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RESUMEN

Aun estamos lejos de entender los principales mecanismos que controlan la iniciacion
de raices laterales, un punto central en el desarrollo de la raiz lateral y base de la formacion
del sistema radical en plantas. Tal conocimiento es de fundamental importancia para el
entendimiento de los mecanismos de desarrollo de la raiz. En nuestro grupo se realizd un
escrutinio de una coleccion de 2,000 lineas transgénicas de tipo “gene trap” y “enhancer
trap” (MGTs y METS) generadas usando el sistema implementado por Sundaresan y col.
(Genes Dev. 1995, 15: 1797) para seleccionar lineas con la expresion del gen reportero
GUS en periciclo y en los primordios de las raices laterales. El sistema Ac/Ds permite la
modificacion de plantas transgénicas mediante el uso de transposones para su insercion en
genes endogenos. La insercion actia como una marca molecular facilitando su
identificacion y permite la expresion temporal y/o tejido especifico de genes reporteros
como el gen de la B-glucuronidasa (GUS). Basandonos en informacion preliminar de la
actividad de GUS en celulas de periciclo seleccionamos 10 lineas MGTs y 2 MET para su
estudio. En este trabajo se confirmé dicha expresion en células de periciclo en las lineas
MGT 22, MGT 180, MGT 511, MGT 821 y MET 441, y en etapas tempranas de
primordios de raices laterales en las lineas MGT 180, MGT 511 y MGT 512. La linea
transgénica mas interesante (MGT 180) fue seleccionada por la estabilidad vy
reproducibilidad de la actividad de GUS en células del periciclo y etapas tempranas de la
formacion de primordios, manteniendo el mismo patrén de tincion en plantas de diferente
edad. Encontramos que la mayoria de las raices laterales de la linea MGT 180 tuvieron el
meristemo apical mas corto que el meristemo de tipo silvestre. Un analisis genético de
segregacion (basado en la resistencia a kanamicina y actividad de GUS) y un analisis
molecular sugirieron la presencia de al menos 2 inserciones no relacionadas en MGT 180.
Mediante la técnica de TAIL-PCR se identific6 una region en el cromosoma 3 en la
posicion 94290 del BAC T4C21 del genoma de Arabidopsis thaliana. Mediante PCR se
realizd la confirmacion de la posiciéon de la insercion en la region UTR5’ putativa del
At3g60870, adyacente al gen At3g60860. Por lo tanto, el gen identificado en este trabajo
como candidato a presentar un papel relacionado con el desarrollo de raices laterales es
At3g60870 que codifica para una proteina nuclear con un dominio tipo AT (“AT-hook™), la
proteina AHL18.
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1 INTRODUCCION

La raiz es un organo de vital importancia en la vida de una planta ya que participa
en la absorcidn de nutrientes y agua asi como en su transporte a la parte aérea, provee un
soporte fisico, es almacén de alimento y en muchas especies es el principal sitio de sintesis
de metabolitos (Rost, et al. 1998), entre ellas fitohormonas tales como auxinas (Ljung et
al., 2005) y citocininas (Al6ni et al, 2005), las cuales participan en importantes procesos
fisiologicos. El conjunto de raices de una planta constituyen el sistema radical. Este sistema
surge después de la germinacion de una semilla a partir de un érgano embrionario llamado
radicula embrionaria, cuando la radicula sale de la semilla y crece se le llama raiz primaria.
La mayor parte del sistema radical estd hecho de raices laterales que se originan a partir de
la raiz primaria, la produccién de nuevas raices laterales continta a lo largo de la vida de
una planta y el desarrollo de la raiz lateral estd controlado por diferentes factores
incluyendo la concentracion de nutrientes en la planta y el suelo (Lopez-Bucio et al.,
2003).

1.1 Ventajasde Arabidopsis thaliana como sistema modelo.

Arabidopsis thaliana es una planta que tiene varias ventajas para utilizarla como
modelo de estudio del sistema radical, su genoma es pequefio y estd completamente
secuenciado (130 Mb organizadas en 5 cromosomas), la observacion de la morfologia de la
raiz es facil de analizar utilizando técnicas de microscopia de contraste diferencial de
interferencias o Nomarski (Dubrovsky y Rost, 2003). Debido a que en este organo los
tejidos son semitransparentes y el patrén de formacion de tejidos es simple y predecible y, a
diferencia de la formacion de la raiz primaria que ocurre durante la embriogénesis, la
formacion de raices laterales es facilmente accesible para observacion y experimentacion
(Figura 1B).
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Figura 1.- Estructuradelaraiz. (A) Esquema general de las zonas de la raiz. B) Microfotografia de corte
histoldgico longitudinal de la region apical de la raiz. Las células dentro de la linea blanca son células del
centro quiescente. Al exterior y abajo de la linea amarilla se encuentra la cofia de la raiz. Arriba de la linea
amarilla se encuentra el meristemo apical. C) Microfotografia de seccion transversal de la region apical de la
raiz. Las células en naranja y amarillo son células del periciclo, adyacentes al floema y xilema
respectivamente.e: epidermis, c: cortex, p: periciclo, i: célula inicial del cortex, Ph: floema, X: xilema.

Tomado de Dubrovsky y Shishkova, 2007 (A, B); De Smet et al, 2006 (C).
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1.2 Organizacion histologica delaraiz de Arabidopsis thaliana.

La raiz primaria de Arabidopsis thaliana puede dividirse longitudinalmente en tres
zonas: la zona meristematica, la zona de elongacion vy la zona de diferenciaciéon (Figura
1A). La zona meristematica esta localizada en la punta de la raiz y se compone en su mayor
parte de células que potencialmente presentan una gran actividad proliferativa. Adyacente a
esta zona, se encuentra la region de elongacion, en la cual las células de los diferentes
tejidos se alargan hasta alcanzar su longitud maxima. La regién mas alejada de la punta de
la raiz se denomina zona de diferenciacion, en la que se encuentran las células maduras
(Dolan et al., 1993).

La organizacion radial de la raiz esta generada por una divisién predecible de células
iniciales y una subsecuente adquisicion de identidad celular. En plano transversal, hay tres
capas radiales (de afuera hacia adentro: epidermis, cortex y endodermis) que rodean al
cilindro central (Figura 1) (Scheres et al., 1995). Cada tejido forma filas longitudinales de
células que pueden ser rastreadas hasta las células iniciales, localizadas en el meristemo
apical de la raiz (Malamy and Benfey, 1997). La organizacion de los tejidos de la raiz
lateral es similar a la de la raiz primaria. Sin embargo, en la raiz lateral el nimero de filas
celulares de cada tejido es variable (Dolan et al., 1993).

1.3 Desarrollodeprimordiosderaiceslaterales.

Usualmente la iniciacion de las raices laterales se da después de la germinacion sin
embargo, la iniciacion de las raices laterales puede originarse desde el desarrollo de la
radicula en el embrion como ocurre en Cucumis sativum (Dubrovsky y Rost, 2003). En las
plantas angiospermas y gimnospermas, las raices laterales se forman a partir del periciclo
(la capa més externa del cilindro central), mientras que en los helechos provienen de la
endodermis. En algunas angiospermas como Arabidopsis thaliana, la endodermis y el
cortex de la raiz parental también contribuyen durante las etapas tempranas del desarrollo
en la formacién del primordio de la raiz lateral, ademas del periciclo. Sin embargo, el tejido
derivado a partir de la endodermis y el cortex se pierde cuando las raices laterales emergen,
y por consiguiente s6lo se considera al periciclo como el tejido que da origen a las raices
laterales (Dubrovsky and Rost, 2003).

En Arabidopsis thaliana, como en muchas otras especies de plantas, el inicio de raices
laterales tiene lugar en la zona de diferenciacion, en el periciclo (Dubrovsky et al., 2000;
Beeckman et al., 2001) a una distancia de entre 3 y 8 mm de la punta de la raiz (Dubrovsky
et al., 2001). Dicho proceso de iniciacién en la formacion de raices laterales procede de un
pequefio nimero de células llamadas células fundadoras, situadas en el periciclo de la raiz
adyacentes a los polos del xilema (Casimiro et al., 2001; Dubrovsky et al., 2001). Las
células fundadoras se definen como aquellas que adquieren un destino de desarrollo
diferente al de la celula parental (Dubrovsky et al., 2000; 2001) y estan bajo un programa
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definido de divisiones celulares que dan origen a un primordio de la raiz lateral (Malamy
and Benfey, 1997; Dubrovsky et al., 2001). La formacién de raices laterales puede ser
dividida en tres fases principales: la especificacion de la célula fundadora, la formacion del
primordio y la activacion del meristemo post emergencia (Celenza et al., 1995; Laskowski
et al., 1995; Malamy and Benfey, 1997; Dubrovsky et al., 2008). También se ha propuesta
una cuarta etapa la de post-emergencia (Zhang y Forde, 2000; De Smet et al., 2003). El
patrén de division celular durante el desarrollo de los nuevos primordios es muy diferente
al que ocurre durante la formacion de la raiz primaria (Casimiro et al, 2001). Se ha
demostrado que longitudinalmente una célula puede dar lugar a un primordio y que tres
células fundadoras transversalmente son suficientes para dar lugar a un primordio
comenzando la division casi sincronicamente (Dubrovsky et al., 2001). Alternativamente,
longitudinalmente dos células fundadoras también pueden participar en la formacién de un
primordio (Dubrovsky et al., 2001). Por lo tanto, la iniciacion de los primordios a partir de
las células fundadoras puede ser de dos tipos: longitudinal-bicelular y longitudinal
unicelular. La iniciacién longitudinal-bicelular, implica la presencia de divisiones
asimetricas de dos celulas adyacentes en la misma fila del periciclo, a lo largo de la raiz,
mientras que la iniciacion longitudinal-unicelular involucra la division de una sola célula en
una fila del periciclo (Dubrovsky et al., 2001). El proceso del desarrollo de los primordios
de las raices laterales se divide en 7 etapas que abarcan el proceso de iniciacion, la
organizacion del meristemo y adicionalmente la emergencia de la raiz lateral que, como se
menciond anteriormente, involucra un patrén de division celular y caracteristicas
anatomicas especificas. La emergencia de la raiz lateral se debe principalmente a la
expansion de las células del primordio de la raiz lateral mediante divisiones periclinales y
anticlinales (Malamy and Benfey, 1997). Generalmente, los primordios de las raices
laterales se inician en sentido acropeétalo, a lo largo de la raiz parental, por lo que los
primordios mas jovenes se encuentran proximos a la punta de la raiz parental; mientras que
los primordios mas desarrollados son los mas alejados. Después de la emergencia de la raiz
lateral, ésta sigue creciendo a través de la division de las células en la punta pertenecientes
al meristemo apical funcional en la raiz lateral asi como por la elongacion celular (Malamy
and Benfey, 1997).

En Arabidopsis, el inicio del primer evento en la iniciacion de la raiz lateral es
espacial y temporalmente asincrénico y se pueden encontrar células adyacentes al
protoxilema en fase G2 del ciclo celular y otras que permanecen en la fase G1 (Beeckman
et al., 2001). El tiempo que toma el ciclo celular del periciclo en el meristemo, y el
requerido por las células del periciclo para desplazarse del meristemo y empezar la
iniciacion de un primordio de la raiz lateral, es aproximadamente el mismo, en promedio 14
h a 20°C. Esto significa que en contraste con otros tipos celulares, las células del periciclo
opuestas al protoxilema contintan el ciclo celular fuera del meristemo (Dubrovsky et al.,
2000).
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Debido a que la inhibicidn del transporte polar de auxinas bloquea la primera division
formativa del desarrollo de raices laterales, se sugirié que la regulacién del ciclo celular en
el periciclo adyacente a los polos del xilema depende del transporte basipetalo de auxinas
(Casimiro et al., 2001). Se ha demostrado que la auxina promueve la iniciacién de la raiz
lateral por la estimulacion del ciclo celular a la transicion de G1 a S (Himanen et al, 2002;
Dubrovsky et al., 2008).

