo. Sin embargo, este dltimo ensayo no se llevo a cabo por falta de

tiempo.

Cabe sefalar que el anticuerpo a-XAL2/AGL19 generado por la conjugacion del péptido de XAL2
+ovoalbuimina no es el primer anticuerpo contra esta proteina que se evaltia en nuestro laboratorio. En
uno de esos casos, el anticuerpo generado contra esta proteina no tuvo la especificidad requerida
(Garay-Arroyo, com. personal) y, en el otro, careci6 del titulo requerido para poder reconocer a
ninguna proteina (Garay-Arroyo, com. personal). Esto podria sugerir que XAL2 (y probablemente su
homologa AGL19) tienen caracteristicas de antigenicidad tales que las hacen pobres como antigenos.
Esa falta de especificidad o de titulo también podria ocurrir debido a que los péptidos usados hasta
ahora para efectuar una respuesta inmune son inaccesibles en la proteina en su conformacion nativa.
También es de resaltar que los estudios que utilizan anticuerpos contra otras proteinas MADS rara vez
usan anticuerpos contra péptidos de la proteina (excepciones notables son AGL15 [Heck, et al., 1995y
estudios posteriores], AG [Gomez-Mena et al., 2005] y SEP3 [Kaufmann et al., 2009]). Es comtn usar
construcciones con etiquetas, como FLAG o GFP, contra las cuales existen anticuerpos producidos
comercialmente (véase, p. ej., Smaczniak et al., 2012, u otros estudios de prote6mica de MADS).
Dados los resultados anteriormente expuestos, se decidié avanzar en otros experimentos que pudieran
generar mas datos sobre la regulacion de AGL19 en la raiz, que son los que se reportan arriba. Se
tomaron como antecedentes los reportes de que las proteinas del grupo Polycomb, encargadas de

colocar marcas de represion en la cromatina, actuaban en el locus de AGL19 (Schonrock et al., 2006;
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Turck et al., 2007). En el laboratorio se contaban con lineas mutantes de pérdida de funcién de CLF y

LHP1, asi que se disefiaron experimentos de expresion relativa de AGL19 en estas lineas.

CONCLUSIONES

Los antecedentes del laboratorio de GeMoDEvo acerca del papel de AGL19 en el crecimiento de la
raiz de Arabidopsis thaliana, indicaban que este MADS-box tipo II era un promotor del
crecimiento ya que dos de sus lineas mutantes (una de transposon y una de T-DNA) presentaban
raices mas cortas que la planta silvestre. Por otra parte, con una de las lineas mutantes (la de
T-DNA), se habian hecho cruzas con mutantes en otros genes MADS box del laboratorio en donde
se veia un papel represor de AGL19 ya que, en éstas lineas dobles y una triple, se anulaba el
fenotipo de otros promotores del crecimiento (como XAL1 y XAL?2). Estos antecedentes dieron pie
al desarrollo del presente trabajo que tenia como hipotesis inicial que AGL19 jugaba un papel dual
en regular el crecimiento de la raiz dependiendo de las proteinas con las cuales interactuaba.
Durante el transcurso de la maestria surgieron diferentes dificultades que dieron como resultado las

conclusiones que a continuacion describo.

El papel de AGL19 como regulador del desarrollo de la raiz primaria
de A. thaliana

* Lalinea mutante agl19-234 por insercion de T-DNA con la que originalmente se habia descrito
el fenotipo de raiz corta, al parecer, tenia otra mutacion por lo que hubo que retrocruzar esta
linea para limpiarla genéticamente. Debido a esto, se tuvieron que volver a llevar a cabo los
analisis de crecimiento de la raiz primaria, asi como las cuantificaciones de los parametros

celulares para determinar el papel de este gen durante el desarrollo de la raiz de Arabidopsis

thaliana.

* Después de la segunda retrocruza, la linea mutante de pérdida de funcion agl19-234 (2) no
muestra una longitud de raiz significativamente diferente a la de la linea silvestre. Tampoco

estan alterados sus parametros celulares en el meristemo a los 7 dps. Esto sugiere que el gen
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AGL19 no tiene una funcién evidente en la regulacion del desarrollo de la raiz primaria de

Arabidopsis thaliana.

