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RESUMEN

Las cinasas ATR y ATM se encargan de la activacion de las vias de la respuesta al dano
al DNA (DDR) y se encuentran conservadas entre eucariotas. ATR inicia la cascada de
senalizacion en respuesta al estallido y colapso de las horquillas de replicacion, mientras
que ATM esta involucrada en la deteccién de rupturas de la doble cadena (DSBs). Rio
debajo de ambas cinasas, se activa el factor de transcripcion SOG1 el cual regula la
respuesta transcripcional, teniendo una funcién homologa al factor de transcripcion p53
de mamiferos, tomando en cuenta que ambas no poseen secuencias conservadas. A
pesar de los avances para comprender la DDR en plantas, se desconoce como ocurre el
mantenimiento de la integridad del DNA en los organelos y la sefalizacion retrograda
entre organelos-nucleo para responder a las lesiones en el DNA de cloroplasto y
mitocondria. Por lo tanto, en este trabajo se aislaron las regiones codificantes de los
genes de SOG1, ATR y ATM de Arabidopsis thaliana, con el propdsito de generar
construcciones de fusiones traduccionales con la proteina GFP. Se logré obtener la
construccion promSOG1::SOG1-GFP y se transformaron protoplastos provenientes de
hojas de roseta de Arabidopsis, este analisis revel6 que el factor de transcripciéon SOG1

tiene localizacién en cloroplasto y mitocondria, ademas de su localizacién nuclear.

Adicionalmente se lograron aislar las regiones codificantes completas de los 2 genes que
codifican para las cinasas ATM y ATR, al ser fragmentos de DNA mayores a 8 Kb estos
se aislaron en 2 fragmentos que seran fusionados para obtener la regidon codificante
completa. La secuenciacion mediante la tecnologia de Oxford Nanopore reveld la
presencia de splicing alternativo que genera codones de paro anticipado en ATM. Con los
fragmentos codificantes aislados sera posible obtener las fusiones traduccionales ATR-
GFP y ATM-GFP para evaluar si estas cinasas de plantas se localizan en mitocondria y/o
cloroplastos, como ocurre con sus contrapartes en mamiferos donde tienen localizacion
mitocondrial y regulan multiples mecanismos en este organelo. Por lo tanto, los
resultados y herramientas moleculares obtenidos en este trabajo, permitiran evaluar
nuevas funciones de estos reguladores maestros de la DDR en mantener la integridad
del DNA en cloroplasto y mitocondria.



1. INTRODUCCION

1.1. Daifo al DNA.

El 4&cido desoxirribonucleico (DNA) es la unidad basica de la herencia que contiene toda
la informacidn genética necesaria para “construir’ y mantener las funciones vitales que
un organismo requiere. Su composicidny estructura quimica hacen que el DNAsea una
molécula muy reactiva y altamente susceptible a modificaciones quimicas derivadas de
la accion de agentes enddgenos y exdégenos. Si bien en la naturaleza, los eventos de
mutagénesis pueden contribuir a la evolucidonde los organismos, su incremento junto con
alteraciones sobre el DNApuede desencadenarinestabilidad gendmica, en especifico en
mamiferos la acumulacién de dafio y modificaciones sobre el DNA puede desencadenar
la aparicién de cancer o surgimiento de enfermedades hereditarias (Chatterjee & Walker,

2017).

Los agentes que danan el DNA se pueden clasificar segun su origen en enddégeno y
exogeno. La mayor fuente endogena que induce dafio sobre el DNA son las especies
reactivas de oxigeno (ROS), las cuales comunmente se forman por el metabolismo per
se dé la células. Por otro lado, las fuentes exdégenas que dafian al DNA pueden ser
agentes quimicos y fisicos que pueden estar presentes en el medio ambiente, algunos
ejemplos son las radiaciones ionizantes (como los rayos X), sustancias quimicas
mutagénicas (como los hidrocarburos aromaticos policiclicos, HAP, que surgen como un
subproducto del humo de tabaco) y la luz ultravioleta (UV) proveniente de la luz solar
(Chatterjee & Walker, 2017). EI DNA también sufre procesos naturales que lo
descomponen tales como la alquilacion, oxidacion y desaminacion, que si no se reparan
pueden desencadenar mutaciones y también contribuir a la inestabilidad gendmica
(Carusillo & Mussolino, 2020).

Un dafio comun sobre el DNA es la ruptura de la cadena sencilla (SSB), el cual puede
generarse por multiples eventos, por ejemplo: por el paro de las horquillas de replicacion,
por la aparicion de aductos en el DNA, por formacion de entrecruzamiento intracadenas
entre guaninas adyacentes y por la oxidacién o alquilacién de bases. Lesiones mas
dafinas sobre el DNAson las rupturas de doble cadena (DSBs) (Carusillo & Mussolino,

2020), este tipo de dano puede provocar la pérdida del material genético por



fragmentacion cromosomica y como consecuencia desencadenar la muerte celular, este
tipo de dafno puede ser generado por radiacion ionizante o subproductos metabdlicos

como ROS, pero también surgen durante la replicacion o reparacion del DNA (Manova &
Gruszka, 2015).

Cuando ocurre una lesiéon sobre el DNA, esta debe ser reparada antes de continuar con
la replicacion del material genético y la division celular para asi evitar la herencia de
mutaciones en las préximas generaciones y/o acumulaciones de alteraciones en el DNA
sobre la misma célula. Si el dafio al DNA es muy severo y no logra ser reparado
adecuadamente la célula puede activar mecanismos de activacion de muerte celular
programada (Hu et al., 2016; Pedroza-Garcia et al., 2022).

Existen numerosos mecanismos de reparacion del DNA que pueden entrar en funcién,
pero esto dependera del tipo de dafo causado (Figura 1). Los DSBs pueden ser
reparados por recombinacién homéloga (HR) o por la union de extremos no homdlogos
(NHEJ); mientras que SSB, sitios AP y algunas bases alquiladas pueden ser reparadas
por escision de bases (BER); cambios causados por la radiacién UV puede corregirse
mediante la reparacidn por escision de nucledtidos (NER) y los errores de apareamiento
de bases ocasionados por las DNA polimerasas pueden corregirse mediante el
mecanismo de reparacion de errores de apareamiento de bases también conocido como
‘mismatch repair’” (MMR). Todos estos mecanismos se encuentran altamente
conservados en la mayoria de las eucariotas (Spampinato, 2017).
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Figura 1. Tipos de dafio al DNA. Descripcion general de los agentes que dafian el DNA més
comunes y las lesiones que le provocan. Se resumen las causas mas importantes de dafio al
DNA (arriba) y las lesiones que inducen (abajo) (Tomada y adaptada de BioRender.com)

1.2. Respuesta de daiio al DNA en mamiferos y levadura.

Como se ha mencionado la integridad del genoma de todos los organismos es
continuamente retada por multiples factores endégenos y exdégenos que dafan el DNA
tanto en el nucleo como en la mitocondria. Por esta razén las células de organismos
eucariotas han desarrollado sofisticados sistemas de reparacién y tolerancia al dafio al
DNA, puntos de control de ciclo celular (“checkpoints”) y vias de apoptosis; que en su
conjunto participan en mantener la integridad gendmica y la sobrevivencia de las células
(Carusillo & Mussolino, 2020). Todos estos mecanismos son activados en paralelo a
través de redes celulares altamente coordinadas que colectivamente son denominadas
Respuesta al Dafio del DNA (DNA Damage Response, DDR).



1.2.1. Senalizacién de la respuesta al dafo al DNA en nucleo

En eucariotas, los mecanismos para detectar el dafio en el DNA estan conservados e
involucran a dos proteinas cinasas que tienen una funcién clave en el inicio de las
cascadas de senalizacion las cuales son ATM (Ataxia Telangiectasia Mutada) y ATR
(Relativo a ATM y Rad-3) que son dos proteinas cinasas que pertenecen al grupo de las
fosfatidilinositol 3-cinasas. Ambas cinasas desempefian un papel distinto pero
complementario ya que mientras ATM reconoce los DBS, mientras ATR reconoce tanto
SSB como el estallido y colapso de la horquilla de replicacién, es decir es activada en
respuesta a estrés replicativo. ATR y ATM son activadas por diferentes sensores de dafio

al DNA para desencadenar eventos rio abajo (Maréchal & Zou, 2013)

En mamiferos y levaduras, ATM es activado por el complejo MRN (MRE11-RADS50-NBS1)
el cual sensa o percibe DSBS. ATM es dirigido al lugar de la DBS por el C-terminal de
NBS1 (Amiard et al., 2010). Para su activacion ATM se autofosforila en las serinas 367,
1893, 1981 y 2996, una vez activada ATM fosforila cientos de proteinas diana que
participan en multiples mecanismos para mantener la integridad gendémica, entre sus
principales blancos se encuentra la cinasa transductora CHK2 y el factor de transcripcion
p53 (Paull, 2015)

ATR es activada cuando la proteina de replicacion A (RPA) se une al DNA monocatenario
(ssDNA); protegiéndolo de la degradacion y permitiendo el reclutamiento de ATR a través
de la proteina que interactua con ATR (ATRIP) (figura 2). A la par, otro grupo de proteinas
es requerido por RPA para detectar el SSB el cual comprende a la DNA polimerasa q,
RFC (Factor C de replicacion RAD-17)y el complejo 9-1-1 (RAD9, RAD1y HUS1); todo
este complejo esta involucrado en la activacion de ATR (Culligan et al., 2004). De
cualquier manera, que sea activada ATR, esta a su vez fosforila cientos de proteinas
blanco las cuales muchas de estas son blancos compartidos con la cinasa ATM, sin
embargo, a diferencia de ATM, la cinasa ATR activa a la cinasa transductora CHK1 en
lugar de CHK2 (Thada & Cortez, 2019). Una vez activada la cinasa CHK1 fosforila y activa
la actividad de la cinasa WEE1, la cual inactiva las cinasas dependientes de ciclinas
(CDKs), en especifico la CDK1 y CDK2. La inactivaciéon de tales CDKs resulta en la

activacion de puntos de control del ciclo celular (“checkpoints”), deteniendo en especifico



la progresion de la fase S y la entrada a la mitosis (Figura 2). En el caso de la cascada
de senalizacion activada por ATM se detiene la progresion del ciclo celular en la interfase
G1/S, CHK2 fosforila al factor de transcripcion p53 lo cual resulta en su estabilizaciony
activacion, resultando en el aumento de la transcripcion del gen de la cinasa p21, la cual
inhibe complejos CDKs/ciclinas (Figura 2) (Smith et al., 2020).

La proteina MDM2 se une a p53 sin fosforilar contribuyendo a la inhibicion de su
activacion, sin embargo en presencia de dano sobre el DNA, p53 es fosforilado por varias
cinasas, incluidas ATR y CHK1, asi como ATM y CHK2, lo que contribuye a la activacion
del factor de transcripcion p53, el cual controla la activacion de la transcripcion de cientos
de genes implicados en mecanismos de reparacion al DNA, el arresto transitorio de la
progresion del ciclo celular, y si el dafio es muy severo, la muerte celular con el fin de
evitar la transmisién de informacion genética erronea a la progenie (Nisa et al., 2019)
(Figura 2). Por lo tanto, la respuesta a dafio a DNA es controlada basicamente por
fosforilaciones llevadas a cabo principalmente por las cinasas ATR y ATM, asi como por
la activacién transcripcional desencadenada por p53, por lo que a estas tres proteinas se
les conoce como reguladores maestros de la respuesta al dafio al DNA. Los defectos en
este sistema de vigilancia contribuyen a diversos trastornos en los mamiferos, incluido el
cancer y los defectos del desarrollo, destacando la importancia crucial de una DDR

eficiente para la viabilidad tanto de la célula como del organismo (Pedroza-Garcia et al.,
2022).
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Figura2. Respuesta de dafio al DNA (DDR) en mamiferos y levaduras. Esquema simplificado
de puntos de control del ciclo celular de mamiferos activados en respuesta al estrés del DNA.
(Tomada y adaptada de Hu et al., 2016)



1.2.2. Mantenimiento de la integridad genémica en la mitocondria.

Ademas de sus funciones de ATM y p53 en la DDR nuclear, en mamiferos, también se
ha reportado evidencia acerca de sus funciones fuera del nucleo, especialmente en el
mantenimiento de laintegridad del DNA de las mitocondrias (Eaton et al., 2007; Shimura
et al., 2017; Wong et al., 2009). Se ha demostrado que ATM controla la respuesta de la
mitocondria en presencia de dano en el DNA nuclear (Shimura et al., 2017), ademas que
contribuye a mantener el numero de copias de DNA mitocondrial en fibroblastos bajo
condiciones normales de crecimiento (Eaton et al., 2007). Para detectar el dafio sobre el
DNA mitocondrial ocurre la relocalizacion de proteinas relacionadas a la reparacion
dentro de la mitocondria, interesantemente tanto ATM como p53 han sido localizados
dentro de las mitocondrias (Wong et al., 2009). Estudios recientes han sugerido que p53
contribuye a mantener la integridad del DNA en mitocondria a través de la activacion de

diferentes mecanismos:

1) Mecanismos dependientes de la regulacion transcripcional por p53 de genes que
codifican proteinas citosolicas y mitocondriales implicadas en el metabolismo
mitocondrial y la respiracion, asi como de genes de proteinas con actividad antioxidante.

Que regulan de manera directa la homeostasis redox de la célula (Mahapatra & Roy,
2020).

2) Regulacion a través de mecanismos independientes de la transcripciéon y que
ocurren fuera del nucleo. Inicialmente se mostré que en respuesta a estrés una fraccion
de proteina p53 se localiz6 en la mitocondria para mediar la apoptosis, demostrando que
p53 participa en la induccidén de la permeabilizacion de la membrana externa de la
mitocondria (MOMP) mediante su interaccion fisica con proteinas con actividad
antiapoptotica como Bcl2, BelxL y Mcl-1. Ademas, el mayor resultado fisioldgico de
MOMP mediada por p53 es la liberacién del citocromo C, lo cual deja la activacion de
caspasas, lo cual puede desencadenar la mitofagia, cuyo propdsito es la eliminacién de
mitocondrias dafadas para evitar la acumulacion de ROS (Figura 3) (Chipuketal., 2004;
Comel et al., 2014; Taylor et al., 2008). En respuesta a estrés oxidativo p53 se acumula
en la matriz mitocondrial y se une directamente a ciclofilinaD (cyD), regulador clave del

poro de transicién de la permeabilidad mitocondrial, cuya apertura induce necrosis.