1.4 Principales fitohormonas involucradas en e desarrollo del primordio de la raiz
lateral.

Las fitohormonas se definen como un grupo de sustancias organicas, que se forman
de manera natural, que pueden influenciar varios procesos fisioldégicos en estos organismos.
Las fitohormonas influyen principalmente en el crecimiento, la proliferacion vy
diferenciacion celular, por lo tanto estan involucradas en varios procesos del desarrollo
vegetal (Davies, 2004). Las auxinas, las citocininas y otras fitohormonas tienen un papel
muy importante en el desarrollo de las raices laterales.

1.4.1 Auxinas.

La fitohormona auxina desempefia una funcion muy importante en el desarrollo y
crecimiento de la planta, ya que se encuentra involucrada en la regulacién de varios
procesos del desarrollo como la elongacion del tallo, la dominancia apical, la iniciacion y
elongacion de las raices laterales, el desarrollo de los frutos y el crecimiento regulado por
fototropismo y gravitropismo, entre otros (Buchanan et al., 2000; Leyser, 2002).

Las auxinas y su transporte polar tienen un papel central en la formacién de las
raices laterales y en la definicion de la polaridad de tejidos y Organos vegetales. Las
proteinas transportadoras de eflujo llamadas PINFORMED (PIN), y de influjo AUX/LAX,
estan involucradas en el transporte polar de auxina (Weijers D. et al, 2008). La localizacion
asimétrica y expresion diferencial de las proteinas PIN juega un papel importante en el
establecimiento de un gradiente de respuesta a auxinas durante la iniciacion y desarrollo de
los primordios y en la formacion de raices laterales (Benkova et al, 2003). La localizacion
de las raices laterales presenta una fuerte tendencia a emerger en el lado convexo de las
curvas de la raiz primaria (Fortin et al, 1989) y se ha demostrado que la curvatura de la raiz
induce un nivel mas alto de respuesta a auxinas en el lado convexo de la curva, donde la
abundancia y posicion de los transportadores de auxinas restringe esta respuesta a la zona
competente para la formacién de la raiz lateral (Laskowski et al, 2008). La acumulacion
local de auxinas en células del periciclo adyacentes al protoxilema es una sefial necesaria y
suficiente para adquirir la identidad de célula fundadora de raices laterales (Dubrovsky et al
2008) asi como la activacion de divisiones celulares en el periciclo (Woodward and Bartel,
2005), siendo la especificacion de la célula fundadora el evento detectable mas temprano
(Dubrovsky et al 2008).
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1.4.2 Citocininas.

Las citocininas son fitohormonas que se caracterizan principalmente por promover
la division celular en presencia de auxinas, derivan del precursor adenina e influyen en
otras funciones importantes como el desarrollo de drganos, la dominancia apical, la
formacion y actividad del meristemo apical del brote (Buchanan et al., 2000). Plantas con
deficiencia de citocininas por la sobreexpresion de genes para una citocinina
oxido/reductasa, que degrada a la citocinina, presentan una mayor produccion de raices
laterales y adventicias, asi como una elongacién més rapida de este 6rgano (Werner et. al.,
2003). Se ha reportado que las citocininas inducen la inhibicién de la iniciacion y
formacion de las raices laterales (Withman et. al., 1980), esto ocurre debido a que las
células del periciclo adyacentes a los polos del protoxilema son sensibles a citocininas solo
en etapas tempranas, pero insensibles en etapas mas avanzadas. La sensibilidad a
citocininas especifica de las células fundadoras podria estar relacionada con la
modificacion del gradiente de respuesta a auxinas mediante la perturbacion de la expresion
de los genes PIN (Laplaze et al, 2007). Se ha demostrado que las citocininas podrian estar
controlando ademas de la formacion de las raices laterales, el tiempo de transicién en la
diferenciacion celular de células meristematicas de la raiz (loio et al, 2007).

1.5 Regulacién genéticadelainiciacion del primordio delaraiz lateral.

Todavia no se conoce bien, como es que las auxinas activan ciertas células del
periciclo para inducir la formacion de los primordios de la raiz lateral; por lo que el anélisis
de mutantes afectadas en la formacion de las mismas ha proporcionado evidencia sobre el
papel de las auxinas en la formacion del primordio de la raiz lateral. Se sabe que cuando los
genes necesarios para la sefializacion de las auxinas son mutados (mutantes axrly auxl),
las plantas resultantes son deficientes en la iniciacion de primordios de raices laterales, y/o
con sensibilidad reducida, tal como axr4, que produce pocas raices laterales (Hobbie and
Estelle, 1995). De igual manera en la doble mutante arf7arf19 la formacion de raices
laterales y la iniciacion de raices laterales esta casi enteramente bloqueada (Wilmoth et al.,
2005). Por el contrario, mutantes como superroot surl/alfl/rtyl que sobreproducen
auxinas, incrementan los eventos que dan lugar a la formacion de primordios de raices
laterales (Boerjan et al., 1995; Celenza et al., 1995).

A pesar de la existencia de una gran cantidad de mutantes que tienen afectado el
desarrollo de la raiz, se conocen muy pocos genes esenciales involucrados en el proceso de
iniciacion de la raiz lateral; ElI gen ALF4 (ALTERED LATERAL ROOT FORMATION 4)
auxina-autonomo, cuya mutante alf4-1 no forma primordios de raices laterales, inclusive
después de la adicion de auxinas (Celenza et al., 1995; DiDonato et al., 2004). EI gen LIN1
(LATERAL ROOT INITATION 1) codifica para un transportador de nitrato de alta afinidad

MARIA DOLORES GUTIERREZ ALANIS Pagina 9



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO IBT

NRT2.1. La mutante linl es capaz de crecer bajo condiciones de alta relacion
sacarosa/nitratos y vencer la represion de la iniciacién de las raices laterales por altas
concentraciones de carbono y bajas concentraciones de nitrégeno en el medio de cultivo
(Malamy y Ryan, 2001; Malamy et al., 2005). EI gen HOBBIT que codifica para CDC27B,
una subunidad del complejo promotor de la anafase (APC/C) es requerido para la
formacion del meristemo de la raiz (Willemsen et al, 1998; Perez-Perez et. al., 2008). El
gen SLR (SOLITARY ROOT 1) codifica para un represor transcripcional de la familia
AUX/IAA, la proteina 1AA14, (AUX/IAA: Auxin/Indole-3-Acetic Acid). La proteina
IAA14 reprime a ARF7 y ARF19 que son activadores transcripcionales necesarios para el
desarrollo de las raices laterales. En la planta mutante slr hay escasos eventos de iniciacion
por la falta de activacién de las células fundadoras del periciclo (Fukaki et al., 2002; Fukaki
et al., 20053, b).
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2 ANTECEDENTES

Considerando la importancia de las raices laterales para el mantenimiento de las
plantas y la escasez de informacion acerca de la regulacion del desarrollo de estos 6rganos,
es de suma importancia utilizar todas las herramientas posibles para determinar qué genes
participan en este proceso de diferenciacion.

Sundaresan et al., (1995) reportaron el uso del sistema de dos elementos
transponibles, el sistema Activador/Disociador (Ac/Ds) derivado del maiz Sundaresan lo
utilizaron por primera vez en A. thaliana para crear una coleccién de genes interrumpidos
por este transposon (“gene trap”) y una coleccion de mutantes para identificar elementos
reguladores en cis (“enhancer trap”). Estas colecciones publicas incluyen, 19 237 lineas de
tipo “gene trap” y 14 262 lineas de tipo “enhancer trap”. Estas colecciones se han utilizado
en el analisis funcional de genes en Arabidopsis y en otras plantas (Martienssen, 1998;
Sundaresan et al., 1999). El sistema Ac/Ds permite la integracion de elementos
transponibles en el genoma causando mutaciones al azar dentro de regiones codificantes o
zonas cercanas a las regiones regulatorias de genes. El sistema Ac/Ds utiliza dos elementos
transponibles independientes, el elemento Ac auténomo y el elemento Ds no auténomo. El
elemento Ac es inmovilizado mediante la remocion de sus secuencias repetidas invertidas
en la construccién llamada Ac (Figura 2). La construccion Ac lleva el promotor fuerte 35S,
para transcribir de manera fuerte y constitutiva la enzima transposasa. La construccion Ds
lleva el gen reportero que codifica para la enzima [ glucuronidasa y el gen nptll, que
confiere resistencia a kanamicina. Las lineas parentales que llevan el elemento inmdévil Ac
son cruzadas con plantas que llevan el elemento Ds no autbnomo para permitir la
transposicion del elemento Ds. (Figura 2). Existen dos versiones de la construccion Ds para
generar las lineas transgénicas, la construccion DsG y la construccion DsE (Figura 2). Las
lineas transgénicas de tipo “gene trap” llevan la construccion DsG que no tiene un
promotor que regule su expresion, y contienen una secuencia aceptora que evita su
eliminacién durante el “splicing” del mMRNA en caso de que se haya integrado dentro de un
intron (Acosta-Garcia y Vielle-Calzada 2004). Las mutantes de tipo “enhancer trap” llevan
la construccion DsE que contiene un promotor minimo fusionado a un gen reportero por lo
que si este fragmento se integra cerca de un “enhancer”, se promovera la expresion del gen
reportero en algun organo, tejido o en cierto tipo de células (Campisi et al., 1999). Los
“enhacers” son secuencias que activan la transcripcion, no necesitan estar cerca del sitio de
inicio de la transcripcion, son activos en cualquier orientacién respecto a su blanco y
participan en la regulacion especifica tisular o temporal (Lewin, 1997). El patron de
expresion de GUS permite seleccionar las lineas transgénicas de interés mediante su
expresion temporal y/o tejido especifica. Las construcciones Ac y Ds fueron integradas en
vectores T-DNA vy llevan el gen IAAH que codifica para la enzima &cido indolacetamida
hidrolasa que es utilizada como marcador de seleccion negativa. Cuando las plantulas son
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germinadas en medio suplementado con naftaleno acetamida (NAM) no crecen debido a la
conversion de NAM a naftaleno y acido acético en concentraciones toxicas. ElI gen IAAH
permanece en los bordes de la construccién Ds después del evento de transposicion. Para
prevenir movilizaciones posteriores, la construccién Ac y los restos de la construccion Ds
son transferidos a otras plantas mediante segregacién y seleccion negativa de las plantas
utilizando medio de cultivo suplementado con NAM (Sundaresan et al., 1995). La
seleccion negativa por NAM también se utiliza para eliminar las plantas con inserciones
muy cercanas entre ellas que dificulte su segregacion en estudios posteriores.

A

LB

RB -
-.— > Ac
35#[ransposasa]“

RB LB
e = I

RB LB

e o

Figura 2. Sistema Ac/Ds para generar lineas transgénicas de tipo “gene trap” y “enhancer trap”. El
sistema Ac/Ds utiliza dos elementos transponibles independientes, el elemento Ac y el elemento Ds. A. En la
generacion de lineas de ambos tipos se utiliza la construccién Ac; en la generacion de lineas de tipo “enhancer
trap” se utiliza la construccién DsE y en las de tipo “gene trap” la de tipo DsG B. Las construcciones Ds
llevan el gen reportero que codifica para la enzima [ glucuronidasa (cuadro azul oscuro) y el gen que codifica
para la enzima neomicina fosfotransferasa (NPTII) que confiere resistencia a kanamicina (cuadro azul claro).
La construccién Ac lleva el promotor de expresion fuerte y constitutiva 35S (cuadro amarillo), para transcribir
constitutivamente la enzima transposasa (cuadro verde). Adicionalmente, las construcciones Ac, DSE y DsG
llevan el gen IAAH que codifica para la enzima acido indolacetamida hidrolasa (IAAH; cuadro rojo). Las
plantulas transgénicas que llevan el gen IAAH y que son germinadas en medio de cultivo suplementado con
naftaleno acetamida (NAM) no crecen debido a la conversion de NAM a acido acético y naftaleno en
concentraciones toxicas de acido acético en el medio de seleccion. Las flechas en las construcciones Ds
representan las secuencias repetidas invertidas del transposon; los cuadros pequefios verdes | y A de la
construccién DsG representan secuencias donadoras (1) y aceptoras (A) y el cuadro café en la construccion
DsE representa un promotor minimo (caja TATA). Tomado de Acosta-Garcia y Vielle-Calzada, 2004.
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Mientras la mutagénesis por T-DNA genera integraciones inmoviles y estables, los
transposones pueden ser removidos del sitio de insercion para revertir un fenotipo
potencial. Esta movilidad puede confirmar efectos de las mutaciones causadas por las
inserciones (Petersen et al., 2000). Una ventaja del uso de mutantes insercionales es que
permite la determinacion de genes que son dificiles de aislar (genes redundantes para la
misma funcién o que exhiben una funcién discreta en diferentes tiempos de desarrollo) ya
que las lineas son seleccionadas con base en su patrén de expresion y no por su fenotipo
mutante (Campisi et al., 1999). Tambien las lineas obtenidas con esta metodologia pueden
utilizarse como marcadores de células y tejidos especificos, y por lo tanto, es posible
elucidar el desarrollo de érganos complejos que consisten de una variedad de tipos
celulares similares agrupados.