* Los datos preliminares de expresion de los genes MADS-box tipo II, XAL1, XAL2, AGL17'y
AGL19 en lineas mutantes de pérdida de funcion de estos mismos genes sugieren que tienen
regulacion reciproca entre ellos y con otros de sus interactores directos. Los experimentos
indican una regulacion diferente durante el desarrollo y que, ademas, es desigual en la parte
aérea y en la raiz en el mismo estadio del desarrollo. Sin embargo, para obtener evidencias mas
contundentes, se necesitarian hacer réplicas de los experimentos. Particularmente, los datos
obtenidos a partir de estos experimentos sobre el papel regulador de AGL19 sobre otros genes

necesitarian corroborarse con una linea mutante retrocruzada.

La regulacion sobre AGL19 durante el desarrollo de A. thaliana

* Los experimentos sobre la expresion de los genes MADS box tipo II en fondos mutantes de los
mismos genes también sugieren que AGL19 es blanco de regulacion de XALZ2 en raices de 7
dps, lo cual se ha observado en experimentos independientes en nuestro laboratorio. Sin
embargo, como se menciona arriba, esas evidencias preliminares necesitarian corroborarse con

réplicas adicionales.

* La expresion de AGL19 conducida por el promotor minimo (175 pb) y el primer intrén no
coincide con la expresion observada en experimentos de hibridacion in situ. Esto sugiere que la
region promotora completa (~2670 pb) debe ser necesaria para promover la expresion de
AGL19 como se observa en la hibridacién in situ. Para corroborar esto, se puede observar la
expresion de AGL19 en las lineas reporteras con diferentes fragmentos de las regiones

reguladoras.

* AGLI19 parece estar regulado negativamente por proteinas PcG tanto en la raiz como en la parte
aérea, seglin los experimentos de expresion en fondos mutantes. Sin embargo, esos mismos
experimentos sugieren que los complejos PcG no son los tnicos responsables de la represion de

AGL19 en la parte aérea.

* La via de regulacion de AGL19 por proteinas PcG y la via de regulacion por auxinas parecen

estar ligadas; especificamente, los experimentos realizados sugieren que las auxinas necesitan la
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presencia de CLF o LHP1 para inducir la expresion de AGL19.

Concusiones adicionales

* El anticuerpo anti-XAL2/AGL19 no resulta ttil para las técnicas de analisis proteico que hemos

planteado en el laboratorio.
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APENDICE 1 - OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS

Oligo Secuencia 5’-3’

RT-PCR
AGL12-RT-F TGG TCGTGG TTC TTC TTC TGC TAC
AGL12-RT-R TGT CTC CAT GAC TGC GAA GTTAGC
AGL14 F458 GTA GAAAGATAT CAAAAG CGAA
AGL14 R458 GGA GGAAACTITTTGAAGTGT
OEAB 155 AAG ATG GAG GAG CAAGAAC
OEAB 168 CTTAGC TGC AGC CTAACCTG
AGL19 F430 GAGACGAAACAT CTG GATTG

AGL19 Rev North ACG TTG ATT GTG ATG ATG C
AGL16 F 4002 CAT AGA GAG ATA CAG CGATGC
AGL16 R 4003 CAT GAT CAT GCT GCG GIT GGC

SOC 1 F Mitzi GGA GCT GGC GAATTC ATAAAG

SOC 1 R Mitzi AAG CAG AGA GAG AAGAGA CGAGTG
OEAB 164 GAT CGA GCAACAACAACTAITG
OEAB 167 TTATTCGTTTGCTCTTGGTGGAG

LHP1_JSF_gF GCATCTGTATCAGACAATGTCCA
LHP1_JSF_gqR TTCAATCAGGAGATGAGGATTGT

CLF QRTF AACCAAGTGAGGAGAAGGTCAA
CLF QRTR CTCTTTGGGCAACCGCAGTA
Construcciones
AGL19F1A GGC GCG CC GTT CAC GAC GAT GAG AAT CGC
AGL19R4XM CTC GAG CCACCGCCCGTTITGCCCCTCACCAACC