Acorde con estos hallazgos, también se ha demostrado que p53 puede cambiar el estado
de oligdbmero de la proteina de membrana interna conocida como VDAC, lo cual también

desencadena la liberacion del citocromo C (Nakagawa et al., 2005; Tu et al., 2009).

Un importante mecanismo con el que p53 contribuye a mantener directamente el genoma
mitocondrial es a través de su translocacion a la matriz mitocondrial para interactuar
directamente con el DNA mitocondrial con proteinas involucradas en los mecanismos de
reparacion del DNA de este organelo (Park et al., 2016). En los mecanismos de
reparacion de mitocondria como escision de bases (BER), mismatch repair (MMR), union
de extremos no homdlogos (NHEJ) y en la recombinacién homologa, p53 esta
involucrado (Park et al., 2016). Por lo tanto, p53 tiene una influencia muy amplia sobre la
integridad y funciéon mitocondrial, superando lo que se pensaba de su capacidad uUnica

para inducir transcripcionalmente la apoptosis mitocondrial (Wang et al., 2014).

Por otra parte, también se ha descrito el papel de la cinasa ATM para la regulacién y
mantenimiento de la mitocondria. ATM es activada por la generacion de ROS en las
mitocondrias, sugiriendo que esta cinasa podria estar actuando como un sensor para
regular la homeostasis de ROS en la célula (Figura 3). La caracterizacién de células
provenientes de pacientes con ataxia telangiectasia, asi como de lineas celulares de
raton con deficiencia de ATM, revel6 un papel de ATM en la modulacion de la expresion

y funcion de los genes mitocondriales (Lee & Paull, 2020).

Interesantemente, se ha descrito que ATM es requerida para lograr la transferencia de
mitocondrias provenientes de células sanas a células adyacentes con dafio al DNA
mitocondrial, esto se logra de manera dependiente de la formacion de estructuras de
microtubulos entre las dos células para lograr la transferencia de mitocondrias. La
sefalizacion intercelulary la transferencia de mitocondrias es dependiente de una cinasa

ATM funcional (Lee y Paull, 2020). Estos procesos de supervivencia de las células
permiten mantener la integridad normal del tejido (Jin & Cordes, 2019).
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Figura 3. Sefalizacion nucleo-mitocondria en respuesta a daio al DNA en mamiferos y
levaduras. La generacion de ROS induce dafio al DNA en el nucleo y mitocondria
desencadenando la sefializacion en ambos sentidos. Los genes involucrados en mantener la
integridad del genoma mitocondrial son codificados en el nucleo; por lo que reguladores de la
DDR se translocan a la mitocondria en respuesta a estrés genotoxico para contribuir en la
activacion de diferentes mecanismos. (Tomada y adaptada de Saki & Prakash, 2017)

1.3. Mantenimiento de la integridad del DNA en plantas.

Debido a su naturaleza sésil y a su dependencia obligatoria de la luz solar para realizar
fotosintesis, las plantas estan ampliamente expuestas a diversos factores de estrés
ambiental, como la alta radiacién solar por luz UV, radiaciones ionizantes, sequia,
temperaturas extremas, salinidad del suelo y otros diversos contaminantes del suelo,
incluidos metales pesados (Figura 4). Junto con estos agentes exdgenos, algunos
factores enddgenos, como las ROS, que frecuentemente se generan en el cloroplasto y
las mitocondrias como subproducto metabdlico, a menudo inducen diversas formas de

lesiones del DNAYy, por lo tanto, afectan la estabilidad del genoma en las plantas (Figura

10



4) (Pedroza-Garcia et al., 2022 : Nisa et al., 2019). Aunque la carcinogénesis no ocurre
en plantas, el dano del DNA puede conducir a la inhibicién del crecimiento y a defectos
de desarrollo lo que finalmente puede tener un impacto negativo en la produccion de
especies de interés agrondmico (Hu et al., 2016; Pedroza-Garcia et al., 2022).
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Figura 4. Factores enddgenos y exdgenos que inducen dafio al DNA de plantas. EI DNAde
las plantas esta constantemente dafado por el estrés ambiental. Por lo que las plantas también
inducen las vias de DDR para protegerse (Tomada y adaptada de Mahapatra & Roy, 2020)

Induccion de
dano al DNA

1.3.1. Respuesta a daio al DNA en plantas.

A diferencia de los mamiferos, en las plantas el desarrollo es post-embrionario, por lo que
generalmente todas las células se originan del nicho de células troncales las cuales se
localizan en los meristemos de las plantas (figura 5). Mantener la integridad del genoma
en células meristematicas resulta de vital importancia ya que al tener una alta tasa de
proliferacion son propensas a la generacion de dafo sobre el DNA, si este dafno no es
correctamente separado se transmitira la mutacion a las siguientes generaciones, por

estas razones la DDR en células meristematicas debe ser muy eficiente, los mecanismos

11



de la DDR hasta la fecha han sido caracterizados mayoritariamente en células
meristematicas (Nisa et al., 2019; Pedroza-Garcia et al., 2022).

En plantas, al igual que en otros eucariotas, las vias de la DDR contienen varios
componentes reguladores clave, incluidos sensores de dafo del DNA, transductores de
senales, mediadores y efectores; sin embargo, en las plantas, la cascada de respuesta
al dafio del DNAdivergio rio abajo de las cinasas transductoras ATM y ATR, sin embargo,
las proteinas efectoras que participan directamente en los mecanismos de DDR estan
conservadas entre los organismos eucariotas (Pedroza-Garcia et al., 2022).

A inicios de la década de 2000, los genes homologos de ATR y ATM de Arabidopsis se
identificaron basandose en la conservacion de su secuencia con sus homdlogos en
mamiferos y levaduras, lo que permitié a su vez aislar y caracterizar plantas mutantes
para cada cinasa (Garcia et al., 2003; Culligan et al., 2004), revelando que ATM es
requerida para la respuesta a DSBs y ATR principalmente participa en la respuesta a
estrés replicativo al igual que en otros eucariotas. El papel del complejo MRN (MRE11,
RADS50 y NBS1) para reconocer la DSBs asi como el papel de RPA para activar ATR
también estan conservados (Figura 5) (Pedroza-Garcia et al., 2022). Sin embargo, las
plantas carecen de genes ortdlogos para las cinasas transductoras CHK1/2 de la sefal
de dano y para el factor de transcripcion p53, los cuales actuan en sentido descendente
de ATM y ATR en levadura y mamiferos (Figura 5) (Hu et al., 2016). En su lugar, las
plantas poseen un conjunto de proteinas especificas que detienen el ciclo celular en
respuesta al dano del DNA, incluido el factor de transcripcién llamado Supresor de la
respuesta gamma 1 (SOG1), el cual regula la respuesta transcripcional exhibiendo una
funcién homoéloga al factor de transcripcion p53 de mamiferos (Yoshiyama et al., 2009)
SOG1 pertenece a la familia de factores de transcripciéon con dominio NAC (NAM,
ATAF1/2 y CUC2), este factor de transcripcion se activa por la fosforilacion de motivos
conservados serina-guanina (SQ) C-terminales en respuesta a dafio al DNA de manera
de pendiente de ATM (Yoshiyama et al., 2013) y/o ATR (Sjogren et al., 2015). La cascada
de senalizacion desencadenada por ATR-SOG1 y ATM-SOG1 en respuesta a dafio en el
DNA nuclear activa la transcripcion de cientos de genes blancos directos de SOG1

(Bourbousse et al., 2018; Ogita et al., 2018), los cuales estan involucrados en
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mecanismos de reparacién del DNA, arresto transitorio del ciclo celular, y si el dafio es
muy severo la muerte celular, los mismos mecanismos que son activados en la DDR en
mamiferos (Hu et al., 2016). Adicionalmente en plantas también se induce la
endoreduplicacion (Figura 5), el cual es la replicacién del genoma sin que ocurra division
celular, la activacion de este mecanismo comunmente se asocia con la diferenciacién del
nicho de células troncales también conocidos como meristemos en plantas (Nisa et al.,
2019). El arresto transitorio del ciclo celular depende en qué fase se produce el dafio al
DNA, el estrés replicativo activa un punto de control intra-S dependiente de SOG1 y
WEE"1 (Figura 5) (Hu et al., 2016), SOG1 también activa un grupo de genes especificos
de plantas entre los que se encuentra los inhibidores de cinasas dependientes de ciclina
de la familia SIAMESE-RELATED (SMR), en respuesta a dafio a DNA principalmente se
inducen SMR5 y SMRY7 (Yi et al., 2014).

A pesar de que en los recientes afios se han tenido importantes avances en la
comprension de la DDR en plantas, aun se desconocen muchos de los actores claves en
la cascada de senalizacion, sus funciones y aspectos sobre la regulacién de esta
respuesta. Adicionalmente, recientes hallazgos han revelado que los puntos de control
(también conocidos como “checkpoints”) en respuesta al dafio del DNA también son
requeridos durante los procesos de desarrollo, en las vias de senalizacion retrograda
(mitocondria/cloroplasto-nucleo), asi como en respuesta a estreses bioticos y abidticos,
incluida la toxicidad por metales, el frio, la salinidad y la deficiencia de fosfato (Pedroza-
Garcia et al., 2022). Ademas, el estudio de la DDR mas alla de la planta modelo
Arabidopsis thaliana ha revelado aspectos especificos en especies con interés
agronomico como cebada, arroz y maiz (Szurman-Zubrzycka et al., 2019; Zhang et al.,
2020; Pedroza-Garcia et al., 2021). Por ejemplo, a diferencia de las mutantes atr de
Arabidopsis donde no se afecta el desarrollo, en las mutantes de maiz muestran un
numero reducido de semillas y de menor tamano, esto ultimo debido a afectaciones en el
desarrollo del endospermo (Pedroza-Garcia et al., 2021). Estos resultados revelaron que
la DDR podria diferir su funcién dependiendo del tejido y etapa de desarrollo de la planta

en la que se estudie.
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Figura 5. Cascada de sefializacion de la DDR en meristemos de plantas. El mantenimiento
de la informacion genética en células meristematicas es crucial para la sobrevivencia de las
plantas. Esquema simplificado de sefializacion de la DDR en plantas; donde en respuesta al dafio
del DNA, se activan las cinasas ATM y/o ATR. ATM se activa en respuesta a DSBs, mientras que
ATR en presencia de SSB y estrés de replicacion, ambas cinasas fosforilan y activan SOG1,
induciendo la transcripcion de genes implicados eb multiples mecanismos para mantener la
integridad del DNA (Tomada y modificada de Hu et al., 2016).
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1.3.2. Mantenimiento de la integridad en organelos.

Hasta ahora es bien conocida la relevancia y funciones de las cinasas ATM y ATR, y del
factor de transcripcién SOG1 en la sefalizacion de la DDR para mantener la integridad
del genoma nuclear. Sin embargo, sus funciones en las vias de sefalizacién retrégrada
(mitocondria/cloroplasto-nucleo) para mantener la integridad del DNA organelar han sido
poco exploradas. En plantas, las mitocondrias y los cloroplastos son la fuente de energia
celular para permitir el adecuado desarrollo y crecimiento, por lo que comprender como

se mantiene la integridad de sus genomas es primordial (Pedroza-Garcia et al., 2022).

Aunque en las plantas se sabe que la funcion 6ptima del cloroplasto y la mitocondria es
decisiva para la progresién del ciclo celular de acuerdo con las demandas de energia, el
dialogo entre los cloroplastos / mitocondrias y el nucleo se ha explorado poco (Pedroza-
Garcia etal., 2016). Hallazgosrecientes sugieren un papelrelevante de SOG1 y probable
ATM en larespuesta al dafio del DNA de los organelos (Duan et al., 2020). Probablemente
SOG1 detecta la inestabilidad del genoma de los plastidios a través de la sefalizacion de
ROS (figura 6). De hecho, se ha demostrado previamente que la produccién de ROS en
organelos activa ATM y DDR (Yi et al., 2014), en especifico induciendo la entrada

temprana a la endoreduplicacion e induciendo el arresto del ciclo celular (Figura 6).

La alteracionen lafuncion del cloroplasto induce la expresion de genes blancos de SOG1

(Benhamed et al.,, 2014), algunos de los cuales podrian estar involucrados en la
proteccion o reparaciéon del DNA de organelos. Estos datos sugieren que las vias de
sefalizacion retrograda son activadas por dafo al DNA del cloroplasto para
desencadenarla actividad de SOG1 y probablemente ATM (Duan et al., 2020). Asimismo,
se habia reportado que el amino terminal de ATM podria estar interactuando con RUG3,
una proteina mitocondrial, y que esta interaccion ocurria en el interior del organelo (Su et
al., 2017). Sin embargo, la proteina que habia sido identificada como ATM en este estudio
no corresponde al ID del gen correcto, por lo que determinar si ATM y/o SOG1 transloca
a mitocondria y/o cloroplasto permanece para ser determinado.

En trabajos previos ha sido reportado que las plantas mutantes atr, atm y sog1 de
Arabidopsis muestran sensibilidad a Ciprofloxacina, un inhibidor especifico de la DNA

girasa de organelos el cual genera DSBs (Pedroza-Garcia et al., 2019; Duan et al., 2020),
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revelando que estos componentes de la DDR son requeridos para la tolerancia de la
planta al dafio a DNA en organelos. No obstante, aun no se ha caracterizado
detalladamente la funcion y papel molecular de las cinasas ATM y ATR, y del factor de
transcripcion SOG1 en la senalizacién retrégrada para salvaguardar la integridad de los
genomas de los organelos.

Estabilidad del genoma Inestabilidad del genoma
de los plastidios de los plastidios
Cloroplasto Cloroplasto

Estrés

Ciclo
celular

celular

Nucleo

Nucleo

Figura 6. Inestabilidad del genoma de los plastidios. Se muestra que la inestabilidad del
genoma de los plastidios modula la endoreduplicacion y la progresion del ciclo celular
mediante la sefializacién retrograda del plastidio al ntcleo a través de la via mediada por
SOG1, que es necesaria para el crecimiento y desarrollo de las plantas. (Tomada y
modificada de Duan et al., 2020)



2. HIPOTESIS

Se ha descrito que en mamiferos y levaduras que el factor de transcripcion p53 y la cinasa
ATM, ambos reguladores maestros de la respuesta al dafio al DNA nuclear, son también
localizados en las mitocondrias para participar en el mantenimiento de este organelo. La
generacion de herramientas moleculares para determinar la localizacién subcelular en
plantas de la cinasa ortdloga ATM vy el factor de transcripcion con funcion analoga a p53
conocido como SOG1, nos permitira determinar si estos reguladores maestros
involucrados en mantener la integridad del DNA se localizan en mitocondria y/o
cloroplasto en las plantas.
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3. OBJETIVO GENERAL

Generar herramientas moleculares que nos permitan determinar la localizacion

subcelular del factor de transcripcion SOG1 y de las cinasas ATR y ATM de Arabidopsis
thaliana.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

e Aislar por PCR el fragmento de DNA que incluya el promotor y el ORF del gen
SOG1

e Aislar por RT-PCR las regiones codificantes de los genes ATRy ATM
e Generar la construccion que contenga la fusion traduccional pSOG1::SOG1-GFP

e Estandarizar las condiciones para la generacion de protoplastos de hojas de
Arabidopsis y de expresion transitoria en los protoplastos generados.

e Determinar la localizacién subcelular de SOG1 en mitocondrias y cloroplastos
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Material biolégico.