El aislamiento de las secuencias flanqueantes de las inserciones ya sea de tipo T-
DNA o inserciones tipo Ds mediante TAIL-PCR se esta convirtiendo en un método popular
para la identificacion y caracterizacion de lineas transgénicas insercionales, ya que no
requiere demasiada manipulacion del DNA gendémico y permite la identificacion de la
insercion de manera rapida e incluso la identificacion multiple, como el trabajo reportado
por Raina et al, en el 2002 quien identificd la posicion de las inserciones en 260 lineas
transgénicas mediante transposones (Ac/Ds). Esta metodologia se ha utilizado también para
identificar genes Unicos relacionados con la megaesporogénesis y el desarrollo de los
6vulos (Grossniklaus, 1998; Acosta-Garcia and Vielle-Calzada, 2004), entre otros (Seky et
al., 1999, Liu et al., 1995; Tsugeki et al., 1996; Parinov et al., 1999; Tissier et al., 1999;
Tsugeky and Fedoroff, 1999, Ito et al., 2004, etc.).

Una coleccion de 2,000 lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana fue generada en
el laboratorio del Dr. Vielle-Calzada en el CINVESTAV, campus Irapuato del IPN, México
usando un sistema Ac/Ds implementado por Sundaresan et al. (1995). En colaboracion con
el Dr. Vielle-Calzada, el Dr. AleS Soukup hizo un escrutinio de esta coleccion analizando
la actividad de GUS en células del periciclo y en células de primordios de las raices
laterales. Para esto, se aclararon y analizaron raices de 5 plantas de cada linea bajo el
microscopio de contraste diferencial de interferencias u Optica de Nomarski. Como
resultado de este escrutinio primario, fueron seleccionadas 50 lineas del tipo “gene trap” y
102 del tipo “enhancer trap”. Que son consideradas para estar afectando algun gen
implicado en el desarrollo de raices laterales.
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3 HIPOTESIS.

El patron tejido especifico de actividad de GUS en la linea transgénica
seleccionada corresponde a ciertos genes relacionados con el desarrollo de raices
laterales.

4 OBJETIVOSGENERALES

1) Identificar y caracterizar una linea transgéenica cuyo patron de actividad de GUS
sea detectado durante la formacidn de raices laterales. .

5 OBJETIVOSPARTICULARES

e Analizar detalladamente los patrones de actividad de GUS de plantulas de 12 lineas
transgénicas seleccionadas y realizar su caracterizacion fenotipica preliminar.

e Identificar una linea transgénica en relacion a la iniciacion de primordios de raices
laterales.

e Realizar un andlisis genético de dicha linea transgénica.
e Estandarizar la técnica de TAIL-PCR.

e Identificar y aislar mediante TAIL-PCR la posicion de la insercion en el genoma de
la linea transgénica seleccionada.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Material biologico

Las semillas se obtuvieron del laboratorio del Dr. Jean Philippe Vielle-Calzada
(CINVESTAV), las que posteriormente se sometieron a escrutinio para seleccionar aquellas
con actividad de GUS en células del periciclo. La progenie de estas plantas seleccionadas
se utilizé durante este proyecto de investigacion.

6.2 Esterilizacion delas semillas

Las semillas de Arabidopsis thaliana fueron empaquetadas en conos de papel filtro, y
esterilizadas utilizando hipoclorito de sodio al 1.2% con 0.08% de Triton X-100 en agua
destilada. Las semillas se incubaron en la solucion de cloro durante 10 minutos, se lavaron
4 veces con agua destilada estéril durante 10 minutos. Con el fin de promover y sincronizar
la germinacion, las semillas se incubaron a 4°C durante 48 h en oscuridad. Para proceder a
la germinacidn in vitro, en condiciones de luz y temperatura controladas.

6.3 Germinacion in vitro.

Las semillas previamente esterilizadas, se sembraron en cajas de Petri estériles con
medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) al 0.2X, suplementado con 1% de sacarosa y
vitaminas bajo condiciones de esterilidad. Para la seleccion de plantas resistentes a
kanamicina, se adicionaron 50pug/ml de kanamicina al medio de cultivo. Las plantas fueron
crecidas en cajas orientadas verticalmente, excepto las plantas utilizadas en el experimento
de seleccion con kanamicina que fueron crecidas en cajas colocadas en posicion horizontal
durante 11 dias, con la finalidad de poder crecer méas plantas en una caja. Todas las plantas
se trasladaron a camaras de crecimiento con ambiente controlado, con un fotoperiodo de
16h luz/8 h oscuridad y temperatura de 23°C.

6.4 Método parainduccion decallos.

Los explantes utilizados se tomaron de hojas de plantas de 15-18 dias de edad, los
explantes fueron cortados en pequefias piezas de aproximadamente 0.5 cm y transferidos a
cajas de Petri estériles con medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) al 0.2X,
suplementado con 2% de glucosa, vitaminas, 50ug/ml de kanamicina y 24-
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Diclorofenoxiacético e IAA en una proporcion 0.5/0.05 segun descrito por Valvenkens
(1988).

6.4 Método detincion histoquimica para actividad de GUS.

Se colocaron las muestras en acetona fria al 90% por 20 minutos, durante este periodo
se mantuvo todo el material en hielo para evitar la evaporacion de la acetona, se retiro la
acetona al 90% vy se realizaron 3 lavados de 10 minutos a temperatura ambiente retirando
las soluciones de lavado en cada ocasion; para el primer lavado la muestra se sumergio en 1
mL de la solucién de lavado | durante los primeros 2 minutos y se afiadieron otros 2 mL de
solucion de lavado | para los 8 minutos restantes, para el segundo lavado la muestra se
sumergio en 2 o 3 mL de la solucion de lavado Il y para el tercer lavado la muestra se
sumergio en 2 0 3 mL de la solucion de lavado |, posteriormente la muestra se sumergio en
solucion de tincién y se incubd a 37°C durante 3-18 hrs. Se sello el vaso de precipitado con
parafilm, se retiro la solucion de tincidn, se lavo la muestra durante 1 0 2 minutos en 2 0 3
mL de la solucion de lavado | a temperatura ambiente y finalmente se aclaré la muestra (El
contenido de las soluciones I, 11 y de tincion se describe en Apéndice 1).

6.6 M étodo de aclaracion deraices.

Para la observacion al microscopio se utilizé el método de aclaracion de raices
descrito por Malamy y Benfey (1997). Las raices fueron tratadas con una solucién de
metanol (20%) acidificado (0.24N HCI) a 62°C durante 40 minutos. Despueés las raices
fueron tratadas con una solucion basica compuesta por 0.7% de NaOH en 60% de etanol a
temperatura ambiente durante 20 min. Posteriormente fueron rehidratadas con diferentes
diluciones de etanol en agua; 40%, 20% y 10% de 1 a 4 dias para cada tratamiento.
Después se adiciond glicerol al 50 % a las muestras y finalmente se montaron en
portaobjetos con glicerol al 50%. Las muestras ya montadas fueron examinadas a través de
microscopia de contraste diferencial de interferencias (Nomarski).

6.7 Crecimiento en suelo

Para el crecimiento de las plantulas de A. thaliana se utilizd un sustrato estéril de la
compaiiia SUNGRO Metro mix 200 sunshine (Contiene 50-60% de vermiculita, Canadian
sphagnum peatmaoss, perlita grado horticultura, caliza dolomitica para ajustar el pH y un
agente para mantener la humedad. El transplante se llevé a cabo cuando las plantulas
germinadas in vitro habian formado las primeras hojas verdaderas. Las macetas se
colocaron en charolas de plastico delgado y se cubrieron para mantener condiciones de
humedad adecuadas.
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Las plantas se llevaron a camaras de crecimiento vegetal con fotoperiodo de 12h luz/12h
oscuridad a una temperatura de 24°C. Las plantas se mantuvieron con riegos con agua cada
tercer dia.

6.7.1 Aislamiento delineas homocigotas a laresistencia a kanamicina.

Las semillas se esterilizaron y se germinaron in vitro en medio MS sdlido
conteniendo kanamicina. Las plantulas resistentes a kanamicina se pasaron a suelo y se
permitié la autopolinizacion obteniéndose una segregacion 3:1, una cuarta parte de la
poblacion (25%) sera de tipo silvestre sin el transgen y seran sensibles al antibiotico, un
50% tendra el transgén en un solo alelo y seréan resistentes a kanamicina, y un 25% portara
el transgén en ambos alelos del mismo locus, y serdn homocigotas transgénicas resistentes
al antibidtico. Las plantulas resistentes a kanamicina se pasaron a suelo y se permitié la
autopolinizacion para obtener la siguiente generacién, 100-50 semillas de algunas plantas
de esta generacion se esterilizaron y se germinaron in vitro en medio MS sdlido
conteniendo kanamicina, de tal manera que en las plantulas homocigotas todas sus semillas
germinaron permitiendonos identificar la planta homocigota.

6.8 Extraccién de DNA genémico.

Se extrajo DNA de acuerdo a Dellaporta (1985) utilizando plantulas de 3-6 semanas de
edad, se afladieron 200 uL de regulador de extraccdn Dellaporta (EB) (Apéndice 1) por
100 mg de muestra macerada, se obtuvo una mezcla homogénea mediante el uso del vortex
y se afadio 0. d eSDS al 2 0% p aa éesmeubar a 65 °C por 10 min.
Posteriormente se afiadid 130 uL. de acetato de potasio SM y se incubo en hielo por 5 min.
Se centrifugd a 14 000 rpm por 5 min a temperatura ambiente y se transfirid el
sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo con 60 puL de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 640
uL de isopropanol. Se centrifugd a 14000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente, se
desecho el sobrenadante y se lavo la pastilla con 1 mL de etanol al 70 % frio (-20 °C). Se
resuspendio la pastilla en 200L de BTE y se centifa @ 14 000 rpm por 5 min a
temperatura ambiente. Se transfirié el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo con 2L
de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 450 uL de etanol absoluto. Se centrifigga 14 000 rpm
por 10 min a temperatura ambiente y se desechd el sobrenadante. El siguiente paso fue
lavar la pastilla con etanol al 70 % para después disolver la pastilla en 100 uL de TE.
Despueés se incubo por 1 hr a 37 °C. Se agregaron 1L de acetato de sodio y 220 uL de
etanol absoluto y se centrifugd por 10 min. Se descart6 el sobrenadante y se lavo la pastilla
con etanol al 70 %. Se secd a temperatura ambiente por 10 minutos y finalmente se
resuspendio en 30uL de TE. Se analig en gel de agarosa al 1.0%. EI DNA obtenido se
conservo a -20 °C para su posterior utilizacion en la genotipificacion.
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6.9 TAIL-PCR (Liuetal., 1995.)