AGL19TOPO-D CAC CTAAAGAAGAAG GTTCACGA
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APENDICE 2 - SECUENCIA DE AGL19
AT4G22950.1 (Recuperada de TAIR, 15 de enero de 2013)

regién intergénica
intrén
exon
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taaagaagaaggttcacgacgatgagaatcgcttgttgagatctaaccgtctgcgaaatcggagaagacacactttgctgaa
atttctcaagaagtgtgtcaaggaagcaagaaaagtgagcatgggactggcttttataagcagcattgagtgacgagaaaca
aaattgattttgacgaaaccgtaattagtatggttttagtaaaccgggtttgttatgacggtcaaagctggtcccgtattgg
tggctctattcaagcgtgtaaataaaattcaacatttgacccttatgttacgcctacccttatgtaggcgaatctttcaact
gttagtgaataaaaactctaatcatggattttagagaccaatcaaatatttatcagcggagctcatgtaccataatattata
atagaataaaacttttatgacatatataaacggtaatagtaaattagttaaaacgttatgctaaagatcatataacatcgaa
aaagcagtatagcaagatcgtttgaagttttatctataagaaaagatcgatggaattattttaagattttagttcagatgtt
tcacgcagaatttatttgtattgggtagtgacttcacaaatagcataaaggaaccagcttacgtaagagaatattttggttt
gaattttcaaattacatataggtagaaatattcaaatatatgaagacgaccattgatagattttggatattagataattgga
tgtaaataactactccttttaggctaacctacacttgctttttcgtcaactatgggaagatgttatagtatatcattacatt
gattctcacgtaggtttttttttctatatttttgtagggaaatgcaaattaacaaagcattttagtacgttcatttagtgaa
agggatgtggtcctctcctagcgtgcgacacctgttccaagatatgtaagaataaacaaatgttattgtaacgtattattgt
gaaaagcatccaatagtggataaccacttgcttatgccaaagattataagatatttaaatcgaggaaacgaataaagtaaaa
aagctagaaggtggtggttataaattacaagaaacgtatcaaacaagaggcgaagatgacatatattgacatgtgaaattga
aaacatatacaagtacgtgttactgttttatttgtgcgaaggtcgttgttataataaatttttattgtacggacgggttatt
tatcacacgattaaagttctcttcttttatttatcgcataaagttctgcttcttctgtggaaaatataaaacgagttttgtt
tcaacttcttctctaaatcaagagactattataagaagtaaaacagcaattgttaatattgtatctcctgatcagatatata
tagacttaaatatgcacataagtgactgaaataaatttgtatccatttttgtgtcgaagtcttttaatttcttaaaatagat
aacaagatcggatggtgcacgtttgaagagaagcgaagatcggacggtgtgtcctaactacttattttgtccgatatgagct
ggcaacggacaaggatgcttgatgtcctcaggtggcactagtgaaacccactttgacggacaccggatctgtaggttgtcgg
ttaatatggacacgtgccaagatctcccccattacctacataatatatatctccttcacttaattatgtttaagatgtaagt
ttgcatttactccaacaatataaattaattaacccatacctagactagatataccaaaaatatcatgtaaaattaagaaaaa
tatgatacgaatatatatatatatatatatattttttcttacgattgtacaaagttagataaattatgggtttattggttat
aggcttttagagtaacatataatattttaaaaaaaaactgattatgcaattaaattcgaaaacgaaataatatatagcatga
ttcttttccttgtcacacttcattatagattattcttcccccgtcaacaattattgcacttacatattttattactattata
gattggccttgaatttgcattagaatttttaccaaaagaagaaagaaattacgtaatgcaatttctaaaaataaaagtgatg
tactactaggcaggtctaggtttatatagactatccgtagccataagagaaaatggcaaatttaatatataatgcaaaaaag
aataaggctatgatgtcaaattatcaatcaaaaacacttagtttttttctttctttctttctctccccteccttcatcataaa
tctagggctttccaagaatctctatcacaccctcttcccaaaatctcgectatttttcctctctccactcacttatagaaga
tagattatacacatagagagacacatcaatccaaagctcatacttacaaatagggtaaatctcgaattccatcttctgtttg
tggttgatccatattctatttacagagaaaaataaattcaaatccatatcttcttttatgttcttggtcacttttgtagttg
gagtatgtctcttcttttatgttcttgatctgaaccattatccatatatatagttctaatttctggttactattcgttttat
ttggttgaataaatacttgtctcttgtgtgattttacacagaatatttatataaagaataaactagaagtaaaggATGGTGA
GGGGCAAAACGGAGATGAAGAGGATAGAGAACGCAACAAGCAGGCAAGTGACGTTTTCGAAGAGAAGAAATGGACTCTTGAA
GAAAGCCTTCGAATTATCGGTCCTTTGTGATGCTGAAGTTGCTTTGGTTATCTTCTCTCCAAGATCCAAACTCTATGAGTTC
TCTAGCTCTAGgtatgtcccttttttgtttatttacttgtgaaaaaacgatttgcactgatcaatttttggatccgattcga
ctagaggggctaatcgggtccaattttcaccgtaataagtagattcattggattttttggttatatgattatcaagatctga