Se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana tipo silvestre (ecotipo Columbia) donadas

por el Dr. Javier Plascencia de la Parra.

5.2. Desinfeccion y siembra de semillas de Arabidopsis thaliana.

Las semillas se desinfectaron con una solucion acuosa compuesta por hipoclorito de
sodio comercial (20 %) y Tritdn X-100 (0.025 %) durante 15 miny en agitacidn constante.
Posteriormente, en la campana de flujo laminar, se decanté la solucion desinfectante para

enjuagar las semillas con 1 mL de agua desionizada estéril. Este ultimo paso se repitio
dos veces mas.

Las semillas se sembraron en placas Petri cuadradas con medio MS 0.5X (Murashige &
Skoog, Duchefa Biochemie) con 1.0 % de agar y se vernalizaron por 48 h a 4°C en
oscuridad. Para la geminacion de las semillas y el desarrollo de las plantulas las cajas se
transfirieron a una camara de crecimiento en condiciones de fotoperiodo largo (16 h luz /
8 h oscuridad).

5.3. Extraccion de DNA gendmico y RNA total de plantulas de Arabidopsis thaliana.

El fin de la extraccion del DNA gendmico de plantas de A. thaliana fue para aislar el
fragmento de DNA de 4,414 pares de bases (pb) mediante la PCR, este fragmento
contiene la regidn promotora y el marco de lectura abierto de SOG1, este fragmento lo

nombraremos como promSOG1::SOG1 en este trabajo.

La regidon de los genes ATR y ATM es bastante grande de 11,171 pb y 27,265 pb
respectivamente,para obtenerse por medio de la PCR usando DNA gendémico. Por lo
tanto, se extrajo el RNAtotal de plantulas para preparar el DNA complementario (cDNA),
el cual se utilizé como templado para aislaren dos fragmentos las regiones codificantes,
las cuales posteriormente seran fusionadas por reacciones de Gibson.
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5.3.1. Extraccién de DNA genémico de plantulas de Arabidopsis thaliana.

Se recolectaron 5 plantulas Col-0 de 14 dias de crecimiento en un microtubo de 1.5 mL.
El tejido se congeld en nitrégeno liquido para facilitar su macerado con un pistilo estéril;
inmediatamente se afiadié 1 mL de amortiguador de extraccion (200 mM de Tris-HCI pH
7.5, 250 mM de NaCl, 25 mM de EDTApH 8 y SDS al 0.5 y se centrifugoé a 13,000 rpm
por 5 min. El sobrenadante se decant6 a un nuevo tubo de microfuga de 1.5 mL, evitando
el transvase de residuos de tejido, para posteriormente ser centrifugado con las
condiciones previamente mencionadas. Se tomaron 300 uL del sobrenadante resultante
para transferirlo a un tubo limpio de microfuga y se anadieron 300 uL de isopropanol los
cuales se mezclaron perfectamente en vértex; la mezcla se incub6 durante 1 h a -20°C.
Pasado el tiempo de incubacion se centrifugdé a 13,000 rpm por 5 min y se decanté el
sobrenadante, en este paso se pudo observar un botéon en el fondo del tubo de microfuga
al cual se le realizé un lavado con etanol al 70 %; se centrifugd y se eliminé la mayor
cantidad de etanol sin afectar la integridad del botdn. La muestra se secé a 37°C por 1 h
para eliminar residuos del etanol. Pasado el tiempo de secado, el botéon se disolvio en
100 uL de H20 desionizada estéril. Antes de su uso para la PCR, se almacend la muestra

a 4°C por una noche para que precipitaran todas las impurezas que pudieron haber
quedado.

5.3.2. Extraccion de RNA total de plantulas de Arabidopsis thaliana

En microtubos de 1.5 mL se recolectd un aproximado de 50 mg de plantulas silvestres de

Arabidopsisthaliana de 14 dias. El tejido se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido
para almacenarse a -70°C hasta su procesamiento.

Para la extraccion del RNA total se utilizo el kit NucleoSpin RNA (MACHEREY-NEGEL,

catalogo 740955.50) siguiendo las instrucciones de manufactura que se describen a

continuacion:

Las muestras del tejido fueron perfectamente congeladas con nitrégeno liquido para ser
maceradas con un pistilo estéril hasta que se obtuvé un polvo fino; al cual se le afiadieron
350 pL de amortiguador de lisis (350 pyL de amortiguador RA1 + 3.5 uL de B-

mercaptoetanol) y se mezclé completamente; la mezcla se decanté en una columna de
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filtracion (proporcionada por el fabricante) y se centrifugé por 1 min a 11,000 rpm. Al
sobrenadante se le agregd 350 pL de etanol al 70 % y se homogenizé pipeteando 5
veces. El volumen total de la mezcla se transfiri6 a una columna de unién a acidos
nucleicos y se centrifugé a 11,000 rpm por 30 s, después se anadido 350 pL de
amortiguador MDB y se centrifugd por 1 min; posterior a ello se agregaron 95 yL de una
mezcla de reacciéon con rDNasa (10 uL de rDNasa + 90 uL de amortiguador de reaccion)
en el centro de la membrana de la columna y se incubd durante 1 h a temperatura
ambiente. Después de transcurrido el tiempo se afiadié 200 yL de amortiguador RAW2
(para inactivar la rDNasa) y se centrifugd a 30 s por 11,000 rpm, luego se le adicionaron
600 pL de amortiguador RA3 y se centrifugd por 2 min a 11,000 rpm; se descarté el
sobrenadante y se repitié el lavado con 250 uL de amortigudor RA3, centrifugando
durante 2 min a 11,000 rpm con el fin de secar la columna completamente. Para la elucion
del RNA se utilizaron 40 pL de H20 libre de RNasas los cuales se vertieron en el centro
de la membrana de la columna y se centrifugé durante 1 min a 11,000 rpm.

La cuantificacion del RNA total se realizdé con 1.0 yL de cada muestra utilizando un
NANODROP 2000 Thermo Scientific. EI RNA obtenido se almacend a -70°C para su

posterior uso.

5.3.3. Sintesis de DNA complementario

Se procedié a preparar el DNA complementario (cDNA) a través de reacciones de
transcriptasa reversa (RT) utilizando el ProtoScript® Il First Strand cDNA Synthesis Kit
(New England BiolLabs, catalogo E6560S) sintetizando el cDNA de la siguiente forma:

Se mezclaron 2.0 pyL de d(T)23VN (50 uM), 10.0 uL de mezcla de reaccion ProtoScript Il
(2X), 2.0 yL de mezcla de enzimas ProtoScript Il (10X) y un volumen de RNA templado
para tener una concentracion final aproximada de 2.0 ug en la mezcla de reacciéon. Se
agrego la cantidad necesaria de agua libre de nucleasas para llegar a un volumen total
de 20 pL.

Posteriormente se programé el termociclador Labnet MultiGene™ Mini PCR Thermal

Cycler para incubarla muestra a 42°C por una hora y después desactivar las enzimas de

21



reaccion a 80°C por 5 min. EI cDNA obtenido se almacend a -20°C hasta su posterior

uso.

5.4. Reaccion en cadena la polimerasa (PCR)

Para obtener el fragmento codificante de SOG1 se disefiaron oligonucleotidos (Tabla 1)
que abarcaran 1840 pb rio arriba del ATG o coddn de inicio y todo el marco abierto de
lectura (Open Reading Frame, ORF, por sus siglas en inglés), con el fin de obtener una
construccion similara la descrita en Yoshiyama, et. al., 2013, cuya expresion esta siendo
regulada por su propio promotor.

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25.0 yL. Cada reaccién se
preparé con 12.5 pL de la mezcla de reaccion Q5 High-Fidelity 2X, 1.25 yL de los
oligonucleétidos Fw_SOG1y Rv_SOG1 (10 pyM), 1.0 uyL de DNA genémico y 9.0 uL de
H20 desionizada. Las PCRs se realizaron en un termociclador Labnet MultiGene ™ Mini
PCR Thermal Cycler.

Las condiciones de PCR fueron una desnaturalizacion inicial a 98°C por 3 minutos,
seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion 10 segundos a 98°C, alineamiento 20
segundos a 55°C y extension de 3.5 minutos a 72°C, seguidos por un paso de extension
final 2 minutos a 72°C. Para visualizar el producto de las PCR, se corrieron las muestras

en un gel de agarosa al 1 %.

Tabla 1. Secuencia de oligonucle6tidos empleados para aislar el fragmento de DNA
promSOG1::SOG1.

Gen Direccion de amplificacion Secuencia de oligonucleotido Longitud
(pb)
SOG1 Forward (Fw_SOG1) 5-CTAGAAAACCCCGAGATG-3 4,414
Reverse (Rv_SOG1) 3-GTCTTAAGCTCGTGGTAG-5

5.4.1. Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) para la obtencion de los
fragmentos codificantes de ATM y ATR.

El primer problema abordado para obtener las regiones codificantes de ATM y ATR es
que su longitud de secuencia gendmica es demasiado grande, para el caso de ATM es
de 27,265 pb y de ATR es de 11,171 pb. Por lo que se siguid la estrategia de aislar
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unicamente las regiones codificantes o cDNAs que corresponden a 9,042 pb para ATM y
8,112 pb para ATR. Para lograr aislar las regiones codificantes completas, que aun son
muy grandes, se decididaislaren dos fragmentos de cDNA las regiones codificantes para
cada gen, para posteriormente ser fusionados a través de un ensamble de Gibson y
obtener las regiones codificantes completas. Para ello se disefiaron oligonucleétidos
(Tabla 2) que fragmentaran en dos la regidén codificante y una pequena parte de las
regiones no traducida (UTR) 5’y 3’ (Figura 7). Debido al bajo nivel de transcrito de ambos

genes solo el primer fragmento de ATM se logré amplificar en concentraciones
considerables.

Region de cDNA codificante para ATM (9,042 pb)

SN
r )
Oligonucleétido Oligonucleétido
Fw_ATM_48190 Fw_ATM_Part2

- e

:*_J:

Oligonucleétido Oligonucleétido
Rv_ATM_Part1 Rv_ATM_48190

L 1 |
Vv Wi

Primer fragmento de ATM (4,909 pb) Segundo fragmento de ATM (4,302 pb)

Region de cDNA codificante para ATR (8,112 pb)
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r 0
Oligonucleétido Oligonucleétido
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Primer fragmento de ATR (3,926 pb) Segundo fragmento de ATR (4,218 pb)

Figura 7. Estrategia de obtencion de las regiones codificantes de cDNA de los genes ATM
y ATR por fragmentos. Esquema que muestra la obtencion de los fragmentos codificantes del
gen ATM y ATR, asi como la localizacion de los oligonucledtidos utilizados para su aislamiento
por fragmentos a través de PCRs convencionales.
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Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 50.0 yL. Cada reaccién se
prepard6 con 25.0 uL de la mezcla PrimeSTAR Max Premix (2X), 1.0 uL de los
oligonucleétidos (10 uM) para cada fragmento del cDNA, 2 uyL de cDNAYy 20 uL de H20
desionizada. Las PCRs se realizaron en un termociclador Labnet MultiGene ™ Mini PCR

Thermal Cycler.

Las condiciones de PCR fueron 35 ciclos: desnaturalizacion 10 s a 98°C, alineamiento
10 s a 55°C y extension de 3.5 mina 72°C, seguidos por un paso de extension final 2 min
a 72°C. Para visualizar el producto de las PCR, se corrieron las muestras en un gel de

agarosa al 1 %.

Tabla 2. Secuencias de los oligonucleétidos empleados para aislar el primer y segundo fragmento
codificante de ATM y ATR.

Gen Direccion de Secuencia de oligonucledtido Longitud
amplificacion (pb)
Primer Forward 5- ATGGTTGCTTCGAGGGATGT -3
fragmento de (Fw_ATM_48190) 4,909
ATM Reverse 5- CGTTCTCAGTCAAAGATCTG -3
(Rv_ATM_Part1)
Segundo Forward 5'- GATGAAGCCGATAGTATGAG-3
fragmento de (Fw_ATM_Part2) 4,302
ATM Reverse 5- TTACATCCAAGCTCCCCAG-3’
(Rv_ATM_48190)
Primer Forward 5- CGATTGTGAAATGGCGAAG-3
fragmento de (Fw_cDNA_ATR1) 3,926
ATR Reverse 5- AGATCTCCATGTCTGAGAC-3’
(Rv_ATR_Part1)
Segundo Forward 5- GTCTCAGACATGGAGATCT-3
fragmento de (Fw_ATR_Part2) 4,218
ATR Reverse 5-TCATCAGAACCAGGGCATC -3
(Rv_cDNA_ATR1)

5.5. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) anidada

Como se menciond previamente, al no obtenerse altas concentraciones de los

fragmentos de las PCRs posterior a la purificacién de la banda en gel de agarosa tanto
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del segundo fragmento de ATM, asi como del primer y segundo fragmento de ATR se
optoé por realizar una PCR anidada.

La reaccion en cadena de la polimerasa anidada es utilizada cuando se necesita
aumentar la sensibilidad y/o especificidad de la PCR, por ejemplo, cuando se requiere
amplificar una copia de un gen que se encuentra en muy baja abundancia. En ella se
suele utilizar dos reacciones de amplificacion secuenciales, cada una con sus respectivos
oligonucleétidos. Primero se realiza una reaccion con oligonucleoétidos externos u “outer”
para amplificar una region de DNA mas extensa, que contiene el segmento de interés;
posteriormente se utiliza el producto de esta amplificacion como molde para ejecutar una

segunda PCR con oligonucledtidos internos o “inner” que amplifican el fragmento de
interés (Green & Sambrook, 2019).