Oligonucledtidos empleados

Se disefiaron oligonucleotidos especificos al borde 3’ del inserto conocido en las
lineas transgénicas utilizadas denominados Ds 3’1, Ds3’1b, Ds3’2 y Ds3’3, ademés se
disefiaron oligonucledtidos degenerados de acuerdo a lo descrito por Liu et al., 1995,
denominados AD1 y AD2.

Posteriormente se realizaron las reacciones de PCR primaria, secundaria y terciaria en
las condiciones descritas a continuacion:

Reaccion primaria (volumen final: 20 pl).

final
DNA 1ul | Aprox 250 ng
MgCl, (25mM) 0.8 ul 1,0 mM
10x PCR buffer 2ul 1X
10x dNTPs (10 mM) 0.4pl 200 nM
Ds5-1 or Ds3-1 (2 uM) 10ul 1uM
AD2 (20 uM) 2ul 2 uM
H,O c.b.p 20 pl
Taq polymerase (5U/ul) 0.2 ul 0,05U/ pl

Condiciones utilizadas parareaccion primaria:

Los tiempos estan calculados para el termociclador original Perkin Elmer Cetus
DNA Thermal Cycler; los tiempos entre paréntesis son para el modelo de termociclador
Perkin Elmer 9600 y el MJ Research PTC 200.

95°C 2 min

94°C 1 min 5 ciclos
62°C 1 min

72°C 2.5 min

94°C 1 min(30 sec) 1 ciclo
25°C 3 min
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ramp to 72°C 3 min

72°C

94°C

68°C
72°C
94°C
68°C
72°C
94°C
44°C
72°C

72°C
4°C

2.5 min

30 sec 15
superciclos

1 min

2.5 min

30 sec

1 min

2.5 min

30 sec

1 min

2.5 min

5 min
Soak file

Reaccion secundaria (volumen final: 20 pl):

IBT

Final
DNA 1ul de la reaccion anterior sin diluir
MgCl; (256mM) 0.8 ul 1,0 mM
10x PCR buffer 2ul 1X
10x dNTPs (10 mM) 0.4ul 200 uM
Dsb5-2 or Ds3-2 (2 uM) 10pl 1uM
AD2 (20 uM) 2ul 2 UM
H,O c.b.p 3.6 ul 20pl
Taq polymerase (5U/ul) 0.2ul | 0,05U/ ul
Condiciones utilizadas parareaccion secundaria:

94°C 30 sec 15 superciclos

64°C 1 min

72°C 2.5 min

94°C 30 sec

64°C 1 min
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72°C 2.5 min
94°C 30 sec
44°C 1 min
72°C 2.5 min
72°C 5 min
4°C Soak file

Reaccion terciaria (volumen final: 20 ul)

Final
DNA 1ul de la reaccion anterior sin diluir
MgCl, (25mM) 0.8 ul 1,0 mM
10x PCR buffer 2ul
10x dNTPs (10 mM each 0.4ul 200 uM
stock)
Ds5-2 or Ds3-2 (2 uM) 10pl 1uM
AD2 (20 uM) 2ul 2 UM
H,O c.b.p 20pl
Taq polymerase (5U/ul) 0.2 ul 0,05U/ ul

Condiciones utilizadas parareaccion terciaria:

92°C 5min

94°C 1 min 25 to 30 ciclos
37°C 1 min

72°C 1 min

72°C 5 min

4°C Soak file

Se hizo una electroforesis de 7-9 uL de los productos de reaccion en un gel de agarosa al
1%.
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6.10 Reaccion en Cadena dela Polimerasa (PCR)

La amplificacion de fragmentos de DNA mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se llevd a cabo en un termociclador GeneAmp PCR System 9700. En
estos experimentos se utilizaron diferentes combinaciones de los oligonucleétidos llamados
Ds 3’, proximal y distal, estos hibridan con cadenas opuestas y en regiones flanqueantes al
fragmento de DNA que se deseaba amplificar. EI DNA que se us6 como cadena patrén,
junto con los oligonucledtidos correspondientes se sometieron a una serie de ciclos de
desnaturalizacion, union y extension del oligonucledtido, por accion de una DNA
polimerasa termoestable, resultando en la amplificacion del fragmento de DNA de intereés,
cuyos extremos quedaron definidos por la secuencia de los oligonucle6tidos utilizados.

En un tubo Eppendorf de 200 uL para PCR se deposito la siguiente mezcla de
reaccion: 50 pM de oligonucleétido sentido (2 uL), 50 pM de oligonucleédtido antisentido
(2 uL), 100 ng DNA gendmico de plantas de 13 dias de edad, 11 uL de H,O HPLC, 0.4
uL de dNTPs, 0.8 uL de MgCl y 0.2 uL. de DNA polimerasa.

Las condiciones para la amplificacion de la regién donde se encuentra la insercion en la
linea transgénica MGT180 L9 fueron las siguientes:

N
94°C 5 min
desnaturalizacién ~ 94°C 1 min
alineamiento 48°C-60°C 1.5 min”  30-35 ciclos
extension 72°C 2.30 min
72°C 10 min

6.11 Electroforesisde DNA en gelesde agar osa.

El anélisis de los productos de PCR se realizd mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% de acuerdo al protocolo descrito por Sambrook y Rusell (2001). La agarosa
se preparé al 1% en amortiguador TAE (Tris 40 mM, &acido acético glacial 20 mM y EDTA
5 mM pH 8). La separacion de los fragmentos se llevo a cabo aplicando un voltaje
constante de 80 V/cm en una cdmara de electroforesis con el mismo amortiguador. Para la
visualizacion de los fragmentos de DNA, se afiadio a la agarosa bromuro de etidio hasta
una concentracion final de 0.5ug/mL, observdndose las bandas del DNA que fluorescen al
irradiar el gel con luz ultravioleta. El tamafio de las bandas se determino por comparacion
con marcadores de peso moleculares comerciales.
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6.12 Purificacion de plasmido mediante columnas.

La obtencién de DNA plasmidico de alta pureza para secuenciacién, se realizd
mediante columnas Marligen Bioscience Mini Kkit(50) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Marligen Bioscience).

6.13 Condicionesde crecimiento para Escherichia coli.
6.13.1 Medio Luria Bertani (L B).

Este medio contiene: 10 g de bacto-triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de
NaCl para un litro de medio. Para tener medio solido se adicionaron 20 g de agar
bacterioldgico. Para seleccionar las bacterias portadoras de plasmido con resistencia a
ampicilina, se adiciond 1 pg/mL de este antibidtico.

6.13.2 Condiciones de crecimiento de Escherichia coli

La cepas de E. coli utilizadas en este trabajo se crecieron en medio liquido LB a una
temperatura de 37°C a 200 rpm en un agitador orbital marca LAB-LINE por 12 a 14 horas.
En medio solido la incubacion se llevo a cabo a la misma temperatura de 37°C durante 12-
14 horas. Para la seleccion de transformantes se crecieron en placas de medio LB con 1
ug/mL de ampicilina y se incubaron a 37°C toda la noche.

6.14 Clonacion del producto de PCR.

Se hizo la ligacion del producto de PCR de acuerdo al protocolo descrito por el
proveedor, pGEM®-T Easy Vector Systems (Figura 3), a un volumen final de 5 pl, por lo
que se utilizo la mitad de cada uno de los componentes de la reaccion de ligacion sugerida
por el fabricante pGEM®-T Easy Vector Systems:

Reaccion de ligacion: (Volumen final: 10 pl)

Agua estéril 2 ul

Buffer de ligacion 10X 5 pl

PGEM®-T Easy Vector (50 ng/ul) 1 ul

Producto de PCR reciente (~10 ng) 1 pl

T4 DNA Ligasa 1 ul
Se incuban las reaccidnes de ligacion a 14°C por al menos 4 horas (preferentemente toda la
noche).
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6.15 Extraccion del DNA plasmidico

La extraccion del DNA plasmidico se realizo utilizando el protocolo de lisis alcalina de
acuerdo a Sambrok y Russel (2001) como se describe a continuacion: las colonias de E.
coli seleccionadas se sembraron en 3 mL de medio LB-ampicilina liquido a 37°C durante
14 h en agitacion constante a 180 rpm, se pasaron 1.5 mL a tubos Eppendorf
centrifugando 1 min a 13,000 rpm y se desechd el sobrenadante quedando la pastilla a la
cual se le adicion6 100 pL de GTE (Glucosa 20%, Tris-HCI pH8 1 M, EDTA pH8 0.5 M),
se mezclo perfectamente en vortex, posteriormente se le adicion6 200 pL de SDS alcalino
(SDS 20%, NaOH 10 N) se mezcl6 por inversion, se incub6 no mas de 5 min en hielo, el
sobrenadante se precipitdé con 150 pL de acetato de sodio 3M pH 5.2 , se incub6 10 min en
hielo, se centrifugd por 15 min a 13,000 rpm se transfirio el sobrenadante a un tubo
Eppendorf nuevo y se repitid el procedimiento en tres ocasiones, recuperandose el
sobrenadante en un tubo nuevo se precipitd con 800 ul de etanol absoluto,
centrifugandose por 15 min a 13,000 rpm., se desechd el sobrenadante y se lavo la pastilla
3 veces con etanol 80% dejandola secar y finalmente se resuspendio en 20 uL de buffer
TE 101 0 agua destilada ultrapura.

6.16 Transformacién de células quimicamente competentes de E. coli.

La transformacion de células de E. coli quimicamente competentes se realizo por el
método de choque térmico descrito por Sambrook y Russell (2001) como se menciona a
continuacion: Se colocaron 50 uL de células quimicamente competentes de E. coli DH5a
en un tubo Eppendorf con 2 uL de plasmido. La mezcla se incub6 en hielo 20 minutos,
después se incubaron a 42 °C por 45 segundos, se volvieron a incubar en hielo por 2
minutos, posteriormente se incubaron por 1 hora y media a 37°C en 1 mL de medio LB
liquido en un tubo Eppendorf en agitacion y finalmente se sembraron las bacterias en medio
solido de seleccion, incubandose de 14-16 hrs a 37 °C.

6.17 Corte con endonucleasas derestriccion.

Para cortar el DNA con enzimas de restriccion se siguieron las condiciones
recomendadas por el fabricante Invitrogen. La mezcla de reaccion contenia una unidad de
enzima por cada pg de DNA con el amortiguador de digéwti  a una concentracion final
recomendada por el proveedor. La mezcla se incubo por tres horas a 37°C.
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T7 Transcription Start

5 .. . TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3'... ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 Promoter | || || |
Apal Aatll Sphl BetZI Neol

GCGGC CGCGG GAATT CGATT3 ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC

(cloned insert)
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SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT . .. 3’
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA .. . &

| || || | SP6 Promoter
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Figura 3. pGEM®-T Easy Vector. A El pPGEM®-T Easy Vector es un vector de clonacién linearizado de
alto nimero de copias, contiene los promotores de la RNA polimerasa T7 and SP6 flanqueando la region de
clonacion y un sitio de reconocimiento para enzimas de restriccion EcoRI, BstZI y Notl proporcionando sitios
para digestiones especificas y permitiendo la liberacion del inserto. Contiene ademas el gen de resistencia a
ampicilina para su seleccién en E. coli. B Secuencia del promotor y regién de clonacion del vector pGEM®-T
Easy Vector.
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7 RESULTADOS

Del escrutinio realizado por el Dr. Ales Soukup seleccionamos 12 lineas transgénicas
en base a la informacion preliminar proporcionada del patron de actividad de GUS
presentada en células de periciclo y primordios de raices laterales. De éstas, 10 son de tipo
“gene trap” (MGT 22, MGT 180, MGT 303, MGT 307, MGT 511, MGT 512, MGT 521,
MGT 582, MGT 606 y MGT 821) y 2 de tipo “enhancer trap” (MET 115 y MET 441).
Para cumplir con el primer objetivo no se realiz6 un andlisis genético de cada una de las
lineas ya que las lineas seleccionadas son generacion F5 lo que aumenta la probabilidad de
homocigocidad y porque la linea que presente un patron de actividad de GUS en etapas
tempranas de desarrollo de primordios sera prueba suficiente para su seleccion y estudio, si
existen mas inserciones se seguira mediante segregacion la insercion(es) que proporcionen
la tincion en etapas tempranas de primordios.