taagagagttatataatggtgattttgttttcatataaaagtagatcggagtaagaaattagactacttttataggactgac
actaatgatactttttgtagttgtagtcatcagatttttatggcactacaacctatgaaacgtgtgtgtatatcaagtatat
gtatacttgttatgagccatccatttttcgctgtagatgagttgatctttctgactttctctatttactgagatattttgaa
atgcaaacaacttttattttgagatacttgatgtttatccgtttgtaagaaagatgagtttgacaccagtgctactgctagg
ctatgtgtatgtaacaatatctatgacttaattttgagtatataaagtgtccttatattgttcaaattaggactgtacatac
tatcaacatgtttataaatttagaaaatagtcattttcaggattaacaataaatttccttatttggatatatatgtccacat
gtatctcgccctgctgtaatacaaatgcatatacagtgtgtgtgtcagtagaaatatatcatatatgatgatgacagatata
tctacataatgctagggatgagacgaagcattgtagtaaataatgctagttttgatcatggtttgcattatacatatcaata
aatatatttgcacatgtttaaatcagacatgatgagttcatgatataacacattctcattcatgcgagtttacaaaattaca
gatgcttcttttgtatatgtgtatgtggatgtatatatatgggaaactttatatgtatgcatgaatatgtaaaatttagcaa
caaattaagaggtactattttgcttaattttaacacacaccgtgatttaattgagcattaactgtagagaagtcatcgcatg
tgtgtagatcagaattattttaattctttctacgttttctcttattttattctttgggatataatttatgctgaataaatat
agatttgattataaaggattaagcacttaacaattaactatgaaatgtcttttgagcaaactcaagagaggttaatcacaat
taactaggtattcttaaccacataatccttgttgttatcgcactgcttaatgatactctaaaggtttagcttattaatttca
atatttcgatttgagcgtgtccatgtgcatctatatatacttgtctctttatatgtatattggcgtagccatgtaaaatatt
gatgcatgatttgaatcataaatcttaaatacaatatatttgatattttctgcattttgaagtaaagaggaacactcttttg
ttttcatataacctattattttgtttagaaaataaacatgtatatattatatatggtcctcgaaacatgagatcatatccta
acttttgggaacaatgcaactaagccatatctgcatgattctctgtgattctcttcgttcacagttcagtttcaatatttaa
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cggtcataaatcatgatgatatatattctaaatgtcaataaataaatggaatttatttatttagtcacataagtatatactt
ttcacacatatatgcatatatagcttcaattggttttgactccacattttcgtttcttttattttcatttgattcatttcag
TATAGCAGCAACAATTGAACGCTATCAGAGACGAATAAAAGAAATTGGGAATAATCATAAGAGAAATGATAATTCTCAGgta
aattctcattcatatttcgggttttacatattgtaaacgtacgatattttttataaatattttttttgtgtgttccaaatat
ttaaccgactatactacttttacttgacagCAAGCGAGAGACGAAACATCTGGATTGACAAAAAAGATTGAACAGCTAGAGA
TATCTAAACGgttttgaaactcaaaatttcttatgagaaacgtttatataaaattataaacgaactataagatactttgatt
gttgaataattgcagAAAATTGCTTGGAGAAGGCATTGATGCATGTTCCATCGAGGAGCTGCAACAGTTAGAGAATCAGTTG
GACCGAAGCTTGAGCAGGATAAGAGCCAAGAAGgtattatttatactcatttccagtgataatggaaattaggattaagata
ctataatcgtttttccgcaattttagaatattaagatttgatgagaaaattttatgtttacttaatatgatggaagttatta
tacatgtgtttggctctttgcgtttacaaaaataattttaccatactaatctagtgatctacacaagtaattaaaagatata
gttaaaacctagattcaattcatttagcaaaaaaaaattcatcatttttagttattattatatatgcaataccgttaacaat
tgaatggtttgcatggtctcgctaatcatgcatgcatgcgttctttatttaatgtctatgtgaaattgtgaatggtttgcat
ggcctcactaatcatatcatcagcctcattgaggccatgcaacattgagtaattttattgatgattcctcaatataacattg
aaacaatgagtatcaacaacgcacttagtgttaggatacttagttgaaagattccttggaatatacatgcaaatgtcttcat
aatctattaataatgtggaaatttgcttatagattgttcgtatattcaattattttcagTACCAATTACTCCGTGAAGAAAT
TGAGAAGTTGAAGGCAGAGgtaaaacacaattcatacttaaacttttttttgctttctctaaatgtaattacatatatatag
agtcatcctgtatctcgttattaatacttcatataactgttccttgtcaaaatcttactagGAGAGGAATCTCGTTAAGGAA
AATAAAGATCTGAAGGAGAAGgtacagttttagcatcttataaaaggtattatttttatgatatgttaatatgttgctgagt
agaagagttttttcggtgaaattgtgaaaataaaagTGGCTTGGAATGGGAACAGCAACAATAGCATCATCACAATCAACGT
TATCATCATCAGAAGTGAACATAGATGACAATATGGAAGTGGAGACTGGTTTGTTCATTGGACCTCCTGAGACAAGACAATC
CAAAAAATTCCCTCCTCAAAATTAAtcttacaacttcttcaaaaagaatgttttaa
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APENDICE 3 - METODOS