Por lo que se disefiaron oligonucleodtidos (Tabla 3) para seguir la estrategia de la PCR
anidada, la cual se describe en la figura 2. Las primeras reacciones de amplificacién se
realizaron en un volumen final de 50.0 pyL. Cada reaccién se preparé con 25.0 uL de la
mezcla PrimeSTAR Max Premix (2X), 1.5 pyL de cada oligonucledtido externo u “outer”
(20 uM correspondiente a cada fragmento del gen), 4.0 yL de cDNAy 18.0 uL de H20
desionizada. Las PCRs se realizaron en un termociclador Labnet MultiGene ™ Mini PCR

Thermal Cycler.

Las condiciones de PCR fueron 40 ciclos: desnaturalizacion 10 s a 98°C, alineamiento
10 s a 55°C y extension de 3.5 mina 72°C, seguidos por un paso de extension final 2 min
a 72°C. El producto de la PCR se utiliz6 como templado para la segunda ronda de

amplificacion.

Las segundas reacciones de amplificacion, para obtener los fragmentos de interés, se
realizaron en un volumen final de 50.0 pyL. Cada reaccion se preparé con 25.0 yL de la
mezcla PrimeSTAR Max Premix (2X), 1.5 yL de cada oligonucledétido interno o “inner” (20
puM) para cada fragmento del cDNA, 10.0 pL del producto de PCR de la primera ronda de
amplificaciony 12.0 uL de H20 desionizada. Las PCRs se realizaron en un termociclador
Labnet MultiGene™ Mini PCR Thermal Cycler.

Las condiciones de PCR fueron 40 ciclos: desnaturalizacion 10 s a 98°C, alineamiento

10 s a 55°C y extension de 3.5 mina 72°C, seguidos por un paso de extension final 2 min

25



a 72°C. Para visualizar el producto de las PCR, se corrieron las muestras en un gel de

agarosa al 1 %.

Tabla 3. Secuencias delos oligonucle6tidos empleados en las PCRs anidadas para aislar el segundo

fragmento de ATM y el primer y segundo fragmento de ATR.

Gen Direccion de amplificacion Secuencia de oligonucledtido Longitud
(pb)
Forward 5-GAACTTAGTCTCCATGCATG -3’
(Fw_ATM_Part2_Outer) 4,313
Reverse 5-TCCCATCCTAAGCTAGACA-3
Segundo (Rv_ATM_Part2_Outer)
fragmento de Forward 5-GTCAGATCTTTGACTGAGAAC-3
ATM (Fw_ATM_Part2_Inner) 4,175
Reverse 5-GGAAGCATATAGAAGGTTGGT-3
(Rv_ATM_Part2_Inner)
Forward 5- TGGAGCGAGAGAGCTTCT-3’
(Fw_ATR_Part1_Outer) 3,747
Primer Reverse 5’- CTCCTAAAGATGGTATGCTAGG-3
fragmento de (Rv_ATR Part1_Outer)
ATR Forward 5'- TGAAATGGCGAAGGACGA-3'
(Fw_ATR Inner_Part1) 3,620
Reverse 5-CATCTAAATATACATGGGGACC-3
(Rv_ATR Inner_Part1)
Forward 5- GACAGATAGACGGCTACA-3
(Fw_ATR_Part2_Outer) 5,202
Reverse 5- ACCGCTCCAGTTAACACT-3
Segundo (Rv_ATR _Part2_Outer)
fragmento de Forward 5-GCACTGAAGCGTATTAAACTG-3
ATR (Fw_ATR Inner_Part2) 4,927
Reverse 5-TGCACAAGGAGCCTATGATA-3
(Rv_ATR Inner_Part2)
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Figura 8. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) anidada. Variante de la PCR
convencional que comprende dos rondas de amplificacién con distintos pares de oligonucleétidos
para cada ronda con el fin de incrementar la sensibilidad de amplificacion. La primera ronda de
amplificacion se realiza con los oligonucleétidos externos (“outer”) para amplificar una region de
DNA mas extensa, que contiene la secuencia objetivo. Posteriormente, con el producto de
amplificacion, se ejecuta la segunda ronda de amplificacién con los oligonucledtidos internos
(“inner”) para amplificar la secuencia objetivo.



5.6. Electroforesis y purificacion en gel

Serealizd la electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa, para lo cual se cargé
el volumen total de las PCR en un gel de agarosa al 1 % y 0.05 ug/mL de bromuro de
etidio corrié la electroforesis para separar e identificar el fragmento de DNA esperado. Al
terminar la electroforesis, se observo el gel de agarosa en un transiluminador se corté
con bisturi la banda de interés, la cual se almacend en un tubo de microfuga de 1.5 mLy

a 4°C hasta su procesamiento.

Se utilizé el PureLink Quick Gel Extraction and PCR purification Combo Kit (Catalogo
K2200-01) para purificar el fragmento en gel siguiendo las especificaciones de
manufactura. Se afiadid 3 veces el volumen del peso de la banda cortada con el
amortiguador de disolucién L3; se coloco el tubo en un termobloque precalentado a 55°C
para disolverla banda por 15 min, invirtiendo el tubo cada 3 min para homogeneizar. Se
agrego lo equivalente a un volumen de isopropanol y se mezclé para posteriormente
traspasarlo a una columna de filtracion (en estas se puede agregar un volumen maximo
de 850 pL) y se centrifugé en una microcentrifuga de mesa a 12,000 rpm por 3 min. Se
decanto el sobrenadante y se agrego 500 uL de amortiguador de lavado W1, enseguida
se centrifugd por 1 min a 12,000 rpm; posterior a esto se descartd el sobrenadante y se
volvid a centrifugar una vez mas bajo las mismas condiciones para eliminar el exceso de
amortiguador de lavado. Se colocé la columna en un tubo de microfuga nuevo y se
agregaron 40 uL de H20 desionizada estéril en el centro de la membrana de la columna
para eluirla muestra, se incubd por 1 min a temperatura ambiente y se centrifugd a 12,000
rom por 1 min. El producto de la purificacion fue cuantificado y se almacend a -20°C para

su posterior uso.

5.7. Clonacion en pJET1.2/blunt y purificacién de plasmido

Posterior a la obtencion de los fragmentos amplificados se procedié a almacenarlos en el
vector pJET1.2. El vector de clonacién pJET1.2/blunt es un plasmido abierto de 2,974 bp
donde se pueden ligar insertos con extremos romos o cohesivos con tamafnos desde los
8 pb alos 10 Kpb. El vector de clonaciondel kit CloneJET ™ de Thermo Scientific contiene

el gen letal eco47IR que se interrumpe al ligarun inserto de DNA en el sito de clonacion,
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permitiendo una seleccion positiva, ya que solo las células con plasmidos recombinantes
son capaces de propagarse. Ademas, contiene el gen que codifica para la B-lactamasa
que confiere resistencia a ampicilina, utilizado en la seleccion y mantenimiento de células
recombinantes de E. coli. Asimismo, este vector posee un promotor T7 para la
transcripcion in vitro del inserto clonado, un sitio de clonacion multiple expandido para la

localizacién, seleccion y escisidn del inserto (Thermo Scientific, 2012)

Para clonar en este vector se utilizaron 10.0 uL del amortiguador de reaccion 2X, un
volumen de PCR cuya concentracion fue aproximadamente 1 ug/ul, 1.0 ulL del vector de
clonacion pJET1.2/blunty 1.0 uL de T4 ligasa de DNA y por ultimo se adicioné H20
desionizada estéril hasta completar un volumen de 20.0 uL. La reaccion se mezcl6 en

vortex por 5 s, se incubd a temperatura ambiente por 30 min y posteriormente se

transformé en células competentes TOP 10.

5.8. Transformacioén en células competentes TOP 10

La transformacion se realizé por choque térmico en células quimiocompetentes de E. coli
TOP 10; para ello se afiadié el volumen total de la clonacion en pJET1.2/blunta 50 pL de
células competentes, se incubd en hielo por 30 min; al término se dio un choque térmico
a 42°C por 1 min y posteriormente se regreso el tubo con las células al hielo por 3 min.
Pasado el tiempo se agregdé 500 uL de medio LB liquido y se dejaron las células en
recuperacion, incubandose 1 h y media a 37°C con agitaciona 200 rpm. Pasado el tiempo
de recuperacion el cultivo se centrifugd y el boton de células se resuspendié en 100 pL

de medio, los cuales se plaquearon en medio LB sdélido suplementado con ampicilina 100
pMg/mL y se incubaron las placas toda la noche a 37°C.

5.9. Purificacion de plasmido

Se tomaron algunas de las colonias que crecieron en la placa para extraer los plasmidos
para cada uno de los fragmentos de interés utilizando el kit de extraccion QIAprep Spin

Miniprep Kit (#27104) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Cada una de las colonias seleccionadas se inocularon en 5 mL de medio LB liquido

suplementado con ampicilina 100 yg/mL una tarde antes al dia de la extraccion del
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plasmido, dejando en incubacién toda la noche a 37°C y a 200 rpm. Al dia siguiente, los
cultivos celulares se centrifugaron en un tubo de microcentrifuga a 13,000 rpm por 3 min
hasta obtener el botdn celular de los 5 mL de cultivo. Posteriormente cada boton se
resuspendié en 250 uL del amortiguador P1 o de lisado. Posteriormente, se adicion 250
uL del amortiguador P2 y se mezclé lentamente por inversion de 4 a 6 veces hasta
obtener una solucién transparente. Enseguida se afiadieron 350 uL de amortiguador N3
y se mezclo inmediatamente invirtiendo el tubo lentamente. La mezcla se centrifugd a
13,000 rpm por 10 minutos, pasado el tiempo se tomaron 800 uL del sobrenadante para
transferilos a una columna de filtracion la cual se centrifugd por 1 min, para
posteriormente descartar el sobrenadante. La columna se lavé primero con 500 pL del
amortiguador PB, seguido de 750 uL del amortiguador PE; en cada paso de lavado se
centrifugd por 1 min, descartando el sobrenadante. Por ultimo, se centrifugd por 1 min
mas para remover por completo el amortiguador PE y se colocé la columna en un tubo
de microfuga limpio, donde se adicion6 40 uL de H20 desionizada estéril en el centro de

lamembrana de la columna para eluirla muestra centrifugandola a 13,000 rpm por 1 min.
El producto de la purificacién se almacené a -20°C para su posterior uso.

5.10. Ensayo de restriccion

Los plasmidos purificados de pJET1.2/blunt con los fragmentos de DNAde interés fueron
sometidos a un ensayo de restriccion. Debido a su alta especificidad, las enzimas de
restriccion son capaces de reconocer una secuencia palindromica en especifico dentro
del DNADbicatenariodel plasmido, su actividad de endonucleasa permite romper el enlace
fosfodiéster y obtener fragmentos de DNA (Marshall et al., 2007) que posteriormente
pueden observarse en un gel de agarosa y compararse con un patron de restriccion

esperado con las enzimas de restriccion seleccionadas (Tabla 4).

Con ayuda del programa SnapGene se realizaron clonaciones in silico y simulaciones de
patrones de restriccion de cada plasmido pJET1.2/blunt con los fragmentos de DNA de
interés clonado, se seleccionaron una o mas enzimas de restriccion que cortaran dentro
del fragmento de DNA de interés y fuera de éste. Se utilizaron enzimas de digestion del

kit Thermo Scientific™ FastDigest siguiendo las instrucciones del fabricante en la cual se
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tomo un tubo de 1.0 ulL y se adicion6 10.0 uL del amortiguador green 10x FastDigest, 1.0
uL de la o las enzimas de restriccion seleccionadas, un volumen de plasmido aproximado
a 400 ng/uL y H20 desionizada estéril cuanto baste para completar un volumen de 20.0
uL. La reaccién se incubd por 1 h a 37°C y posteriormente se cargd la muestra en un gel

de agarosa al 1 % para observar los patrones de restriccién. La cepa seleccionada se
almacend en glicerol al 25 % a -70°C.

Tabla 4. Enzimas de restriccion utilizadas para la digestion de los plasmidos pJET1.2/blunt

Nombre del plasmido Enzimas de restriccion*
pJET1.2::SOG1 Notl y Ndel
pJET1.2::ATM_Part1 Xhol
pJET1.2::ATM_Part2 Ndel y Xhol
pJET1.2::ATR_Part1 Ndel
pJET1.2::ATR_Part2 Hindlll

*Todas las enzimas de restriccion pertenecen al kit Thermo Scientific™ FastDigest restriction enzymes:
Hindlll, FD0504; Xhol, FD0694; Ndel, FD0584; Notl, FD0594.

5.11. Secuenciacion de los plasmidos por tecnologia de nanopore.

Hasta hace una década, la manera principal para determinar la secuencia de nucleoétidos
de una molécula de DNAera a través del método de Sanger. En 2014, esto cambi6 con
la aparicién de la una nueva herramienta de secuenciacion llamada Oxford Nanopore
Technologies (ONT). Esta tecnologia se basa en una proteina sensora en forma de poro
(nanopore) embebida en membrana polimérica con resistencia, donde las moléculas de
RNA o DNA de una sola hebra cargadas negativamente cruzan del lado cis (con carga
negativa) al lado frans (con carga positiva) de la membrana, lo cual sucede cuando se
produce una corriente idnica aplicando un voltaje constante a una solucion electrolitica.
Esta movilizacion ocurre de manera gradual y controlada mediante una proteina motora,
que ademas presenta actividad helicasa, lo que facilita que el DNA de doble cadena o
duplex de RNA-DNA se desenrolle formando cadenas sencillas que permitan su paso a
través del nanoporo. Los cambios de corriente idnica producidos durante la movilizacién
de las moléculas de acidos nucleicos son decodificados por algoritmos bioinformaticos y
corresponden a la secuencia presente en la muestra de DNA o RNA analizada.(Wang et

al., 2021). Los plasmidos de almacenamiento de los fragmentos de ATM y ATR que
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resultaron positivos al analisis de restriccion, se enviaron a la compafia Secoya Labs

para ser secuenciados por esta tecnologia.