7.1 Analisis detallado de los patrones de actividad de GUS en 12 lineas
seleccionadas.

Se propagaron las plantas de las 12 lineas seleccionadas y se colectd la progenie de
cada planta. Las semillas se esterilizaron y sembraron en cajas Petri, se tomaron plantas
transgénicas de 9 y 13 dias de edad y se determind el tiempo especifico Optimo para
observar la actividad de GUS de estas lineas transgénicas. Durante este procedimiento se
verificd la tincion a través de un estereoscopio cada 2-4 horas y se determino el tiempo de
incubacion optimo de 16 horas a 37°C.

Posteriormente se buscé un método de pre-tratamiento éptimo para monitorear la
actividad de GUS; manteniéndose constante el mismo tiempo de incubacion para los
diferentes pretratamientos. Se realizaron pretratamientos con paraformaldehido, formalina 6
acetona en aprox. 70 plantas de 9 lineas transgénicas diferentes de 9 6 13 dias de edad; al
utilizar paraformaldehido o formalina como pretratamiento no se observaron diferencias
notables, pero al compararlos con el pretratamiento con acetona se observd una mayor
precipitacion de producto histoquimico de color azul y mayor definicion de la actividad de
GUS. No se presentaron cambios en la localizacion ni en el tipo de tejido tefiido, estos
datos fueron consistentes tanto en la linea control (DR5-GUS, Figura 4) como en las lineas
transgénicas (MGT 22, MGT 180, MGT 303, MET 441, Figura 5).
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Figura. 4.- Efecto del pretratamiento con paraformaldehido y acetona en € precipitado de producto
histoquimico resultado de la actividad de GUS en la linea transgénica DR5-GUS. A, B. Las plantas de la
linea DR5-GUS fueron pretratadas con paraformaldehido por 20 min, la intensidad de la tincion se observo
con mayor intensidad y con menor presencia de grumos en el pretratamiento con acetona. C, D. las plantas
fueron pretratadas con acetona fria por 20 minutos. n= 21 de 9 dias de edad. Escala: 100um.
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Figura. 5.- Efecto del pretratamiento con paraformaldehido y acetona en e precipitado de producto
histoquimico resultado dela actividad de GUS en la linea transgénica MGT 22. A, B. Las plantas fueron
pretratadas con paraformaldehido por 20 min. Las lineas transgénicas presentaron menor intensidad de tincion
con ambos pretratamientos que el control DR5-GUS, sin embargo, se observa claramente una mayor
intensidad y definicion de la tincion en la linea transgénica pretratada con acetona. C, D. las plantas fueron
pretratadas con acetona fria por 20 minutos. n= 23 plantas de 9 dias de edad de 9 lineas transgénicas
diferentes. Escala: 100um.
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Después de establecer un procedimiento optimo de tincion histoquimica para detectar la
actividad de GUS en estas lineas, iniciamos la caracterizacion detallada de cada una de las
lineas transgénicas (Figuras 6 a 21) analizando entre 15 y 33 plantas de 9 y/o 13 dias de
edad para cada linea transgénica. EI numero de plantas analizadas se determind segun la
complejidad del patrén de actividad de GUS observado en cada linea. La caracterizacién de
cada linea analizada se describe a continuacion.

711 MGT 22

En la parte aérea de plantas de la linea MGT 22 se observé tincion en tejidos
vasculares de hojas cotiledoneas, hojas verdaderas y apice del brote (Figura 6A), de igual
manera en la raiz se observd tincion en tejidos del cilindro vascular a lo largo de toda la raiz
primaria y raices laterales, por lo tanto se puede decir que la linea MGT 22 presenta un
patrén de tincion especifico de tejido vascular en la planta completa. La tincion observada
en la raiz es casi continua es decir, es raro observar regiones sin tincion a largo del cilindro
central (Figura 6C y D) tanto en la zona de diferenciacion como en la zona de elongacion
(Figura 6J). La intensidad de la tincion se observd mas debil en zonas distales de las raices
laterales y raiz primaria y en algunas areas la tincion fue especifica del periciclo. Cuando la
tincién fue de mayor intensidad principalmente en partes proximales de la raiz primaria y
raices laterales, se observo tefiido el cilindro central completo. En zona apical de raiz
primaria y raices laterales se observaron tefiidas algunas células del cilindro central de la
zona meristematica y zona de elongacién (Figura 6J). Fue raro encontrar primordios tefiidos
en etapas tempranas (Figura 6E), aunque estando el periciclo tefiido fue dificil distinguir si
la tincidn se presenta cuando inicia el desarrollo del primordio de la raiz lateral o es propia
de periciclo. En las zonas donde no hay tincion, los primordios en etapa temprana no estan
teflidos y en primordios en etapas avanzadas, fue posible encontrar algunas células tefiidas
en los bordes laterales de la base del primordio (Figura 6F). A simple vista, la parte aérea
de la planta adulta de 4 semanas de edad y la longitud de la raiz de la planta de 9 dias de
edad fueron de tamafio similar a lo observado en la planta de tipo silvestre.
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Figura. 6.- Andlisis del patrén de actividad de GUS en la linea MGT 22. A. Hoja cotiledénea. B.
Hipocotilo. C. Parte distal de la raiz primaria. D. Parte distal de la raiz primaria, en una regidn diferente de la
mostrada en C de la misma planta. E. Primordio de raiz lateral en etapa temprana (flecha). F. Primordio de
raiz lateral en etapa avanzada. H. Raiz lateral. |. Raiz lateral de otra planta. J. Meristemo apical de la raiz
primaria. Escala: 100 um. La escala en F es igual para A, B, C, D, E 'y H; la escala en J es igual para I. n=23
plantas de 9 y 13 dias de edad.
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712 MGT 303

En plantas de la linea MGT 303 la actividad de GUS fue muy especifica, se observo
Unicamente en células de primordios de hojas verdaderas (Figura 7A) y este hallazgo fue
similar en todas las plantas analizadas. A simple vista, la parte aérea de la planta adulta de 4
semanas de edad y la longitud de la raiz de la planta de 9 dias de edad fueron de tamafio
similar a lo observado en la planta de tipo silvestre. Esta linea transgénica fue seleccionada
porque la informacién proporcionada por el Dr. Ales indico tincion especifica de células de
periciclo.

Ty

Figura. 7.- Andlisis del patron de actividad de GUS en la linea MGT 303. A. Apice del brote. B.
Hipocotilo. C. Parte distal de la raiz primaria. D. Primordio de raiz lateral en etapa temprana (flecha). E.
Primordio de raiz lateral en etapa avanzada. F. Primordio emergido. G. Parte proximal de la raiz primaria. H.
Meristemo apical de raiz lateral y |. Meristemo apical de la raiz primaria. Escala: 100 um. La escala en F es
igual para B, C, D, E, G y H; la escala en | es igual para A. n= 19 plantas de 9 y 13 dias de edad.

MARIA DOLORES GUTIERREZ ALANIS Pagina 30



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO IBT

713 MGT 307

No se observd tincion en 25 plantas observadas de 9 y 13 dias de edad (Figura 8). A
simple vista, la parte aérea de la planta adulta de 4 semanas de edad y la longitud de la raiz
de la planta de 9 dias de edad fueron de tamafio similar a lo observado en la planta de tipo
silvestre. Esta linea transgénica fue seleccionada porque la informacion proporcionada por
el Dr. Ales indico tincién de intensidad fuerte en floema, cortex y en primordios de raices
laterales en etapa avanzada.

Figura. 8.- Andlisis del patron de actividad de GUS en la linea MGT 307. A. Apice del brote. B.
Hipocotilo. C. Parte proximal de la raiz primaria. D. Primordio de raiz lateral en etapa temprana (flecha). E.
Primordio de raiz lateral en etapa avanzada. F. Raiz lateral. G. Primordio de raiz lateral arrestado. H.
Meristemo apical de raiz lateral. I. Meristemo apical de la raiz primaria. Escala: 100 um. La escala en F es
igual para B, D, E, y G; laescala en | es igual para A, C y H. n= 25 plantas de 9 y 13 dias de edad.
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714 MGT 511

Las plantas de esta linea transgénica presentaron tincion en diferentes capas
celulares de casi todos los érganos de la planta. En la parte aérea se observo tincion en
cotiledones, en las espiculas de las hojas verdaderas y en primordios de hojas verdaderas
(Figura 9A y B). En hipocotilo se observo tincion difusa en varias capas celulares (Figura
9C). En la parte proximal de la raiz se observé una tincién de mayor intensidad que en la
parte distal, en la parte proximal de la raiz primaria se observo en cortex, endodermis,
periciclo y tejidos internos del cilindro central (Figura 9G), en la parte distal de la raiz
primaria se observd tincion de menor intensidad en estas mismas capas. En etapas
tempranas y etapas mas avanzadas de desarrollo de primordios de raices laterales la tincion
se detectd en células de los bordes de la base de los primordios de raices laterales (Figura
9D, Ey F). En éapices de la raiz primaria y raices laterales se observo tincion en algunas
células de cofia lateral (Figura 9H e I). Adicionalmente esta linea transgénica presenté la
caracteristica de que algunas de sus células de periciclo fueron mas cortas que las células de
periciclo de la raiz de la planta de tipo silvestre (Ler), y presento regiones donde las células
del periciclo estan desarrolladas y claramente visibles (Figura 10A, B y C) a diferencia de
las células de periciclo de las plantas de tipo silvestre que son casi imperceptibles (Figura
10D), aunque también fue posible encontrar zonas donde el periciclo permanecio similar a
las plantas de tipo silvestre. A simple vista, la parte aérea de la planta adulta de 4 semanas
de edad y la longitud de la raiz de la planta de 9 dias de edad fueron de tamafio similar a lo
observado en la planta de tipo silvestre.
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Figura. 9. - Andlisis del pat)r(én de actividad de GUS en la linea MGT 511. A. Apice del brote. B. Hoja
cotiledonea. C. Hipocotilo. D. Primordio de raiz lateral en etapa temprana (flecha). E. Primordio de raiz
lateral en etapa avanzada. F. Raiz Lateral. G. Parte proximal de la raiz primaria. H. Raiz lateral. |. Meristemo
apical de la raiz primaria. Escala: 100 um. n= 16.plantas de 9 y 13 dias de edad.
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Figura. 10.- Caracteristicas adicionales dela linea MGT 511. A, B y C; Parte proximal de la raiz primaria
de la linea transgénica MGT 511 donde se observan células cortas de periciclo; las flechas indican algunas de
estas células. D. Parte proximal de la raiz de una planta de tipo silvestre Ler. Escala: 100 um. n= 16 plantas

de 9y 13 dias de edad.
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7.15 MGT 512

En plantas de la linea MGT 512 se observé tincion en diferentes capas celulares y
en casi todos los 6rganos de la planta, tanto en la parte aérea como en la raiz. En su parte
aérea, se observaron manchas con distribucion irregular fuertemente tefiidas en cotiledones
y primordios de hojas verdaderas (Figura 11A y B). En la parte proximal de la raiz primaria
se observo una tincion de mayor intensidad que en la parte distal, en la parte proximal de la
raiz la tincion se observo en cortex, endodermis, periciclo y tejidos internos del cilindro
central (Figura 11G), la tincidn se pudo observar en primordios de raices laterales en etapas
tempranas, y células de bordes laterales de la base de los primordios en etapas mas
avanzadas (Figura 11D, E y F). En &pice de la raiz primaria y raices laterales se observo
tincién en algunas células de epidermis, cortex y endodermis de meristemo apical y zona
de elongacion (Figura 111). A simple vista, la parte aérea de la planta adulta de 4 semanas
de edad vy la longitud de la raiz de la planta de 9 dias de edad fueron de tamafio similar a lo
observado en la planta de tipo silvestre.
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Figura. 11.- Andlisis del patrén de actividad de GUS en la linea I\/‘I‘GT 512. A. Hoja cotileddnea. B.
Apice del brote. C. Hipocotilo. D. Primordio de raiz lateral en etapa temprana (flecha). E. Primordio de raiz
lateral en etapa avanzada. F. Primordio emergido. G. Parte proximal de la raiz primaria. H. Raiz lateral. I.
Meristemo apical de la raiz primaria. Escala: 100 um. La escala en | es igual para A, B, Cy H; la escala en F
es igual para D, E y G. n= 15 plantas de 9 y 13 dias de edad.
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7.1.6 MGT 521

En plantas de la linea MGT 521 el patron de tincién se observo en diferentes capas
celulares de casi todos los 6rganos de la planta. La intensidad de la tincion en parte aérea
fue notablemente maés fuerte. En la parte aérea se observo tincion de mayor intensidad en
bordes externos de cotiledones y en hojas verdaderas (Figura 12A y B). En hipocotilo se
observaron manchas irregulares no especificas a ningun tejido (Figura 12C). En la raiz se
observo en periciclo, en células de cortex y en células de endodermis (Figura 12G), se
observo tefiida la base de algunos primordios de raices laterales y de algunas raices laterales
(Figura 12H). A simple vista, la parte aérea de la planta adulta de 4 semanas de edad y la
longitud de la raiz de la planta de 9 dias de edad fueron de tamafio similar a lo observado en
la planta de tipo silvestre.