MATERIAL BIOLOGICO
Condiciones estandar de crecimiento

Antes de sembrar las semillas, se estratificaron por 3 dias en agua estéril a 4°C. El medio de
crecimiento fue Murashige-Skoog (MS) 0.2X al 1% de agar y 1% de sacarosa. Se dejaron germinar en
una camara de crecimiento en cajas de Petri en posicion vertical programada en un fotoperiodo de dia
largo (DL; 16 h luz por 8 h oscuridad) a 22°C y con una radiacion de 110 pE m? s™. A los dos dias se
marcaron las semillas que no germinaron para descartarlas del ensayo.

DNA Y RNA
Extraccion de RNA con TRIzol (Invitrogen)

Se mantienen las muestras en nitrogeno liquido. Se muelen en el tubo sin dejar que el tejido se
descongele. Se pueden usar pistilos azules, o perlas estériles y la trituradora (3 pulsos de 2 segundos).
Se agregan 600 pl de TRIzol. Cuidar que el tejido quede embebido en TRIzol antes de que se
descongele por completo. Se centrifugan los tubos a 13 krpm por 15 minutos a 4°C. Se toma el
sobrenadante, cuidando de no tomar el precipitado. Se afiaden 0.2 ml de cloroformo por cada ml de
TRIzol; se agita en el vortex hasta que la solucion se haga blancuzca. Centrifugar a 13 krpm por 10
minutos a 4°C. Se toma la fase acuosa (la superior) e ir pasando con pipeta cuidadosamente a un tubo
nuevo en hielo. Se agrega el mismo volumen de isopropanol que lo obtenido en la fase acuosa y se
agita por inversion. Se incuba de 15 a 20 minutos a -20°C, o bien 10 minutos a temperatura ambiente.
Se centrifugan las muestras a 12 krpm por 10 minutos a 4°C y se elimina el sobrenadante. Se lava la
pastilla con 1 ml de etanol a 70% agitando el tubo en el vortex. Se centrifuga 5 minutos a 13 krpm a
4°Cy se desecha el sobrenadante. Se da un espin en centrifuga para bajar los remanentes de liquido y
recolectarlos con pipeta procurando no llevarse nada de la pastilla. Se resuspende la pastilla en 20 pl de
agua grado molecular, pipeteando vigorosamente para que la pastilla se resuspenda bien. Se incuba a
65°C por 5 minutos. Se da un espin en centrifuga y revisar que no hayan detritos en el fondo. Se pasa a
un tubo nuevo el sobrenadante. Se almacena a -70°C.