5.12. Ensamble de Gibson

El ensamble de Gibson es una técnica de clonacidén molecular que se utiliza en biologia
molecular y biologia sintética para ensamblar fragmentos de DNA. El ensamble de
Gibson elimina la necesidad de enzimas de restriccion y ligasas que se utilizan en otros
métodos de clonacion (Gibson, 2017). El principio fundamental de la técnica es la
superposicion de extremos, donde se disefian secuencias de solapamiento homologo o
colas de fusion, constituidas por un intervalo de 25 a 40 nucleétidos entre los fragmentos

de DNA que se desean ensambilar.
Pasos del Proceso:

e Diseno de Oligonucledtidos: Se disefian oligonucledétidos que contengan las colas
de fusiodn con los extremos de los fragmentos de DNA a ensamblar.

e Mezcla de reaccidn: A partir de la reaccién de PCR se obtienen y purifican los
fragmentos de DNA con colas de fusion que posteriormente seran mezcladas en
un amortiguador que contenga una exonucleasa que digiere en direccion 5’ a 3/,
una DNA polimerasa y una ligasa T4.

e Reparacién y Amplificacién: La técnica se basa en la accion conjunta de las tres
enzimas donde la DNA polimerasa se encarga de la reparacion y extension de los
extremos solapados y la ligasa une los fragmentos ensamblados. El resultado es

un DNA recombinante amplificado.

La técnica resulta eficiente y rapida pues permite el ensamblaje de multiples fragmentos
de DNAen una sola reaccion, sin cambiar la temperatura de reaccion y funcionando todas
las enzimas a la paren un mismo medio de reaccion, simplificando el proceso y ahorrando
tiempo; aparte de eliminar la necesidad de enzimas de restriccion y ligasas, reduciendo
las limitaciones asociadas con éstas (Gibson, 2017). En la figura 9 se ilustran los pasos

del ensamble de Gibson.
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Figura 9. Ensamble de Gibson. 1) Se llustran los extremos del vector y el inserto con secuencias
sobrepuestas. 2) Se procede con la digestion en direcciéon 5' tanto del inserto y el vector de
clonacién por la exonucleasa T5, dejando extremos voladizos en direccion 3'. 3) Se forma el
duplex inserto-vector en las secuencias complementarias (extremos de los salientes 3'). El duplex
se estabiliza mediante enlaces de hidrogeno entre los pares de bases complementarias. 4) La
DNA polimerasa rellena los nucleétidos que haya retirado la exonucleasa T5. 5) La enzima ligasa
sella ambas cadenas. 6) Unidn final entre el vector-inserto después de la ligacion.

5.12.1. Obtencién de fragmentos para la construccion promSOG1::SOG1-GFP

Se disefaron oligonucledtidos (Tabla 5) para agregar las colas de fusion a los diferentes
fragmentos de DNA que se usaron para realizar la clonacion de Gibson y obtener la
construccion promSOG1::SOG1-GFP. Por lo tanto, se amplificaron los fragmentos
promSOG1::SOG1, el fragmento codificante para la proteina verde fluorescente o GFP
(acrénimo de la traduccion al inglés: “Green Fluorescent Protein”) y el fragmento de
plasmido que se utilizé como vector “backbone” del plasmido “New L3 Full_V2_Venus’
(tabla 5).

Tabla 5. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para obtener la construccion pSOG1::SOG1-

GFP.

Fragmento de Direccién de Secuencia de oligonucledtido Longitud
DNA amplificacion (pb)
promSOG1::SOG1 Forward 5- AAAATCCAGATCGCTAGCAAG
con colas de (Fw_SOG_tails_new) GAGGGAGGCTCTTCAATGACTAGA
fusion para AAACCCCGAGATGAAAGAATC -3’ 4,425
ensamble de Reverse 5- TCGCCCTTGCTCACCGAAGC
Gibson (Rv_SOG_tails_new) ATCAGTCTTTCCAGTCCCCCA -3
Fragmento de Forward 5- CGAGCTGTACAAGTAAG
New_L3 Full_V2 (Fw_NewlL3) CTTGTCAAGCAGATCG -3’
_Venus
con colas de Reverse 5- TTCATCTCGGGGTTTTCTAGC 8,799
fusion para (Rw_NewL3) TCCTCATTGAAGAGCCTCCC -3
ensamble de
Gibson
GFP con colas de Forward 5- GGGGGACTGGAAAGACTGA
fusion para (Fw__eGFPTails_New) TGCTTCGGTGAGCAAGGGC -3 765




ensamble de Reverse 5-GTTTGAACGATCTGCTTGACAA
Gibson (Rv__eGFPTails_New) GCTTACTTGTACAGCTCGTCCAT -3

El aislamiento de cada uno de los fragmentos requeridos para la clonacion de Gibson se

obtuvo de la siguiente manera:

Para el aislamiento del fragmento promSOG17::SOG7 con colas se usé como DNA
templado el vector pJET1.2::.promSOG1::SOG1, la reaccién de PCR se realiz6 en un
volumen final de 50.0 uL. Cada reaccion se prepard con 25.0 L de la mezcla PrimeSTAR
Max Premix (2X), 1.0 uL del oligonucledtido Fw_SOG_tails_new y Rv_SOG_tails_new
(10 mM), 120 ng del vector en cuestion y 21.0 yL de H20 desionizada. La PCR se realiz6
en un termociclador Labnet MultiGene™ Mini PCR Thermal Cycler. Las condiciones de
PCR fueron una desnaturalizacion inicial por 3 min a 98°C, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacién 15 s a 98°C, alineamiento de 15 s a 55°C y extension de 4 min a 72°C,
seguidos por un paso de extension final 10 min a 72°C. Para visualizar el producto de las
PCR, se corrieron las muestras en un gel de agarosa al 1 % y se utilizo el Kit de
purificacion de PCR y extraccién de gel PureLink™ Quick, Invitrogen™ # K220001.

Para el aislamiento de la region codificante del gen de GFP con colas de fusion se utilizo
como DNA templado el plasmido cTag eGFP, la reaccion de PCR se realizé en un
volumen final de 25 pL. Cada reaccion se preparé con 12.5 yL la mezcla de reaccion Q5
High-Fidelity 2X, 125 pL de los oligonucledtidos Fw_eGFPTails New vy
Rv__eGFPTails_New (10 pM), 120 ng del plasmido cTag eGFP y 9.0 uL de H20
desionizada. La PCR se realiz6 en un termociclador Labnet MultiGene™ Mini PCR
Thermal Cycler.Las condiciones de esta PCR fueron una desnaturalizacién iniciala 98°C
por 3 min, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion 10 s a 98°C, alineamiento 20 s a
55°C y extension de 1 min a 72°C, seguidos por un paso de extension final 2 minutos a
72°C. Para visualizar los productos de las PCR, se corrieron las muestras en un gel de
agarosa al 1% y se utilizo el Kit de purificacion de PCR y extraccion de gel PureLink ™
Quick, Invitrogen™ #K220001 para purificar cada producto.

Para el aislamiento del fragmento “New_L3 Full _V2_Venus” con colas de fusion, se uso

como DNA templado el plasmido “New L3 Full V2 Venus” el cual fue creado por
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ensamble de Gibson por el Dr. Fernando Guzman Chavez usando la coleccion OPEN
PLANT TOOL KIT (Sauret-Gueto et al., 2020). El fragmento amplificado con colas
contiene los genes de resistencia de Kanamicina para bacterias, el gen de resistencia a
higromicina para plantas, el origen de replicacion, la regién terminadora entre otras
regiones de DNA lo que lo hacen excelente opcidn para fungir como vector de clonacién
(Ver Anexo I).

Para el aislamiento del fragmento correspondiente se realiz6 una PCR en un volumen
final de 50.0 yL, la cual se prepard con 25.0 uL de la mezcla PrimeSTAR Max Premix
(2X), 1.0 L del oligonucledétido Fw_NewL3y Rv_NewL3 (10 mM), 120 ng del plasmido
en cuestiony 22.0 uL de H20 desionizada. La PCR se realizé en un termociclador Labnet
MultiGene™ Mini PCR Thermal Cycler. Las condiciones de PCR fueron una
desnaturalizacion inicial por 3 min a 98°C, seguido de 35 ciclos: desnaturalizacion 15 s a
98°C, alineamiento de 15 s a 55°C y extension de 6 min a 72°C, seguidos por un paso
de extension final 10 min a 72°C. Para visualizar el producto de la PCR, se corrieron las
muestras en un gelde agarosa al 1 % y se utilizo el Kitde purificacionde PCRy extraccion
de gel PureLink™ Quick, Invitrogen™ # K220001.

5.12.2. Ensamble de Gibson de los fragmentos para obtener la construcciéon
promSOG1::SOG1-GFP

Una vez obtenidos los 3 fragmentos de interés con colas se procedié a realizar el
ensamble utilizando el Gibson Assembly® Cloning Kit, #£5510S como se describe a

continuacion:

En un tubo de reaccion para PCR se afiadieron 10.0 yL de amortiguador Gibson
Assembly Master Mix (2X), 5.0 yL del inserto SOG17 (concentracion 84 ng/uL), 2 uL del
inserto GFP (concentracion 83 ng/uL), 3 pL del fragmento del vector
New_ L3 Full_V2 Venus (concentracion 105 ng/uL), para un volumen total de 20.0 L.
La reaccion se incubd a 50°C por 45 min, después de transcurrido el tiempo se usé toda
la reaccion de Gibson para transformar células competentes TOP 10 como se describio

en la seccién 5.1 de métodos. Pasada la recuperacion el cultivo se centrifugd y el botén
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de células se resuspendié en 100 yL de medio, los cuales se plaquearon en medio LB
sélido suplementado con Kanamicina 50 pg/mL, incubandose toda la noche a 37°C.

5.12.3. Seleccion de colonias con la construccion con la promSOG1::SOG1-GFP

Se seleccionaron 14 colonias a las cuales se les extrajo el plasmido utilizando el QlAprep
Spin Miniprep Kit (#27104) siguiendo las instrucciones del fabricante y como fue descrito
en la seccion 5.2 de métodos. Los plasmidos (400 ng) se sometieron a un primer ensayo
de restriccion con la enzima BamHI| de Thermo Scientific FastDigest restriction enzymes
(Thermo Scientific™ FastDigest BamH|, FD0054) siguiendo las instrucciones del
fabricante (descrito en la seccién 6 de métodos) y se separaron en geles de agarosa al 1
% para visualizar los patrones de restricciéon. De las colonias que mostraron el patrén
esperado de digestion en el primer ensayo, se les realizé una segunda restriccion para
confirmar que el plasmido es la construccion deseada; para ello se utilizaron las enzimas
Xbal y Notl de Thermo Scientific FastDigest restriction enzymes (Thermo Scientific™
FastDigest Xhol, FD0694 y Notl, FD0594) siguiendo las instrucciones del fabricante
(descrito en la seccion 6 de métodos) y se separaron en geles de agarosa al 1 % para
visualizar los patrones de restriccidn. La cepa seleccionada se almacené en glicerol al 25
% a-70°C.

5.13. Localizacion subcelular de SOG1 en protoplastos de Arabidopsis thaliana

Los protoplastos son células vegetales vivas a las cuales se le ha removido la pared
celular mediante métodos mecanicos o con el uso de enzimas que degradan la pared
celular; dejando a la célula rodeada solo por la membrana plasmatica. Los protoplastos
se aislan principalmente de células del mesdfilo de las hojas, de callos o cultivos de
células en suspension (Ahmed et al., 2021). Es de suma importancia que en el proceso
de aislamiento se mantenga la integridad de la membrana plasmatica para la viabilidad
del protoplasto; por lo que, en la etapa inicial del aislamiento, el cual resulta en la
plasmdlisis de las células, se requiere un medio con ésmosis adecuada y, en el
aislamiento enzimatico, una mezcla de enzimas que degraden la pared celular. La
soluciéon contiene manitol como osmético y una mezcla de celulasas, hemicelulosas y

pectinasas (Davey et al., 2005). Posterior a su aislamiento, los protoplastos se lavan con
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una solucidon osmotica decreciente, se centrifugan y resuspenden para que puedan ser
viables a un proceso transformacion, el cual implica la entrega directa de DNA a células
vegetales individuales mediante polietilenglicol o electroporacion. Una vez dentro del
nucleo, el DNA puede expresarse de forma transitoria o integrarse de forma estable en el
genoma (Bhatia et al., 2015)

5.13.1. Extraccion de protoplastos de Arabidopsis thaliana

Para extraccion de protoplastos se utilizaron plantas tipo silvestre de Arabidopsisthaliana
(Col-0). Se siguid el protocolo reportado por (Yoo et al., 2007), el cual se describe a

continuacion:

Se tomaron 100 hojas verdaderas (hoja 5, 6 y 7) de plantas de 3 a 4 semanas de edad,
se cortaron en pedazos pequefios utilizando un bisturi nuevo; los pedazos se
sumergieron por completo en 10 mL de solucién enzimatica (manitol 0.4 M, KCI 20 mM,
MES 20 mM (pH 5.7), 1.5 % celulosa (m/v), 0.4 % macerozima (m/v) y CaCl2 10 mM)
contenida en una caja Petri. Posteriormente el contenido de la caja se filtré al vacio,
utilizando una camara de secado durante 30 minutos, posteriormente se incubaron a
25°C a 40 rpm durante 90 min, transcurrido el tiempo, se incrementé la agitacion a 80
rom durante 5 min. La soluciéon enzima/protoplasto, fue diluida con 10 mL de solucién W5
(2 MM MES (pH 5.7), 154 mM NaCl, 125 mM CaClz2, 5 mM KCI) una vez diluida, se filtro
en un tubo de centrifuga utilizando un pedazo de filtro miracloth (475855 Millipore
Miracloth) el cual se sumergié en solucion W5 para retirar las hojas, el filtrado fue
centrifugado a 200 xg a 4°C durante 2 minutos. Se desechd la mayor parte de
sobrenadante y se resuspendié el botdn con el sobrenadante residual. Se realizaron 2
lavados con 1 mL de solucion W5 y al final, se resuspendié con 500 uL de solucion MMG

(4 mM MES (pH 5.7), 0.4 M manitol, 15 mM MgClI2) para proceder a transformar los
protoplastos.

5.13.2. Transformacioén de protoplastos

En un microtubo de 1.5 mL se afiadieron 100 uL de protoplastos seguido de un volumen
equivalente a 1.0 pg del plasmido promSOG1::SOG1-GFP, se mezclé suavemente para
posteriormente anadir 110 pL de la solucion PEG (20% PEG 4000, 0.2 M, 100 mM CaCl2).
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Se incubd durante 30 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se diluyo la
mezcla con 400 pyL de W5 y se centrifugd a temperatura ambiente por 2 mina 100 x g, el
boton se resuspendid en 1 mL de solucion W5. Los protoplastos transformados se
observaron en microscopio confocal.