Figura. 12.- Anadlisis del patrén de actividad de GUS en la linea MGT 521. A. Hoja cotiledonea. B.
Apice del brote. C. Zona de transicion entre hipocotilo y raiz. D. Primordio de raiz lateral en etapa temprana
(flecha). E. Primordio de raiz lateral en etapa avanzada F. Raiz lateral. G. Parte proximal de la raiz primaria,
H. Raiz lateral y |. Meristemo apical de la raiz primaria. Escala: 100 um. La escala en F es igual para D y E;
laescalaen | esigual para A, B, C, Gy H. n= 12 plantas de 9 y 13 dias de edad.
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7.1.7 MGT 582

En plantas de la linea MGT 582 el patron de tincién se observo en diferentes capas
celulares de casi todos los 6rganos de la planta. La intensidad de la tincidn en la parte aérea
fue mas fuerte que en la raiz. En la parte aérea se observo una tincion fuerte en los bordes
externos de cotiledon y en primordios de hojas verdaderas (Figura 13A y B). En raiz la
expresion no fue especifica de periciclo, se observd claramente tincion aunque de
intensidad débil en células de cortex, endodermis y periciclo en zona de diferenciacion
(Figura 13G y E). La intensidad de la tincion fue més fuerte en la parte proximal de la raiz
que en la parte distal. En zonas distales de la raiz en algunas regiones se observo tincion
solo en periciclo; ocasionalmente se encontraron zonas donde se observd tincién en cortex
y endodermis y se pudo detectar la tincidén en primordios en etapa temprana. Sin embargo,
la actividad de GUS en primordios no fue constante, de igual manera ocasionalmente se
observaron células tefiidas en los bordes laterales de los primordios mas desarrollados
(Figura 13E). En el apice de la raiz se observé una expresion mas ligera en células de la
cofia de raices laterales ya desarrolladas (Figura 13H) y rara vez en cofia de la raiz primaria
(Figura 131). No se observo en meristemos apicales de la raiz primaria (Figura 131). A
simple vista, la parte aérea de la planta adulta de 4 semanas de edad y la longitud de la raiz
de la planta de 9 dias de edad fueron de tamafio similar a lo observado en la planta de tipo
silvestre. Adicionalmente las plantas de la linea MGT 582 presentaron un porcentaje de
germinacion aparentemente bajo (alrededor del 50%).
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Figura. 13.- Anélisisdel patron de actividad de GUS en lalinea MGT 582. A. Hoja cotiledonea. B. Apice
del brote. C. Hipocotilo. D. Primordio de raiz lateral en etapa temprana (flecha). E. Primordio de raiz lateral
en etapa avanzada F. Raiz lateral. G. Parte proximal de la raiz primaria. H. Apice de raiz lateral y parte de
otra raiz lateral de la misma planta. 1. Meristemo apical de la raiz primaria. Escala: 100 um. La escala en F
esigual para C, Dy E; laescalaen | es igual para A, B, Gy H. n= 12 plantas de 9 y 13 dias de edad.
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7.1.8 MGT 606

En la parte aérea se observd un incremento de la tincion de manera gradual hacia el
apice del brote (Figura 14B). En raiz se observé una tincion de gran intensidad que
aumenté gradualmente hacia la zona meristemética de raices laterales y raiz primaria
(Figura 141) y apices de raices laterales (Figura 14H). Dicha tincion se presento en todas las
capas celulares (Figura 14D), la intensidad maxima se detecto facilmente en zona distal de
elongacion y zona meristematica (Figura 14H e ). Curiosamente, en la Gltima linea celular
de la cofia no se observd tincion (Figura 14H). En algunas plantas se encontraron algunas
regiones de la zona de diferenciacion con pocos pelos o sin pelos. (Figura 15A, By C). A
simple vista, la parte aérea de la planta adulta de 4 semanas de edad y la longitud de la raiz
de la planta de 9 dias de edad fueron de tamafio similar a lo observado en la planta de tipo
silvestre.

G H |
Figura. 14.- Anadlisis del patrén de actividad de GUS en la Iinea‘M GT 606. A. Hoja cotiledonea. B.
Apice del brote. C. Hipocotilo y raiz lateral. D. Primordio de raiz lateral en etapa temprana (flecha) . E.
Primordio de raiz lateral en etapa avanzada F. Raiz lateral. G. Parte distal de la raiz primaria. H. Apice de raiz
lateral. |. Meristemo apical de la raiz primaria. Escala: 100 um. La escala en F es igual para A, C, D, E,H e
I; laescala en G es igual para B. n= 10 plantas de 9 y 13 dias de edad.
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Figura. 15.- Caracteristicas adicionales de la linea MGT 606. A. Parte proximal de la raiz primaria de la
linea MGT 606 donde se observan regiones sin pelos (flecha), B. no desarrollados (flecha). C. Solo en uno de
los polos de la raiz (flecha). D. Parte proximal de la raiz primaria de una planta de tipo silvestre Ler. Escala:
100 pm. n= 10 plantas de 9 y 13 dias de edad.
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719 MGT 821

En estas plantas la tincion fue especifica de tejidos vasculares de la raiz y del brote.
En la parte aérea se observé tincion de intensidad fuerte en tejidos vasculares de apice del
brote (Figura 16A). En la parte proximal de la raiz primaria frecuentemente se detecto la
tincion en el cilindro central completo (Figura 16G). Fueron encontradas zonas en la parte
distal de la raiz primaria donde solo se observd tincidn en periciclo, rara vez se llego a
encontrar células endodérmicas tefiidas, rara vez se observo tincion en primordios de raices
laterales tanto en etapas tempranas como en etapas mas desarrolladas (Figura 16D y E). No
se detecto la tincién en meristemo apical de raices laterales ni en raiz primaria (Figura 16F
e 1). Esta linea frecuentemente present6 una distribucion anormal de primordios, ya sea en
plano longitudinal (primordios muy cercanos uno a otro; Figura 17C) o en plano transversal
(primordios formados uno frente de otro; Figura 17A y B), algunos primordios presentaron
deformaciones en su domo (Figura 17E). A simple vista se observd claramente un fenotipo
en plantas adultas de 4 semanas de edad. Algunas plantas se observaron mucho mas
pequefias y visiblemente méas delgadas que la parte aérea de la planta de tipo silvestre,
como no todas las plantas presentaron este fenotipo y sélo las plantas pequefias presentaron
tincion, indica heterocigocidad o mas de dos inserciones. Adicionalmente encontramos que
esta linea transgénica tiene un bajo porcentaje de germinacion (alrededor del 13%).
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Figura. 16.- Andlisis del patron de actividad de GUS en la linea MGT 821. A. Apice del brote. B. Parte
proximal del hipocotilo. C. Parte distal del hipocotilo. D. Primordio de raiz lateral en etapa temprana (flecha)
. E. Primordio de raiz lateral en etapa avanzada. F. Raiz lateral. G. Parte proximal de la raiz primaria. H.
Parte distal de la raiz primaria. |. Meristemo apical de la raiz primaria. Escala: 100 um. n= 33 plantas de 9y
13 dias de edad.
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Figura. 17.- Caracteristicas adicionales de la linea MGT 821. A, B, C; Raiz primaria de la linea
transgénica MGT 821 donde se presenta distribuciéon anormal de primordios de raices laterales. D. Raiz
primaria de una planta de tipo silvestre Ler. Escala: 100 um. n= 33 plantas de 9 y 13 dias de edad.
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7.1.10 MET 115

No se observo tincion en 22 plantas observadas de dos edades diferentes (Figura
18). A simple vista, la parte aérea de la planta adulta de 4 semanas de edad y la longitud de
la raiz de la planta de 9 dias de edad fueron de tamafio similar a lo observado en la planta
de tipo silvestre. Esta linea transgénica fue seleccionada ya que en observaciones
preliminares se report6 tincion en bordes laterales de la base de primordio de raiz lateral, y
en células de periciclo en zona de transicion.

\ i
Figura. 18- Analisis del patrén de actividad de GUS en la linea MET 115. A. Apice del brote. B.
Hipocotilo. C. Parte proximal de la raiz primaria. D. Primordio de raiz lateral en etapa temprana (flecha). E.
Primordio de raiz lateral en etapa avanzada. F. Primordio emergido. G. Primordio arrestado. H. Raiz lateral.
I. Meristemo apical de la raiz primaria. Escala: 100 um. La escala en F es igual para D, E, y G; la escala en |
es igual para A, B, Cy H. n=22 plantas de 9 y 13 dias de edad.
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7.1.11 MET 441

Las plantas de linea MET 441 presentaron un patrén de actividad de GUS fuerte y
localizado. En parte aérea se observOo en tejidos vasculares (Figura 19A), en raiz
ocasionalmente se observaron regiones de periciclo fuertemente tefiidas (Figura 19C), no se
observd tincién en primordios en etapa temprana (Figura 19E). En primordios en etapas
mas avanzadas se observé una tincion fuerte y definida en los bordes laterales de la base del
primordio que se continud en células de periciclo (Figura 19F y G), no se observé tincion
en meristemo apical de las raices laterales y ni de raiz primaria (Figura 19H e I). A simple
vista, la parte aérea de la planta adulta de 4 semanas de edad y la longitud de la raiz de la
planta de 9 dias de edad fueron de tamafio similar a lo observado en la planta de tipo
silvestre. Las plantas de la linea transgénica MET 441 presentaron un porcentaje de
germinacién aparentemente bajo (alrededor del 40%).

Figura. 19.- Andlisis del patrén de actividad de GUS en la linea MET 441. A. Apice del brote. B.
Hipocotilo. C, D; Parte proximal de la raiz primaria. E. Primordio de raiz lateral en etapa temprana (flecha).
F. Primordio de raiz lateral en etapa avanzada. G, H; Raiz lateral. I. Meristemo apical de la raiz primaria.
Escala: 100 um. La escala en F es igual para E y G; la escala en | es igual para A, B, C,DyH.n=21
plantas de 9 y 13 dias de edad.
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7.1.12 MGT 180

Las plantas de esta linea presentaron tincion en casi todos los érganos de la parte
aérea (Figura 20A), se observaron pequefios grupos de células epidérmicas de cotiledon
tefiidas, hay tincion ligeramente mas fuerte en los bordes del cotiledon y en primordios de
hojas verdaderas, en hipocotilo la tincién se observé ligera y en diferentes tejidos. En la
parte proximal de la raiz la tincion fue mas fuerte y en todo el cilindro central (Figura 20B).
En la parte distal de la raiz la intensidad de la tincion fue mucho menor y a lo largo de la
parte distal de la raiz se encontraron ocasionalmente zonas con tincion sélo en periciclo
(Figura 20C). La tincion fue detectada en etapas tempranas del desarrollo de primordios de
raices laterales, en etapas mas avanzadas, en la base de los primordios de raices laterales.
(Figura 20D y E). Ocasionalmente se encontraron primordios sin tincion. En raices laterales
desarrolladas se observé tincidon en tejidos vasculares de zona de diferenciacion y en
algunas células de cofia. (Figura 20G). En la raiz primaria ademéas de células de cofia se
observo tincion en células de epidermis y cortex de zona meristematica (Figura 20H e 1).
Esta linea presenté un fenotipo interesante, los meristemos de las raices laterales parecen
mas cortos que en las plantas de tipo silvestre. (Figura 21A). A simple vista, la parte aérea
de la planta adulta de 4 semanas de edad y la longitud de la raiz de la planta de 9 dias de
edad, fueron de tamario similar a lo observado en la planta de tipo silvestre.
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Figura.20.- Andlisis del patron de actividad de GUS en la linea MGT 180. A. Apice del brote, B. Parte
proximal de la raiz primaria. C. Parte distal de la raiz primaria. D. Primordio de raiz lateral en etapa temprana
(flecha). E. Primordio de raiz lateral en etapa avanzada. F. Raiz lateral. G. Apice de raiz lateral. H.
Meristemo apical de la raiz primaria. |. Meristemo apical de la raiz primaria, diferente a la mostrada en H.
Escala: 100 um. n= 15 plantas de 9 y 13 dias de edad.