Sintesis de cDNA a partir del RNA extraido

Luego de estos pasos, se prueba la integridad del RNA corriendo un gel de agarosa al 1% y se calibran
los niveles de carga usando lecturas de Nanodrop e intensidades relativas de las bandas en el gel
(medidas con el software KodakMI). Se sintetiza el cDNA a partir de los RNA usando la enzima
SuperScript II siguiendo las indicaciones del fabricante. El volumen del cDNA resultante se quintuplicd
con agua de grado molecular.
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Protocolo para adicion de overhangs de adenina (tailing)

Se dejan incubar las muestras en una mezcla de 10 ul con DNA 2-7ul, Buffer PCR 1ul, MgCl 0.3ul,
dATPs [2.5mM] 0.8ul, 1 ul Taq Polimerasa.

Protocolo de miniprep casera

Se dejan creciendo los cultivos de bacterias toda la noche y, al dia siguiente, se separan en tubos
Eppendorf de 1.5ml. Se aumenta la densidad de los cultivos centrifugando a 13 krpm por 5 minutos,
descartando el sobrenadante y repitiendo el paso hasta usar todo el cultivo y tener una pastilla muy
concentrada. Se agregan 200ul de agua estéril y se disuelve la pastilla. Se afiaden 200ul de NaOH 1M y
SDS 10% y se mezclan las fases. Se afiaden 150ul de acetato de K 3M y acido acético glacial 11.5 % y
se agita suavemente. Opcionalmente, se centrifuga la muestra a 14 krpm por 5 minutos y se pasa el
sobrenadante a un tubo limpio. Se agregan 500 ul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1y se
agita en vortex. Se centrifuga a 14 krpm por 5 minutos y se pasa la fase superior a un tubo nuevo. Se
afiaden 1000 ul de etanol 100% y se mezcla suavemente. Se centrifuga a 14 krpm por 5 minutos y se
descarta el sobrenadante. Se afiaden 500 ul de etanol 70% frio y se agita en vértex para lavar la pastilla.
Se centrifuga a 14 krpm por 5 minutos. Se deja secar el etanol y la pastilla se disuelve en agua estéril,
preferentemente en voltimenes pequefios (50 ul).

PCR para colonias bacterianas

Se seleccionan las colonias a probar. Se siembra una porcion de la colonia en una placa con el medio y
el antibiotico correspondiente y se coloca lo que resta en un tubo eppendorf con 50 ul de buffer de lisis
(1% Triton X-100, 20mM Tris*Cl ph 8.0, 2mM EDTA pH 8.0). Se calienta a 95°C por 10 minutos. Se

centrifuga la solucion a 14 krpm por 10 minutos y se toman 4ul de sobrenadante para la PCR. Se corre
la PCR con los oligos y condiciones necesarias segun el producto buscado.

Extraccion de DNA gendémico (version larga)

Se muele el material biolégico (tejido de plantas en este caso) y se agregan 700ul de buffer de
extraccion. Se incuba la muestra a temperatura ambiente por 10 minutos agitando cada 3 minutos en el
vortex. Se agregan 700ul de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y se agita en el vortex. Se incuba
por 19 minutos y se centrifuga a 14 krpm por 10 minutos. Se lava la pastilla con etanol 70%. Se
centrifuga a 14 krpm por 5 minutos. La pastilla se deja secar y se resuspende en 40ul de agua grado
molecular. Se puede agregar 1 ul de RNasa A 10ug/ul.

Buffer de extraccion: Tris-Hcl 1M pH 7.5, NaCl 5M, EDTA 0.5 M pH 8, SDS 10%.

ANALISIS DE MATERIAL BIOLOGICO

Reactivo de Hersch

92



15 ml de acido lactico, 15 ml de fenol, 15 ml de aceite de clavo, 7.5 ml de xileno y 1.5 g de hidrato de
cloral.

Solucion X-Gluc

Amortiguador de fosfato de sodio pH 7.0 100mM, EDTA 10mM, ferricianuro de potasio 0.5 mM,
ferrocianuro de potasio, tritén X-100 0.5 mM, X-Gluc em DMSO 0.5 mg/ml.

Tincion con X-Gluc

Se colocan los tejidos o raices en la solucion de X-Gluc y se incuban a 37°C por una noche o se pueden
revisar cada media hora en el caso de raices. Se lavan los tejidos con etanol al 70% cuatro veces. Si se
trata de tejidos verdes, se elimina la clorofila con acetona: metanol 1:3 las veces que sea necesario
haciendo cambios de mezcla. Al aparecer el color azul, se lava con buffer Z (Na,HPO, 12H,O 60mM,
NaH,PO, 40 mM, KCI 10mM MgSO, 7H,O 1 mM).