5.13.3 Tincion con MitoTracker® y DAPI

Una muestra de 10 uL protoplastos transformados fueron afadidos a un portaobjetos
céncavo, para su tincién se agregé 1.5 uL de MitoTracker® (100 nM) o DAPI (300 nM),
inmediatamente se mezcldé con movimientos suaves y se le colocd el cubreobjetos para
hacer las observaciones en el microscopio confocal. Se recomienda localizary observar
los protoplastos rapidamente para evitar que el colorante dafie a las células y/o las tifna

por completo no permitiendo diferenciar los componentes de éstas.
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6. RESULTADOS

Como se menciono el objetivo del presente trabajo de tesis es generar las herramientas
moleculares necesarias que nos permitan estudiar la localizacidon subcelular de las
proteinas encargadas de hacer frente al dafio al DNA (ATM, ATR y/o SOG1) en
Arabidopsis thaliana. Para ello se genero la construccién que permitio la expresion de
AtSOG1 unida a la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control de su propio
promotor lo que nos permitio estudiar la localizacion subcelularde SOG1 en mitocondrias
y cloroplastos. Ademas, se aislaron las regiones codificantes de los genes ATR y ATM de

Arabidopsis thaliana.

6.1. Obtencion de la construccion promSOG1::SOG1-GFP.

Para la obtencion del vector promSOG1::SOG1-GFP, se decidié realizar una
construccion similar a la descrita en Yoshiyama, et. al., 2013, en la cual su expresion es
regulada por el promotor del gen de SOG17, ademas de que el ORF del gen SOGT1 esta

fusionado al gen de GFP lo que permitira seguir su localizacion subcelular.

6.1.1. Aislamiento del fragmento de DNA promSOG1::SOG1-GFP y su clonacién en
el vector pJET1.2/Blunt.

A partir de plantas silvestres ecotipo Col-0 de Arabidopsisthaliana se realizo la extraccion
del DNAgenomico para el aislamientode laregion promotora y el marco de lectura abierto
de SOG1 mediante PCR, fragmento que nombraremos como promSOG1::SOG1 en el
presente trabajo. El fragmento amplificado abarco 1840 pb rio arriba del coddn de inicio
y todo el ORF del gen (figura 10a). A través de PCR se obtuvo el fragmento de DNA
gendmico de 4,414 pb (Figura 10b) correspondiente a promSOG1::SOG1. Dicho producto
de PCR fue purificado y cuantificado para ser clonado y almacenado en el vector
pJET1.2/Blunt, obteniendo la construccion pJET1.2::promSOG1::SOG1 (Figura 10c).
Para verificar la correcta clonacion del fragmento promS0OG1::SOG1 en pJET1.2/Blunt,
se seleccionaron 12 colonias transformantes a las cuales se les extrajo el plasmido y se
realiz6 un ensayo de restriccion con las enzimas Nofl y Ndel. De las 12 colonias
analizadas, solamente 2 mostraron el patron de restriccion esperado, en la figura 10d

se muestran el patron de restriccion esperado del vector pJET1.2::promSOG1::SOG1 en
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ensayo in silico realizado en SnapGene (panel superior) y en la parte inferior de la figura

se observa la restriccion experimental de la colonia seleccionada (Figura 10d).
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Figura 10. Aislamiento y almacenamiento en pJET1.2/Bluntdel fragmento promSOG1::SOGL1. a) Fragmento de DNA gendmico aislado
(promSOG1::SOG1) el cual contiene a 1840 pb rio arriba del ATG de inicio de la traduccién asi como todo el ORF del gen AtSOG1. b)
Resultado de la PCR para la obtencion del fragmento promSOG1::SOG 1 a partir de DNA gendmico en un gel de agarosa 1 %. ¢) Mapa de
la construccién in silico pJET1.2:.pSOG1::SOG1. d) Resultado del ensayo de restriccion con las enzimas Notl y Ndel del plasmido
pJET1.2::pSOG1::SOG1 in silico (panel superior) y experimental en un gel de agarosa 1 % (panel inferior).
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6.1.2. Clonacién de Gibson para obtener la construccion promSOG1::SOG71-GFP.

Para crear la construccion deseada, se utilizé la tecnologia de Gibson como se describié en
materiales y métodos. Para lo cual se aislaron los 3 fragmentos deseados con colas de fusion
(Figura 11a). Los 2 fragmentos de DNA adicionales a fusionar con promSOG1::SOG1 fueron:
1) la region codificante de GFP con colas de fusion (765 pb) y 2) la region de DNA que
funcionara como vector “backbone” del plasmido final (8799 pb con colas de fusién). Este
ultimo fragmento contiene los marcadores de seleccion para bacterias y plantas, asi como el
origen de replicacion y la regién terminadora 3term_Nos, la cual es usada como regién
terminadora de la fusion SOG17-GFP (Figura 11a). Para el aislamiento del fragmento
“packbone” de la construccién se realizé la PCR usando como templado el plasmido
“New_L3 Full V2_Venus”(consultar Anexol), obteniéndose el fragmento de tamafio esperado
(Figura 11b). El plasmido pJET1.2::;.pSOG1::SOG1 se utiliz6 como templado para la PCR, el
fragmento con colas de fusion obtenido fue de 4,425 pb (Figura 11c). Por ultimo, se aislo6 del
plasmido cTAG-eGFP (consultar Anexo |) la region codificante al gen de GFP, obteniéndose
un fragmento de 765 pb (Figura 11d). Todos los productos de PCR fueron purificados y
cuantificados para ser sometidos al ensamble de Gibson.
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Figura 11. Obtencion de la construccion promSOG1::SOG1-GFP por ensamble de Gibson. a) Fragmentos de DNA requeridos para la
obtencion de la construccion promSOG1::SOG1-GFP por ensamble de Gibson. b) Resultado de la PCR en un gel de agarosa 1 % del
fragmento de DNA que funcionara como “backbone” del plasmido deseado. c) Resultado de la PCR fragmento promSOG1::SOG1 con colas
de fusion a partir del plasmido pJET1.2::promSOG1::SOG1 en un gel de agarosa 1 %. d) Resultado de la PCR fragmento del gen de GFP
con colas de fusion a partir del plasmido cTAG_eGFP en un gel de agarosa 1 %.
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6.1.3. Confirmacién de la identidad del vector promSOG1::SOG1-GFP por ensayos
de restriccion.

Como se ha mencionado, para lograr la construccién planteada se realizé el ensamble
de Gibson con los fragmentos de PCR obtenidos. La reaccién de Gibson se utilizd para
transformar células competentes de E. coli, de las colonias transformantes crecidas se
seleccionaron al menos 6 colonias para purificar y hacer ensayos de restriccion para
verificar la correcta obtencion del plasmido promSOG1::SOG1-GFP (Figura 12).

Se realizaron dos ensayos de restriccion, el primero se utilizé en los plasmidos de las
seis colonias transformantes seleccionadas para discernir cuales tenian el patrén de
restriccion esperado (Figura 12a-c), la digestion se realizé con la enzima BamHlI teniendo
el plasmido esperado 2 sitios de reconocimiento para esta enzima uno de la regidn
promSOG1::SOG1 y el segundo en la secuencia del gen de resistencia a higromicina
(Figura 12a). En la figura 12b se muestra la restriccion in silico en SnapGene mientras
que el resultado experimental de la colonia seleccionada se muestra en la figura 12c, se
observa el patron de bandas experimental correspondié a la simulacion in silico. El
segundo ensayo de restriccidon unicamente se realizd en una colonia positiva para el
primer ensayo de restriccion con el fin de corroborar la identidad del plasmido (Figura
12e-f), en este caso la digestion se realizé con la combinacién de enzimas Nofl y Xbal,
enlafigura 12d se puede observar la localizacion de los sitios de corte para tales enzimas
en el plasmido promSOG1::SOG1-GFP, el patron de bandas experimentales
correspondio al patron obtenido in silico (Figura 12e-f). Ambos analisis de digestion nos
indicaron que el ensamble de Gibson se obtuvo de forma adecuada, por lo que esta
construccion posteriormente se usé para transformar protoplastos y observar la

localizacién subcelular del factor de transcripcién SOG1.
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Figura 12. Ensayo derestriccion para comprobar el éxito en el ensamble de Gibson en la
obtencion de la construccion promSOG1::SOG1-GFP. a-c) Andlisis de restriccion con la
enzima de restriccion BamH1, a) mapa del plasmido promSOG1::SOG1-GFP con los sitios de
corte para BamHl, b) restriccién in silico, c) resultado del ensayo de restricciéon con BamHI del
plasmido en gel de agarosa 1 %. d-f) Analisis de restriccion con las enzimas de restriccion Notly
Xbal, d) mapa del plasmido promSOG1::SOG1-GFP conlos sitios de corte para Notl y Xbal, €)
restriccion in silico, f) resultado del ensayo de restriccion con Notl y Xbal del plasmido en gel de

agarosa 1 %.

(0)]



6.2. SOG1 de Arabidopsis thaliana muestra triple localizaciéon subcelular
6.2.1. Localizacion de SOG1 en cloroplastos.

Para determinar si SOG1 presenta localizacidén en cloroplasto se realizé la expresion
transitoria en protoplastos de plantas Col-0 con la construccién promSOG1::SOG1-GFP,
para las observaciones en la microscopia confocal se observdé en campo claro la
integridad de los protoplastos (Figura 13A), la fluorescenciade GFP (fluorescenciaverde)
se observo en gran parte del protoplasto (Figura 13B), para discernir la localizacion de
los cloroplastos dentro de la célula se detectd la autoflorescencia de estos organelos
dada por la clorofila, (680nm/fluorescenciaroja) lo que permitié visualizar su localizacién
(Figura 13C). Se observo un claro traslape de ambas fluorescencias (Figura 13D),
indicando que efectivamente SOG1 presenta localizacion en cloroplastos.

Campo claro Fluorescencia GFP Fluorescencia Traslape de
cloroplasto fluorescencias

Figura 13. Imégenes en microscopia confocal de protoplastos mostrando la localizacion
de SOG1 en cloroplastos. A) protoplastos en campo claro B) fluorescencia de GFP C)
autofluorescencia de cloroplastos D) Traslape de fluorescencias de GFP y autofluorescencia de
cloroplasto.
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Mientras que en 8 de cada 10 protoplastos se observo unafluorescenciade GFP ubicuaen
los cloroplastos, en otro 20 % se observo la fluorescencia de GFP fuertemente relocalizada en

un sitio especifico en los cloroplastos (figura 14A-D), el cual podria tratarse del nucleoide de
este organelo, lo cual necesitara ser confirmado.

A B C D

Eatiipso dlars Fluorescencia GFP Fluorescencia Traslape de
cloroplasto fluorescencias

h % _A‘ - .-

Figura 14. Localizacion de SOG1 en subcompartimentos dentro del cloroplasto. A) protoplastos
en campo claro B) fluorescencia de GFP C) autofluorescencia de cloroplastos D) Traslape de
fluorescencia de GFP y autofluorescencia de cloroplasto.

6.2.2. Localizacion de SOG1 en mitocondrias.

Para evaluar si SOG1 muestra una localizacion subcelular en mitocondria se prepararon
protoplastos de la linea marcadora de mitocondrias Mito-CFP (Cyan Fluorescent Protein)
(Figura 15A-F). Los protoplastos de esta linea ya muestran fluorescencia cian en mitocondrias
(fluorescencia azul) (Figura 15C), por lo que se transformaron con la construccion
promSOG1::SOG1-GFP para también detectar la fluorescencia de GFP (Figura 15B) con el
objetivo de lograr determinar si existia traslape con la fluorescencia de cian. Sin embargo, el

microscopio confocal que utilizamos no puede hacer captura en paralelo de la fluorescencia
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de GFP y CFP debido a la proximidad de sus longitudes de emision en las que se detectan
ambas fluorescencias (entre 470 nm para GFP y 485 nm para CFP) por lo que no se logré
hacer directamente el traslape deseado. Para diferenciarla fluorescenciade GFP dentro de
los cloroplastos también se detect6 la autofluorescencia de estos organelos (figura 15D). Se
observé sefial muy fuerte de GFP fuera de los cloroplastos. La fluorescencia de la proteina
CFP; en color cian, mostré un patron muy similar a GFP fuera de cloroplastos (Figura 15E-F),
aungue se lograron distinguir algunas mitocondrias aisladas mostrando ambas fluorescencias
(Figura 15E-F), la mayoria de la fluorescencia de GFP fuera de los cloroplastos se localizé en
un punto especifico, indicando laprobabilidad que las mitocondrias se agruparon en estes sitio
dentro del citoplasma. Como se mencion0, a pesar de no lograr un traslape en la sefial de
emision de ambos fluor6foros con el microscopio utilizado, en las fotos independientes se
observd que la sefial de ambas proteinas fluorescentes se agrupa en el mismo sitio (figura

15E-F), por lo que sugeriria que la proteina SOG1 se localiza en mitocondria.

A B C D E F
' Fluorescencias  Fluorescencias
CampO C|ar0 Fluorescencia F|u0|’escenCIa F|u0reSC8nCia Cloroplasto+ cloroplasto+
GFP Mito-CFP cloroplasto Mito-CFP GFP

Figura 15. Localizacion de SOG1 con una proteina marcadora de mitocondria. A) protoplasto en
campoclaro B) fluorescenciade GFP C)fluorescencia de Mito-CFP D) autofluorescencia de cloroplasto
E) traslape de autofluorescencia de cloroplasto y de Mito-CFP F) traslape de autofluorescencia de
cloroplasto y GFP.

Para confirmar la localizacién mitocondrial de SOGL1 se realizé la tinciéon con MitoTracker® en
protoplastos de plantas silvestres transformados con la construccion promSOG1::SOG1-GFP,
este colorante tifie especificamente mitocondrias. En la figura 16 (A-F) se muestra que
efectivamente la fluorescenciade GFP fuera de los cloroplastos se traslapa con el patron de
fluorescenciade MitoTracker® (Figura 16E), este resultado nos confirmé que SOGL1 se localiza

también en mitocondrias.
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Figura 16. Localizacién de SOG1 en mitocondrias. A) protoplasto en campo claro, B) fluorescencia
de GFP, C) fluorescencia de MitoTracker® D) autofluorescencia de cloroplasto E) sobrelape de
fluorescencia de GFP y MitoTracker® F) sobrelape de autofluorescencia de cloroplasto y fluorescencia
de GFP.