N/ ; . NN ; \

Figura. 21.- Fenotipo de raices laterales cortas en plantas de la linea MGT 180. A. Raiz lateral de una
planta de la linea MGT 180 de 13 dias de edad, donde se observa el meristemo mas corto que en la planta de
tipo silvestre (flecha). B. Raiz lateral de una planta de tipo silvestre Ler de 13 dias de edad. Escala: 100 pum.
n= 15 plantas de 9 y 13 dias de edad.
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Tabla 1. Resumen del patrén de expresion de GUS en las lineas transgénicas.

MGT180

MGT303

MGT307
MGT511

MGT512

MGT521

MGT582

MGT606

MGT821

MET115
MET441

Cotiled6n

Tejido
vascular

En grupos
pequefios
de células
de
cotiledén
Y tejidos
vasculares
No se
observa
NO
Difuso

Difuso

Fuerte en
bordes
externos
Fuerte en
bordes
externos

Ver
detalles
No se
observa

NO
No se
observa

Hoja

verdadera

Tejido
vascular

Difuso

Primordios
de hojas.
SE

Difuso

Difuso

Fuerte

Fuerte
Difuso

Ver
detalles
Apice del
brote

SE
No se
observa

Apice de la
raiz

Células de
todo cilindro
central de
zona
meristematica
Cofia

No se
observa
OBSERVO
Cofia lateral

Células
meristematica

No constante

Cofia

Ver detalles

No se
observa

OBSERVO
No se
observa

Zona de

Diferenciacion

Periciclo
Xilema
Floema

Periciclo
Xilema
Floema

Ver detalles

No se observa

TINCION
Cortex
Endodermis
Periciclo
Xilema
Floema
Cortex
Endodermis
Periciclo
Xilema
Floema

cortex
endodermis
periciclo
Cortex
Endodermis
Periciclo.
Ver detalles
Ver detalles

Periciclo
Xilema
Floema
TINCION
Periciclo

No constante

Primordio
de Raiz
Lateral

Bordes
laterales

En base
completa

No se
observa

Parte basal

Bordes
laterales

Parte basal

No constante

Ver detalles

no se

observa

Bordes
laterales

Raiz Lateral
desarrollada

Periciclo
Xilema
floema

Periciclo
Xilema
Floema
Cofia.

No se
observa

Cofia lateral

Células
meristematica

Cofia

Ver detalles

Periciclo
Xilema
Floema

No se
observa

Hipocotilo

Tejido

vascular

Difuso

No se
observa

Difuso

Difuso

Difuso

Difuso

Ver
detalles
No se
observa

No se
observa

# plantas
observadas

23

29

25
16

15

12

12

10

33

22
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7.2  ldentificacion y andlisis genético de una linea de mayor interésen relacion ala
iniciacion de primordios deraices laterales.

Basandonos en el patron de actividad de GUS analizado en todas las lineas arriba
mencionadas, se selecciond la linea MGT 180, que presento tincion en los primordios de las
raices laterales en etapas tempranas de desarrollo del primordio y presentd un patron
estable y reproducible de actividad de GUS, para profundizar en su caracterizacion.

El andlisis genético se inicié con el estudio de la resistencia a kanamicina y de la
actividad de GUS en 9 plantas diferentes de la linea MGT 180, llamadas L1 a L9. En el
caso especifico de la progenie de la planta 8, la linea MGT180 L8 (n=18) ninguna planta
presento tincion (GUS-); sin embargo, 15 fueron resistentes a kanamicina, caso contrario
observado en la progenie de la planta 9, linea llamada MGT180 L9 (n=20) donde todas las
plantas fueron resistentes a kanamicina y todas las plantas mostraron actividad de GUS
(GUS+). Estos datos sugirieron presencia de dos inserciones y posible segregacion en estas
lineas.

Las lineas MGT180 L8 (GUS-) y MGT180 L9 (GUS+) fueron sometidas a un
analisis genético detallado. Con el objetivo de analizar si existen algunos cambios del
patron de actividad de GUS a través del tiempo, se sembraron semillas de la linea MGT180
L9 (GUS +) en medio MS 0.2X vy se realizo la tincion para detectar actividad de GUS,
analizandose 13 plantas de 7 dias, 12 plantas de 9 dias, 12 plantas de 13 dias y 15 plantas
de 20 dias de edad, y este analisis no mostr6 cambios en el patron de tincion descrito
anteriormente (Figura 20).

El fenotipo relacionado a meristemos apicales mas cortos que en la planta de tipo
silvestre en las raices laterales, se observo tanto en plantas de la linea MGT180 L8 (GUS-)
como en plantas de la linea MGT180 L9 (GUS+). Esta caracteristica a diferentes edades de
la planta no se encontrd en plantas de 7 dias ni de MGT180 L8 ( n=12), ni de MGT180 L9 (
n=12). En plantas de 9 dias el fenotipo se presentd en un 20% de las plantas, solo en
algunas de las raices laterales de las lineas MGT180 L8 (GUS-) n=10 y MGT180 L9
(GUS+) n=10. En plantas de 13 dias de edad se encontro en un 40% de las plantas y solo se
detect6 en algunas de las raices laterales de MGT180 L8 (GUS-) n=12 y MGT180 L9
(GUS+) n=12. Finalmente los meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre se
encontraron en un 100% de las raices laterales del 100% de la poblacién de la linea
MGT180 L8 (GUS-) de 20 dias de edad. De igual manera el 100% de las plantas de 13 dias
de edad de MGT180 L8 (GUS-) crecidas en medio MS 0.2X suplementado con 50ug/ml de
kanamicina, presentaron esta caracteristica de meristemos mas cortos que en la planta de
tipo silvestre. Sorpresivamente, en las plantas de tipo silvestre de 20 dias de edad se
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encontrd esta misma caracteristica, pero en menor cantidad de raices laterales por planta y
en un 80% de las plantas analizadas (n=16) (Figura 22).

A B

Figura. 22.- Fenotipo de meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestrea 13 y 20 dias de edad
en la linea transgénica MGT 180. A, B; Linea MGT180 L8 (GUS-) sembradas en medio MS 0.2X sin
kanamicina, donde se observan raices laterales cortas y pelos radicales muy cerca del apice de la raiz. C. Raiz
lateral de la linea MGT180 L8 (GUS-) de 20 dias sembrada en medio MS 0.2X sin kanamicina, donde se
observa el meristemo corto. D. Raiz lateral de una planta de tipo silvestre de 20 dias sembrada en medio MS
0.2X sin kanamicina, donde se observa el meristemo corto. Escala: 100 pum.
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Se realizaron ensayos de analisis de segregacion con las lineas MGT180 L8(GUS-)
y MGT180 L9(GUS+) con base en su resistencia a kanamicina (n=100). En el caso de
MGT180 L8(GUS-) se obtuvieron 74 plantas resistentes a kanamicina y 26 plantas
sensibles a kanamicina (aproximadamente 3:1) y para MGT180 L9(GUS+) se obtuvo el
100% de plantas resistentes a kanamicina (Figura 23). Estos datos indican que la linea
MGT180 L8(GUS-) es heterocigoética para la resistencia a kanamicina y aparentemente solo
tiene una insercién, mientras que la linea MGT180 L9(GUS+) es homocigotica, tanto para
la resistencia a kanamicina, como para la actividad de GUS.

A B

RESISTENCIA A KANAMICINA TINCION DE GUS

/ 100
100 .
%0 / :Z :
w1 .
60 4 / mKant 60 | p = TINCION
o // Kan. zz :/ W NOTINCION
40 . 30 +7
e 2
20 v - ]
10 -'/, 12

0 MGT1801L8 MGT1801L9

MGT180L8 MGT180L9

MGT180L8(GUS) MGT 180L9(GUS+)  CONTROL (Ler)

Figura. 23.- Anadlisis de la segregacion de las lineas MGT180 L8 (GUS) y MGT180 L9 (GUSH). A.
Porcentaje de plantulas de las lineas MGT180 L8 (GUS-) n=100 y MGT180 L9 (GUS+) n=100 resistentes a
kanamicina; barra verde oscuro: plantulas Kan®, barra verde claro: plantulas Kan". B. Porcentaje de plantulas
con actividad de GUS de las lineas MGT180 L8 (GUS-) n=20 y MGT180 L9 (GUS+) n=18; barra azul:
plantulas GUS", barra roja: plantulas GUS". C. Plantulas de las lineas MGT180 L8 (GUS-) y MGT180 L9
(GUS+) sembradas en medio MS 0.2X suplementado con 50 pg/mL de kanamicina, x°=0.0266 para MGT 180
L8(hipétesis=1 insercion). x>=0.0 para MGT180 L9 (hip6tesis=homocigoética). n=100 plantas.
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Con la finalidad de estudiar la segregacion de la linea MGT180 L9 (GUS+) vy de
determinar si porta una 0 mas inserciones, se realizd una retrocruza de prueba usando
plantas de tipo silvestre Ler tomadas como madre y la linea transgénica como donadora del
polen. En la generacion F1, sabiendo que la resistencia a kanamicina es un caracter
dominante, se confirmé que la retrocruza fue exitosa sembrando la generacion F1 en medio
con kanamicina. (Figura 24).

A B

MGT 180 L9 sin Kanamicina MGT 180 L9 con Kanamicina

o ——

—=_

Figura. 24.-Confirmacién delaretrocruza exitosa de lalinea MGT180 L9 (GUS+). Progenie F1 resultado
de la retrocruza de plantas de tipo silvestre (Ler) fertilizada con polen de la linea MGT180 L9 (GUS+). A. A
la izquierda plantulas de la generacion F1, a la derecha plantulas de tipo silvestre (Ler) utilizadas como
control positivo. Las plantulas fueron sembradas en medio MS 0.2X sin kanamicina B. A la izquierda
plantulas de la generacidn F1, a la derecha plantulas de tipo silvestre (Ler) utilizadas como control negativo.
Las plantulas fueron sembradas en medio MS 0.2X con 50 pg/mL de kanamicina.