Aclaracion de raices de Arabidopsis thaliana

Las plantas se incuban en una solucién de aclaracion (glicerol 30%, DMSO 2%) al menos 1 dia y se
montan en la solucion de aclaracion y montaje de Nal (Nal 4.2M, Na25203 8mM, glicerol 65% y
DMSO 2%)

TRANSFORMACION
Transformacion de plantas de Arabidopsis thaliana con Agrobacterium tumefaciens

Se crecen plantas de A. thaliana hasta que florezcan. Se pueden cortar el primer escapo si se quieren
mas flores. Se prefieren plantas con mayoria de botones inmaduros. Se cultivan 1000 ml de la cepa
deseada de Agrobacterium una noche. Se centrifuga el cultivo por 10 minutos a 4 krpm y se resuspende
a ODg=0.8 en sacarosa 5% hasta el volumen requerido para sumergir la planta en la camara de vacio.
Se vierte la solucion en la camara de vacio y se agrega Silwet L.-77 a una concentracion de 0.05%. Se
sumergen los botones y las ramas en el cultivo y se enciende la cdmara de vacio por 5 minutos. Se
enjuagan las partes sumergidas y las plantas se colocan bajo un domo (puede ser de manera horizontal)
por un dia. Se dejan crecer hasta que produzcan semillas. Se seleccionan las semillas transformantes
sembrandolas en placas con el antibiotico correspondiente.

Infiltracién con Agrobacterium tumefaciens para expresion transitoria en tabaco

Se hace un cultivo de la cepa p19, supresora de la silenciacion. Se crece la cepa de interés a la par de la
p19 toda la noche en 5 ml de medio LB con los antibidticos correspondientes. Se centrifuga todo el
volumen del cultivo a 4 krpm por 5 minutos. Se resuspenden las cepas por separado en 2 ml de una
solucion 100 mM de MgCl2 (opcionalmente, con acetoseringona 150ug/ml). Se mide la densidad
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optica de las células en suspension a OD600. Se hace una mezcla p19:cepa de interés a 10:1. Con una
jeringa, se infiltra la cara abaxial de una hoja de una planta de Nicotiana benthamiana, de 3-5 semanas
de edad, hasta que el liquido ocupe todo el drgano.

PROTEINAS
Extraccion de proteinas

Se homogenizan las muestras con nitrégeno liquido y se pasa el tejido a un tubo con 1-2 ml de buffer
de extraccion, segun la cantidad de tejido. Se sénica la muestra 3 veces por 10 segundos en el nivel 12.
Se incuba a 4°C en agitacién. Se centrifuga a 13 krpm por 10-15 minutos a 4°C. Se cuantifican las
proteinas (Bradford) y se almacenan alicuotas a -80°C.

Buffer de extraccién: Tris-HCI pH 7.5 25mM, MgCl, 15 mM, EDTA 5mM, Tritén X-100 0.4%, DTT
1mM, NaCl 0.5M, PMSF 1mM.

Geles de acrilamida

Gel separador: Acrilamida 40%, Tris ph 8.8 1.5 M, SDS 10%, APS 10%, TEMED 0.005%.
Gel concentrador: Acrilamida 40%, Tris pH 6.8 1M, SDS 10%, APS 10%, TEMED 0.05%.
Protocolo de Dot-blot

Se pre-humedece la membrana y se coloca en la camara de vacio. Se colocan las muestras de proteina a
la concentracion deseada, lo suficiente para generar una gota de liquido, y se enciende la maquina de
vacio.

Protocolo de Western-Blot

Luego de obtener un gel con el corrimiento de las proteinas deseadas, se prehumedece la membrana 10
minutos en agua. Con una relacién 10v/250mA, se hace la transferencia por 2 horas y media. Se tifie la
membrana con rojo de Ponceau. Se bloquea la membrana durante una hora con leche al 3% en PBS
0.05%. Se agrega el primer anticuerpo con el titulo requerido. Se incuba a 4°C toda la noche. Se hacen
3 lavados de 10 minutos o de 4-5 minutos con PBST 0.05% (NaCl 5M, Tris ph8 2M, Tween). Se agrega
el segundo anticuerpo segun el titulo deseado y se incuba por una hora. Se hacen 3 lavados por 10
minutos con PBST 0.05%.
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