6.2.3. Localizacion de SOG1 en nucleo.

Hasta ahora, el papel conocido de SOG1 es como el factor de transcripcién que activa la
expresion de cientos de genes nucleares en respuesta a dafio al DNA (Pedroza-Garcia et al.,
2022), la mayoria de los estudios reportados acerca de SOG1 han sido caracterizando su
funcién en el nicho de células troncales de la raiz de Arabidopsis thaliana, donde se ha
mostrado que este factor de transcripcion tiene localizacidon nuclear como es de esperarse
(Yoshiyamaet al., 2013). Por lo tanto, en este trabajo también se evalu6si SOG1 se encuentra
en el nucleo de protoplastos provenientes de células de hojas de la roseta. Por lo tanto, se
realizotincion con DAPIde protoplastos transformados con la construccion promSOG1::SOG1-
GFP (Figura 16A-E), el DAPI es un colorante fluorescente que se une fuertemente a las
regionesricas en adeninaytimina del DNA. Se observd la fluorescencia de DAPI (color azul),
concentrada en una parte especifica del protoplasto, sefialada en la figura 16B, esta

fluorescencia se traslapa con la fluorescenciade GFP (Figura 16B-D), lo cual corroboré que
SOGL1 se encuentra en nucleo de protoplastos provenientes de las hojas de la roseta.
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Figura 17. Localizacién de SOG1 en nucleo tefiido con DAPI. A) protoplasto en campo claro B)
fluorescencia de DAPI C) fluorescencia de GFP D) Traslape de fluorescencias de DAPly GFP E)
autofluorescencia de cloroplasto.

6.3. Identificacion y aislamiento de las regiones codificantes de los genes ATMy ATR de
A. thaliana.

Para obtener el fragmento codificante de los genes de las cinasas ATM y ATR de A. thaliana,
primero buscamos las secuencias de ambos genes en la base de datos de The Arabidopsis
Information Resource (TAIR), Sin embargo, a diferencia del gen de SOG1 el marco de lectura
para ambos genes es de un tamafio mayor a 10 kb lo que complica su aislamiento directo del
DNA gendmico, por lo tanto, se decidié aislar unicamente las regiones codificantes de cada

gen.

6.3.1. Estructura de los genes AtATMy AtATR

En la figura 17 se muestra la estructura de los genes AtATM (AT3G48190.2) y AtATR
(AT3G40820.1), las cuales se obtuvieron de TAIR Arabidopsis. El ORF de AtATM tiene una
longitud de 27,265 pb y esta conformado por 79 exonesy 78 intrones (Figura 17a), mientras
gue su cDNA corresponde a 9,042 pb. En el caso del gen AtATR su ORF es de 11,171 pb
(Figural7b), el cualtiene 15 exonesy 14 intrones, mientras que su cDNA corresponde a 8,112
pb.

@ Longitud del ORF de ATM (27,265 pb)

— e ——— e — - ERH A H R E

—H H
AT3G48190.1

5000 10,000 15,000 20,000 25,000

@ Longitud del ORF de ATR (11,171 pb)

pe
AT5G40820.1

2500 5000 7500 10,000



Figura 18. Mapas de los ORFs de los genes ATM y ATR. a) Longitud del DNA genémico de
ATM (AT3G48190.1) de 21,265 pb b) Longitud del DNA gendmico de ATR (AT3G40820.1) de 11,171
pb. Figuras e informacién tomada de TAIR Arabidopsis.

6.3.2. Aislamiento de las regiones codificantes de AtATM y AtATR.

Para aislar las regiones codificantes de los genes AtATM y AtATR, se extrajo RNA total para
sintetizar cONA y aislar por PCR las regiones codificantes de 9,042 pb para ATMy 8,112 pb
para ATR. Ambos cDNAs son de un tamafio considerable para ser facilmente amplificados en
unasolareaccion de PCR, por lo que se plante6 una estrategia en la cual se pudieran obtener

en dos partes los fragmentos codificantes de ATM y ATR, para posteriormente ser unidas por
ensamble de Gibson y asi obtener el fragmento codificante completo (figura 18).

El cDNA para ATR se fraccion6 en dos partes para obtener el primer fragmento de ATR
correspondientea 3,636 pby el segundofragmentode ATR de 4,921 pb (Figura 18a). También
el cDNA para ATM, se fraccion6 en dos partes, el primer fragmento del gen de ATM

corresponde a 4,921 pb y el segundo fragmento del gen ATM a 4,155 pb (Figura 18b).

® ®

8,112 pb
> 1 >
cDNA ATR
< | < <

ATR parte 1 ATR parte 2 ATM parte 1 ATM parte 2

3,636 pb 4,921 pb 4,909 pb 4,155 pb

Figura 19. Estrategia de obtencion por fragmentos de los genes correspondientes a las cinasas
ATMYy ATR a partir de cDNA. a) Obtencién de ATM en dos fragmentos a partir de cDNA b) obtencion
de ATR en dos fragmentos a partir de cDNA.
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Se esperaba que a través de una PCR convencionaly con polimerasas comerciales obtener
los fragmentos sin mayores complicaciones con la estrategia descrita, situacion que se
complico al implementarla, ya que se obtuvieron concentraciones extremadamente bajas de
los fragmentos de las cinasas lo que imposibilitaba clonarlas dentro del vector pJET1.2/Blunt.
El Unico fragmento que se logré amplificar con éxito y en concentraciones aptas para su
clonacién en el vector de almacenamiento fue el primer fragmento de cDNA de ATM

correspondiente a 4,909 pb (Figura 19b-d).

Debido a que no se pudieron obtener amplificaciones de los demas fragmentos con una
reaccion de PCR convencional como se planted, se disefié una estrategia de PCR anidada la
cual es unatécnica que reduce laamplificacion inespecifica de la secuencia blanco dentro del
DNA, aumentando la sensibilidad y especificidad para obtener la amplificacion esperada. Este
protocolo se realiz6 en dos recciones de PCR sucesivas, en la primera se utilizaron
oligonucledtidos que abarcaron secuencias que flanquean por ambos extremos la secuencia
blanco (por ello nombramos a los oligonucleétidos de esta primera reaccién como “outer”’ cuya
traduccion del inglés es fuera). Después de la primera reaccién, se realiz6 una segunda
reaccion sobre el producto de la primera PCR con oligonucleétidosque se unen a la secuencia
objetivo dentrode la secuencia amplificada de la primera PCR (de ahi que el nombre clave de
los oligonucledétidos se nombran “inner” por su traduccion en inglés dentro). Por ello se
disefiaron oligonucledtidos “outer” e “inner’ siguiendo esta estrategia de obtencion por
fragmentos de los cDNAs tanto de ATM (Figura 19¢) y ATR (Figura 20a-c). En el caso de ATM
sélo aplico la PCR anidada para para obtener el segundo fragmento de ATM (Figura 19c),
logrando amplificar este fragmento de 4,175 pb (Figura 19e).

Para ATR se aplicé la PCR anidada para obtener ambos fragmentos del gen (Figura 20a-c) en
la primera reaccion de PCR se utiliz6 el cDNA total como templado y los oligonucle6tidos
“outer” correspondientes a cada fragmento; el producto de esta reaccion se empleé como
templado para las segundas reacciones de PCR con los oligonucleoétidos “inner” de cada
fragmento. El resultado fue la amplificacion del primer fragmento de ATR de 3,620 pb (Figura
20d) y el segundo fragmento de ATR de 4,927 pb (Figura 20e).
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Figura 20. Estrategia de obtencién de los fragmentos codificantes correspondientes al gen
AtATM a partir de cDNA. a) Fragmento codificante del gen ATM y localizacion de los oligonucleétidos
utilizados para su aislamiento por fragmentos. b) Obtencion del primer fragmento de cDNA de ATM por
PCR convencional. ¢) Obtencion del segundo fragmento de cDNA de ATM por PCR anidada. d)
Resultado de la PCR convencional para la obtencion del primer fragmento de cDNA de ATM en un gel
de agarosa 1 %. e) Resultado de la PCR anidada para la obtencién del segundo fragmento de cDNA
de ATM en un gel de agarosa 1 %.
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Figura 21. Estrategia de obtencion de los fragmentos codificantes correspondientes al gen ATR
a partir de cDNA. a) Fragmento codificante del gen ATR y localizacién de los oligonucle6tidos para su
aislamiento por fragmentos. b) Obtencién del primer fragmento de cDNA de ATR por PCR anidada. c)
Obtencion del segundo fragmento de cDNA de ATR por PCR anidada. d) Resultado de la PCR anidada
para la obtencion del primer fragmento de cDNA de ATR en un gel de agarosa 1 %. e) Resultado de la
PCR anidada para la obtencién del segundo fragmento de cDNA de ATR en un gel de agarosa 1 %.
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6.3.3. Clonacién en el vector pJET de los fragmentos codificantes de AtATMy AtATR.

Los fragmentos de DNA obtenidos de las PCRs fueron purificados y cuantificados, para
posteriormente ser clonados en el vector pJET1.2/Blunt para el almacenaje de las secuencias.
Para los fragmentos del cDNA de ATM los mapas de los plasmidos pJET1.2::ATM_Part1 'y
pJET1.2::ATM_Part2 se muestran en figura 21a-b junto con la localizacién de las enzimas de
restriccion que se utilizaron para verificar la identidad de las secuencias clonadas. Los ensayos
de restriccion de ambos plasmidos se modelaron in silico usando SnapGene (Figura 21c-d),
para la digestion del plasmido pJET1.2::ATM_Part1 se usé la enzima de restriccion Xhol,
mientras que para el plasmido pJET1.2::ATM_Part2 se empled la combinacion de las enzimas
Xhol y Ndel. Se seleccionaron de 12 a 18 colonias transformantes de cada construccién para
lograr encontrar una colonia de cada construccion con el patron de restriccion esperado, cuyo
patréon de restriccion experimental de la correspondiente colonia seleccionada se muestra en

la figura 20e.

Los mapas de los plasmidos pJET1.2::ATR_Partl y pJET1.2::ATR_Part2 se muestran en la
figura 22a-b, de igual forma se realiz6 un andlisis restriccidn in silico en SnapGene para cada
construccioén (Figura22c-d). Para el plasmido con la primera parte del cDNA de ATR se realizé
la digestion con la enzima Ndel mientras que para el vector pJET1.2::ATR_Part2 se utilizé
Hindlll (Figura 22a-e). Se analizaron por restriccién plasmidos purificados de 10 a 12 colonias
de cada construccién para encontrar al menos una colonia con el patron de restriccion
esperado. La restriccion experimental de los plasmidos provenientes de las colonias

seleccionadas se muestra en la figura 22e.
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Figura 22. Ensayo de restriccion para comprobar que los fragmentos de cDNA de ATM se
clonaron en el vector de almacenamiento pJET1.2/Blunt a-b) Mapas in silico de la construcciones
pJET1.2::ATM_Partl y pJET1.2::ATM_Part2, mostrando la localizacién de las enzimas de restriccion
empleadas. c-d) Ensayos de restriccion in silico para pJET1.2:ATM_Partl con  Xhol y
pJET1.2::ATM_Part2 usando Xhol + Ndel. e) Resultado experimental de los ensayos de restriccion de
los plasmidos en gel de agarosa 1 %.
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Figura 23. Ensayo de restriccion para comprobar que los fragmentos de cDNA de ATR se
clonaron en el vector de almacenamiento pJET1.2/Blunt. a) a-b) Mapas in silicode la construcciones
pJET1.2:ATR_Partl y pJET1.2::ATR_Part2, mostrando la localizacién de las enzimas de restriccion
empleadas. c-d) Ensayos de restriccion in silico para pJET1.2:ATR_Partl con Ndel y
pJET1.2::ATR_Part2 usando Hindlll. e) Resultado experimental de los ensayos de restriccion de los
plasmidos en gel de agarosa 1 %.



6.3.4. Secuenciacion de los fragmentos clonados.

Unavez clonados los fragmentos de cDNA de los genes ATR y ATM en el vector pJET1.2 de
almacenamiento. Estos fueron secuenciados completamente por la tecnologia Oxford
Nanopore. EI andlisis de las secuencias resultantes indic6 que el plasmido
pJET1.2::ATM_partl contienedosinsercionesde DNA de 21y 33 pares de bases nopresentes
en la secuencia de cDNA reportada en la base de datos de TAIR Arabidosis
(https:/iwww.arabidopsis.org). Sin embargo, al alinearla secuenciade la parte 1 de ATM con
la secuenciade DNA gendmico del gen ATM (AT3G48190), se identificd que la secuenciade
21 bases corresponde a la parte final del intron 10, mientras que la insercion de 33 bases esta
alineada con la parte final del intron 11. Aunque estas inserciones no rompen el marco de
lectura abierto, si fueron bases que se agregaron en multiplos de tres, si insertan tanto en el
primer como en el segundo caso unoy dos codones de paro respectivamente. Con base en
este resultado, se buscara amplificar la parte 1 de ATM bajo la metodologia de PCR anidado,
la cual funciono bien en la parte 2 de ATM, debido a que no se encontraron mutaciones en la
secuenciacion. El gen ATR (AT5G40820), al igual que con ATM, fue aislado en dos partes
usando PCRs anidadosy los fragmentos obtenidos fueron clonados en el vector pJET1.2. La
secuenciacién en primera instanciase hizo por tecnologia de Oxford Nanopore y se verificaron
algunasregionespor secuenciacion de Sanger, los resultados obtenidosindicaron que la parte
1 de ATR presenta una delecion de 3 bases (GCA), lo que implica la eliminacién de un
aminoacido (alanina), pero manteniendo el marco de lectura correcto. Mientras que la
secuenciadela parte 2 de ATR presenté unamutacion silenciosaque no modificala secuencia
de aminoacidos. Dado que las dos partes de ATR son correctas en secuencia, se continuara

con el ensamble de estos fragmentos de DNA por ensamble de Gibson para su posterior
clonacién en un vector de expresion.
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7. DISCUSION

1. Potencial funciéon mas alla del nucleo del factor de transcripcion SOG1 y las cinasas
ATR y ATM.

En el presente trabajo se generaron herramientas moleculares como la generacién de la
construccion promSOG1::SOG1-GFP y el aislamiento de las regiones codificantes de los
genes de las cinasas ATR y ATM de Arabidopsis thaliana. La generacion de construcciones
que contengan las regiones codificantes de estos reguladores maestros de la respuesta al
dafio al DNA (DDR) fusionados a la proteina marcadora GFP nos permitira obtener evidencia
experimental si estos componentes, que son conocidos por su papel en el nucleo también
podrian localizarse en mitocondrias y cloroplastos, como ocurre con ATM y p53 (analogo
funcional de SOG1) de mamiferos y levaduras, los cuales también se localizan en
mitocondrias. En afos recientes se han tenido importantes avances en la comprension de la
DDRen el nucleode células meristematicas de raiz (Hu etal., 2016; Nisa et al., 2019; Pedroza-
Garcia et al., 2021), sin embargo, aun se desconoce como ocurre el mantenimiento de la
integridad del DNAde los organelos y la sefalizacidn retrograda que sucede entre organelos-
nucleo para responder a las lesiones en el DNA de cloroplasto y mitocondria. En plantas, las
mitocondrias y los cloroplastos son la fuente de energia celular para permitir el adecuado
desarrollo y crecimiento, por lo que comprender como se mantiene la integridad de los DNA
organelares resulta primordial. Nosotros hemos hipotetizados que estos 3 reguladores
maestros de la DDR podrian tener una funcién primordial en mantener la estabilidad de nucleo,

mitocondrias y cloroplastos.

2. El factor de transcripcion SOG1 de A. thaliana presenta localizacion en mitocondria y
cloroplasto.

La construccién promSOG1::SOG7-GFP que se obtuvo en el presenta trabajo, se utilizé para
hacer expresion transitoria en protoplastos provenientes de hojas de la roseta de plantas
silvestres de A. thaliana, nuestros resultados mostraron que SOG1 ademas de tener la
localizacion nuclear esperada, como habia sido previamente reportado en células
meristematicas de raiz (Yoshiyama et al., 2013), también tiene una clara localizacién en
cloroplastos y mitocondrias. Estos resultados no eran facilmente predecibles con el analisis de
secuencias del gen o la proteina, debido a que carece de algun péptido de transito a organelos

adicional a la secuencia NLS de localizacién nuclear (Mahapatra & Roy, 2020). Aunque p53 de
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mamiferos y levaduras, que es el factor de transcripcion con funciéon analoga a SOG1, se
localiza en mitocondrias y tiene multiples funciones para mantener la integridad de la
mitocondria independientes de la transcripcion en nucleo tales como:1) la induccion de la
apoptosis al inhibir proteinas con actividad antiapoptética al interactuar con estas; 2) p53
contribuye a la liberaciéon de citocromo C, lo cual activa a caspasas desencadenando la
mitofagia para eliminar mitocondrias dafiadas (Comel et al., 2014; Taylor et al., 2008) y 3) p53
interactua directamente con el DNA mitocondrial y con proteinas involucradas en los
mecanismos de reparacion del DNA de este organelo (Park et al., 2016). A nivel de secuencia
entre SOG1 y p53 no existe homologia por lo que resulta bastante intrigante como es que
ocurrié la evolucién de los mecanismos de laDDR en el caso de este mediador, a pesar de no
tener similitud en sus secuencias y dominios en las proteinas ambos factores de transcripcién
son activados en respuesta a dafio al DNA por la fosforilacion directa de los correspondientes
ortélogos de las cinasas ATR y ATM, aun mas interesante es que varios de los genes blancos
de SOG1, sus ortélogos en mamiferos son blancos de p53, en ambos casos inducen la
transcripcion de genes implicados en mecanismos de reparacion celular, la detencidn
transitoria de la divisidon celulary en acumulacion severa de dafio se inducen genes implicados

en la muerte celular programada (Mahapatra & Roy, 2020). Ademas de todas estas funciones

compartidas en el nucleo entre p53 y SOG1, nosotros hemos obtenido la primera evidencia de
que probablemente también comparten funciones para mantener la integridad genémica en
mitocondria y aun mas interesante, en plantas, SOG1 también podria estar contribuyendo a
mantener la integridad gendmica en cloroplastos. Muchas de las funciones de p53 en
mitocondria depende de la interaccion con otras proteinas, desde su localizacién en
mitocondria necesita ser translocada con ayuda de otras proteinas (Blandino et al., 2020), por
lo tanto, resultara primordial determinar con que proteinas interactia SOG1 para su
translocacién a mitocondria y cloroplasto, asi como otras proteinas que permitieran realizar

potenciales funciones en estos organelos.

Hasta ahora, en A. thaliana, unicamente se habia asociado una funcion de la sefializacion
dependiente de ATM-SOG1 en la comunicacion entre cloroplastos y nucleo por la acumulacion
de ROS generados en estos organelos, la produccién de ROS activo a lacinasaATM y las vias
de la DDR (Yi et al., 2014) y la alteracion en la funcion del cloroplasto indujo la expresion de
genes blancos de SOG1 (Benhamed et al.,, 2014), algunos de los cuales podrian estar

involucrados en la proteccién o reparacion del DNA de organelos. La interpretacion de estos
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datos fue que las vias de sefalizacion retrograda son activadas por dafo al DNA del
cloroplasto, acumulandose ROS desencadenandola actividad de SOG1 y probablemente ATM
en nucleo, influyendo en la regulacioén del ciclo celular y la entrada a endociclo (Duan et al.,
2020). No obstante, nuestros resultados de localizacion subcelularen cloroplasto y mitocondria
indican nuevas funciones de SOG1 en estos organelos para mantener su integridad genémica
mas alla de su funcién como factor de transcripcion en el nucleo. Interesantemente, alrededor
de los 80 % de protoplastos observados mostraron que SOG1-GFP se localizd
homogéneamente dentro de los cloroplastos, mientras que en un 20 % se concentré su
localizacion en subcompartimentos dentro de los cloroplastos, los cuales podrian tratarse de
los nucleoides de estos organelos, por lo que pudiera estar SOG1 interactuando directamente
con el DNA organelar o sus proteinas involucradas en su reparacién, como sucede con p53
cuando hay dafo al DNA en mitocondria (Park et al., 2016). Por lo tanto, sera una prioridad
determinar si realmente SOG1 se une al DNA en los nucleoides de cloroplastos y si esto
depende de la acumulacion de dafno en el DNA de estos organelos. Asimismo, sera importante
determinar si la localizacién de SOG1 en mitocondria y/o cloroplasto es tejido especifico en

hojas de roseta o también se puede observar en meristemos de raiz u otros tejidos.

Finalmente, cabe mencionar que en plantas se han reportado alrededor de 30 factores de
transcripcion (TFs) que se encuentran fuera del nucleo y solo se activan y relocalizan al nucleo
en respuesta a estreses bidticos y abidticos; estos factores de transcripcién pueden encontrase
en el citosol o asociados a reticulo endoplasmatico y membrana celular (Marathe et al., 2024).
Se ha reportado hasta ahora 3 factores de transcripcion con localizacién en nucleo y
cloroplasto en plantas, entre estos se encuentra el factor de transcripcion NAC102
(Arabidopsis NAC transcription factor 102), el cual es de la misma familia de TFs de SOG1, se
ha demostrado que ANAC102 es inducido por ROS generadas por exceso de luz o en
respuesta al tratamiento con B-cyclocitral, el cual es un componente de la sefializacion de
plastidio, la mutante muestra defecto en la respuesta a B-cyclocitral, indicando que ANAC102
media la sefalizacion en el plastidio rio abajo del estrés fotooxidativo (Krupinska et al., 2020).
Por lo tanto, SOG1 seria el cuarto factor de transcripcién que se encuentra en nucleo y
cloroplasto, el cual ademas también tiene localizacién mitocondrial. Este hallazgo abre
multiples nuevas lineas de investigacion de como ocurre la comunicacion en respuesta a dafo
al DNA en organelos hacia nucleo y viceversa, pudiendo ser SOG1 quien coordina fisica y

directamente tal comunicacion.
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3. ¢ATM ylo ATR de Arabidopsis coordinan Ila comunicaciéon entre
cloroplasto/mitocondria a nucleo en DDR en organelos?

Existe evidencia acerca de la conexion entre la DDR y la funcién de la mitocondria en
mamiferos, en especifico se ha demostrado que ATM controla la respuesta mitocondrial al
dano del DNA nuclear (Shimura et al., 2017) y contribuye a mantener el numero de copias de
DNA mitocondrial bajo condiciones normales de crecimiento en fibroblastos (Eaton et al.,
2007). Asimismo, se ha demostrado que esta cinasa se puede encontrar asociada con las
mitocondrias y su ausencia resulta en afectaciones en la funcidén de la mitocondria, mas
recientemente se reportd que ATM se localiza dentro de la mitocondria en miocitos cardiacos
bajo condiciones normodxicas y en especifico estd asociada a la membrana interna
mitocondrial, sugiriendo una interaccion entre ATM y la cadena transportadora de electrones
(Blignaut et al., 2019). En el caso de ATR de mamiferos, se ha reportado que tiene actividad
anti apoptdtica en la mitocondria en respuesta a dafo por luz UV, ATR contiene un dominio
parecido a BH3 que le permite su interaccion con la mitocondria suprimiendo la liberacion de

citocromo C y apoptosis (Hilton et al., 2015).

Hasta la fecha, en plantas, se desconoce si los ortdlogos de ATM y/o ATR se localizan en
mitocondria y/o cloroplasto y si participan en la regulacion de mecanismos para mantener la
integridad de estos organelos. En 2017, se reportd que el amino terminal de ATM podria estar
interactuando con RUG3, una proteina mitocondrial, y que esta interaccion ocurria en el interior
del organelo (Su et al., 2017). Sin embargo, la proteina que habia sido identificada como ATM
en este estudio no corresponde al ID del gen correcto, por lo tanto, aun no existe evidencia
experimental de una localizacion diferente a la nuclear de alguna de las 2 cinasas. ATM de
Arabidopsis es activada en respuesta a ROS (Yi et al., 2014; Duan et al., 2020), pero se

desconoce como ocurre la senalizacion.

En este trabajo nos propusimos aislar las regiones codificantes de los genes de ATR y ATM,
hasta ahora no existe reportes con construcciones que cuenten con toda la regién codificante
de cada gen, muy probablemente se deba al tamafio de estos que rebasan los 8 Kb lo cual
dificulta su aislamiento. Las regiones codificantes lograron aislarse en 2 fragmentos que
posteriormente se unieron mediante reacciones de Gibson y que se pretendia que las
construcciones expresaran a las proteinas completas fusionadas a GFP, esto permitira evaluar
en protoplastos las localizaciones subcelulares de ATR y ATM en mitocondria y/o cloroplastos.

De los 2 fragmentos aislados del cDNA de ATR coincidieron con las secuencias esperadas,
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mientras que el primer fragmento de ATM que se amplifico encontramos un evento de splicing
alternativo que incorporé 2 codones de paro, por lo que debera aislarse nuevamente este
fragmento. Sera interesante evaluar si este splicing observado es parte de la regulacionde la
expresion de la cinasa. Ademas, la clonacion de las regiones codificantes completas nos
permitira obtener las proteinas recombinantes para su caracterizacion in vitro que hasta la

fecha no se ha realizado.

Uno de los principales retos en la actualidad es la pérdida de productividad en plantas de
interés agronomico debido al cambio climatico, por lo que la comprension de los mecanismos
moleculares de como las plantas muestran resiliencia a condiciones adversas en su ambiente
podria ayudar a desarrollar novedosas estrategias biotecnoldgicas para hacer frente a las
pérdidas de rendimiento. Por lo tanto, revelar los mecanismos que controlan la DDR

representan un campo de estudio fundamental para lograr tal propoésito.
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8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Con el desarrollo de este trabajo de investigacién se ha logrado obtener la construccion
promSOG1::SOG1-GFP vy establecer el protocolo de generacion y transformacion de
protoplasto de hojas de Arabidopsis, lo cual nos permitié determinar que el factor de
transcripcion SOG1 presenta localizacion en mitocondrias y cloroplastos, ademas de su
localizacién esperada en nucleo. Lo cual ha dejado abiertas multiples preguntas para ser
abordadas ¢SOG1 coordina directamente la senalizacidon retrograda para salvaguardar la
integridad de los genomas de los organelos? ¢ Cuales son las funciones de SOG1 en organelos
que son independientes de su actividad de factor de transcripcion en nucleo? ¢Los
mecanismos regulados por p53 en mitocondria en mamiferos son parecidos a los controlados
por SOG1 en mitocondria/cloroplasto en plantas? ;SOG1 tiene funciones especificas o
compartidas entre mitocondrias y cloroplastos? ; SOG1 se relocalizay se une a nucleoides de
cloroplastos en respuesta a estrés al DNA organelar? Asimismo, sera de suma importancia
determinar cuales son los interactores fisicos de SOG1 en mitocondrias y cloroplastos, lo que

nos permitira deducir sus potenciales funciones en estos organelos.

Por otra parte, el aislamiento de las secuencias codificantes completas de los genes de ATM y
ATR de Arabidopsis en 2 fragmentos, nos permitira hacer su ensamble mediante Gibson para
posteriormente generar las construcciones con fusiones traduccionales con GFP, lo que nos
permitira determinar si 4 ATM y/o ATR también se encuentran en a cloroplasto y/o mitocondria
en respuesta a dafio al DNA en organelos como ocurre con sus contrapartes en mamiferos?
En paralelo se generaran construcciones que nos permitan expresar y obtener las proteinas

recombinantes para la caracterizacioén in vitro de ambas cinasas.

La respuesta general que empezaremos a responder es ¢ Cual es el papel molecular de las
cinasas ATR y ATM, y del factor de transcripcién SOG1 en la coordinacion de la sefalizacion
retrébgrada para salvaguardar la integridad de los genomas de los organelos? Este trabajo
represento un avance para responder esta pregunta y las perspectivas que abre el trabajo es
caracterizar algunas de las funciones de las cinasas y el factor de transcripcion SOG1 enlineas
mutantes de sog1, atry atm, lo que nos permitira determinar como las deficiencias en las vias
de sefalizacion de la DDR repercuten en el desarrollo de las plantas en respuesta a estrés en
organelos. En estas mutantes se planea que sean sometidas a diferentes tipos de estrés que
generen dafio general tanto en nucleo y en organelos, asi como usando compuestos que

generan unicamente dafio en el DNA de mitocondria y cloroplastos como son ciprofloxacinay

65



novobiocina; lo que nos permitira estudiar la relevancia de estos reguladores maestros en la

respuesta al dafio en DNA en coordinar la repuesta entre nucleo y los organelos.

Adicionalmente, se evaluara el papel de la fosforilacion de SOG1 dependiente de las cinasas
ATM y ATR, para determinar si cambios en su fosforilacion estan involucrados directamente en

su potencial papel para mantener la integridad del DNA en mitocondrias y cloroplastos,
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ANEXO|

Los plasmidos New L3 Full V2 Venus y cTag _eGFP son parte del a colecciéon OpenPlant

Kit (Sauret-Gueto et al., 2020), la cual fue donada por el Prof. Jim Haseloff de la universidad
de Cambridge en Reino Unido.
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ctag_egfp
2778 bp

LO fusion site TTCG

LO fusion site GCTT
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