Las plantas resistentes al antibidtico se sembraron en suelo, para obtener la
generacion F2 mediante autopolinizacion, se realizaron ensayos de analisis de segregacion
en base a su resistencia a kanamicina. Se analizaron las progenies de tres plantas
independientes de la generacion F2 (MGT180 L9-1, MGT180 L9-2 y MGT180 L9-3). En
el caso de MGT180 L9-1 se obtuvieron 105 plantas resistentes a kanamicina y 32 plantas
sensibles a kanamicina (aproximadamente 3:1), para MGT180 L9-2 se obtuvieron 161
plantas resistentes a kanamicina y 11 plantas sensibles a kanamicina y para MGT180 L9-3
se obtuvieron 120 plantas resistentes a kanamicina y ninguna planta sensible a kanamicina.
Se tomaron de 21-30 plantas resistentes a kanamicina de cada linea y se analiz6 la actividad
de GUS. Para la linea MGT180 L9-1 se obtuvieron 21 plantas sin actividad (n=21), para
MGT180 L9-2 se obtuvieron 28 plantas sin actividad (n=28) y para MGT180 L9-3 se
obtuvieron 22 plantas con actividad y 8 sin actividad (n=30) (Figura 25).
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Figura. 25.- Andlisis de la segregacién de la generacion F2 de la retrocruza de la linea MGT180 L9
(MGT180L9-1, MGT180L9-2y MGT180 L9-3). A. Porcentaje de plantulas resistentes a kanamicina de las
lineas MGT180 L9-1 (n=105), MGT180 L9-2 (n=161) y MGT180 L9-3 (n=120); barra verde oscuro:
plantulas Kan*, barra verde claro: plantulas Kan". ¥°=0.0266 para MGT 180 L9-1 (hipétesis=1 insercion);y 2
=0.0032 para MGT180 L9-2 (hip6tesis=2 inserciones). x°=1.59 para MGT180 L9-3 (hip6tesis=3 inserciones).
B. Porcentaje de plantulas con actividad de GUS de las lineas MGT180 L9-1 (n=21), MGT180 L9-2 (n=28) y
MGT180 L9-3 (n=30); barra azul: plantulas GUS", barra roja: plantulas GUS". x*=0.148 para MGT180 L9-3
(hipotesis=1 insercidn provee la expresion de GUS).

Se realiz6 un ensayo experimental adicional para estudiar la relacion entre la resistencia a
kanamicina y el fenotipo de meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre en las
plantas de MGT180 L8(GUS-), el cual consistio en un andlisis simultaneo del fenotipo y de
la resistencia a kanamicina de 30 plantas crecidas en medio MS 0.2X. De plantas de 15-18
dias de edad se tomaron explantes de hoja y se indujo la produccion de callo en medio
(MS) al 0.2X suplementado con 50 pg/ml de kanamicina y 2,4-Diclorofenoxiacético e IAA
en una proporcion 0.5/0.05 segln descrito por Valvenkens et al, (1988) para A. thaliana.
Las raices de estas mismas plantas se aclararon y se observaron en microscopio analizando
el fenotipo de meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre en raices laterales.
En los resultados de este ensayo el 100% de las raices laterales mostrd el fenotipo de
meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre en el 100% de la poblacion y el 71
% de las plantas fueron resistentes a kanamicina (Figura 26). Estos datos apoyan
fuertemente que el fenotipo de meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre de
raices laterales no esta relacionado a la resistencia a kanamicina.
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Figura. 26.- Busqueda de la relacion entre la resistencia a kanamicina y el fenotipo de meristemos mas

cortos que en la planta de tipo silvestre. Se prob6 si hay relacion entre la resistencia a kanamicina y el
fenotipo de meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre mediante la induccién de callos en
presencia de kanamicina tomando explantes de una planta heterocigética MGT180 L8 (GUS-) crecida en
medio sin kanamicina. A. Plantulas de la lineas MGT180 L8 (GUS-) sembradas en medio MS 0.2X
suplementado con 50 pug/mL de kanamicina (i), plantulas crecidas en medio MS 0.2X sin kanamicina (ii). B.

Porcentaje de plantulas sensibles y resistentes a kanamicina que presentaron meristemos mas cortos que en la

planta de tipo silvestre. C. Induccion de callos en medio MS 0.2X suplementado con 50 uyg/mL de
kanamicina, los explantes no formadores de callo estan sefialados por un circulo. n=30 plantas
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7.3 Andalisismolecular delalinea MGT 180.

Para realizar el analisis molecular de la linea seleccionada por el patron de actividad
de GUS relacionado con las etapas tempranas del desarrollo del primordio de la raiz lateral
fue necesario estandarizar la técnica de TAIL-PCR. Trabajos preliminares realizados en
laboratorio del Dr. Dubrovsky demostraron que el protocolo para TAIL-PCR no fue
optimizado ya que fue dificil obtener las bandas de producto de PCR esperado.

7.3.1 Procesodeestandarizacion delatécnicade TAIL-PCR

Disefiamos oligonucle6tidos degenerados de acuerdo a lo especificado por Liu et
al., (1995) y oligonucledtidos especificos del borde 3’ del inserto utilizado para la
construccion de las plantas mutantes (Figura 27).

: BORDE Ds 3
> GAACAAAAATACCGGTTCCCGTCCGATTTCGACTTTAACCCGACCGGATCGTATCGGTTTT SN

LACCc I anrseescgEee T TTTCCTTAGeeqryricsccanpmiee 1 TTCCGTCCCGCAAGTTA
AATATGAAAATGAAAACGGTAGAGGTATTTTACCGACC R EET e RRRIT S CTA®

B
OLIGONUCLEOTIDOSESPECIFICOSDS3'1

DS31 '
¥ CGATTACCGTATTTATCCCGTTCG ®
DS3'1b

> GTATTTATCCCGTTCGTTTTCGT °
DS32 ,
> CCGGTATATCCCGTTTTCG °
DS3'3 ,

> GTTACCGACCGTTTTCATCC®
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C
OLIGONUCLEOTIDOS DEGENERADOS

ADI
NTCGASTWTSGWGTT

AD2
NGTCGASWGANAWGAA

D

‘ Oligonucledtidos separados

5 3
Ds3'1 Ds3'2 Ds3'3

—— — AD1/AD2
ﬁ —

‘ Qligonucledtidos traslapados

Ds3’'1b
’ ’
5 Ds3'1 Ds3'2 3
—

— — AD1/AD2
—

Figura 27.- Secuencia de los oligonucledtidos especificos empleados en los TAIL-PCR. A. Secuencia del
borde Ds 3’ del inserto DsG, utilizado para la construccion de la coleccion de lineas transgénicas. B.
Oligonucle6tidos especificos del borde Ds 3°. C. Oligonucle6tidos degenerados de acuerdo a Liu et al., 1995.
D. Esquema general de la posicién de los oligonucledtidos empleados en las dos estrategias utilizadas para la
amplificaciéon del borde Ds 3* por TAIL-PCR. Las lineas azules representan la posicion de los
oligonucledtidos especificos empleados, la flecha roja corresponde a la insercion DsG y la linea naranja
representa DNA genémico desconocido.

Se hizo la extraccion de DNA gendmico de algunas lineas transgénicas (Figura 28),
a partir de tejido de plantas adultas crecidas en condiciones controladas. Se realizaron
reacciones TAIL-PCR en las condiciones descritas anteriormente para las lineas
transgénicas, MGT 22, MGT 180, MGT 307, MGT 582, MGT 606, MGT 767 y MGT 821.
Los productos de la amplificacion correspondiente a las reacciones primaria, secundaria y
terciaria se sometieron a una electroforesis en un gel de agarosa al 1.0% o 1.5% (Figuras 29
a 35). Como se puede observar, se obtuvo una gran cantidad de bandas, algunas de ellas
con el patrén caracteristico de dichas reacciones TAIL-PCR, resultado que sugiere haber
obtenido un resultado positivo. Con el fin de confirmar que se trataba de una banda
especifica y ya que se disponia de 4 oligonucleotidos para 3 reacciones de amplificacion,
se realizé una amplificacion més con el oligonucleétido Ds 3’3 (Figura 27). A continuacion
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se realizé la ligacion del fragmento obtenido en la reaccion de TAIL-PCR en el vector de
clonacién pGEM®-T Easy Vector. La reaccion de ligacid se utilizé para transformar células
quimicamente competentes DH5o. de E. coli mediante choque térmico .

Durante la estandarizacion molecular se observd que el utilizar oligonucledtidos
especificos al borde de la insercion Ds 3’ traslapados, aumenté la frecuencia de
amplificaciones especificas.
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Figura 28. DNA gendémico de las lineas transgénicas utilizadas para la estandarizacion del TAIL-PCR.
Electroforesis en gel de agarosa del DNA gendmico; Carril 1: 5uL. de DNA ge®mico de la linea MGT 307;

Carril 2: 3uL de DNA gendmico de la linea MGT 180; Carril 3: 3uL de DNA gendmico de la linea MGT 821;
Carril 4: 3uL de DNA gerdmico de la linea MGT 307; Carril 5: 3. de DNA gendmico de la linea MGT 22;

Carril 6: 3uL de DNA gendmico de la linea MGT 582; Carril 7: 3uL. de DNA gen6mico de la linea MGT 767;
Carril 8: Marcador de peso molecular 1Kb.
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Oligonucledtidos Oligonucledtidos
Ds 3 separados Ds 3 traslapados
AD1 AD2 AD1 AD2
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Figura 29.- TAIL-PCR delalinea MGT 767. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos del
TAIL PCR de la linea MGT 767; Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2: reaccién primaria,
utilizando oligonucledtidos Ds3’1 y AD1; Carril 3: reaccidn secundaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’2 y
AD1; Carril 4: reaccion terciaria, utilizando oligonucleodtidos Ds3’3 y AD1; Carril 5: reaccioén primaria,
utilizando oligonucledtidos Ds3’1 y AD2; Carril 6: reaccion secundaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’2 y
AD2; Carril 7: reaccion terciaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’3 y AD2; Carril 8: reaccién primaria,
utilizando oligonucleétidos Ds3’1 y AD1; Carril 9: reaccién secundaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’1b y
AD1; Carril 10: reaccion terciaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’2 y AD1; Carril 11: reaccion primaria,
utilizando oligonucleétidos Ds3’1 y AD2; Carril 12: reaccion secundaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’1b
y AD2; Carril 13: reaccion terciaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’2 y AD2. El asterisco indica la
amplificacién de la reaccidn terciaria candidata para su secuenciacion.

MARIA DOLORES GUTIERREZ ALANIS Pagina 59



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO IBT

Oligonucledtidos
Ds 3 tradapados

AD1 AD2

2000 pb
1650 pb
1000 pb

650 pb
500 pb

Figura 30.- TAIL-PCR delaslineas M GT 821. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos del
TAIL PCR de la linea MGT 821; Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2: reaccién primaria,
utilizando oligonucleotidos Ds3’1 y AD1; Carril 3: reaccién secundaria, utilizando oligonucle6tidos Ds3’1b y
AD1; Carril 4: reaccion terciaria, utilizando oligonucleodtidos Ds3'2 y AD1; Carril 5: reaccién primaria,
utilizando oligonucleétidos Ds3’1 y AD2; Carril 6: reaccidn secundaria, utilizando oligonucle6tidos Ds3’1b y
AD2; Carril 7: reaccion terciaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’2 y AD2. El asterisco indica la
amplificacién de la reaccidn terciaria candidata para su secuenciacion.
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Figura 31.- TAIL-PCR delaslineas MGT 582. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos del
TAIL PCR de la linea MGT 582; Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2: reaccién primaria,
utilizando oligonucle6tidos Ds3’1 y AD1; Carril 3: reaccién secundaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’1b y
AD1; Carril 4: reaccion terciaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’2 y AD1; Carril 5: reaccién primaria,
utilizando oligonucleétidos Ds3’1 y AD2; Carril 6: reaccidn secundaria, utilizando oligonucle6tidos Ds3’1b y
AD2; Carril 7: reaccion terciaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’2 y AD2. El asterisco indica la
amplificacién de la reaccion terciaria candidata para su secuenciacion.
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Figura 32.- TAIL-PCR delaslineas M GT 606. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos del
TAIL PCR de la linea MGT 606; Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2: reaccién primaria,
utilizando oligonucleétidos Ds3’1 y AD1; Carril 3: reaccion secundaria, utilizando oligonucle6tidos Ds3’1b y
AD1; Carril 4: reaccion terciaria, utilizando oligonucle6tidos Ds3’2 y AD1; Carril 5: reaccién primaria,
utilizando oligonucleétidos Ds3’1 y AD2; Carril 6: reaccién secundaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’1b y
AD2; Carril 7: reaccién terciaria, utilizando oligonucledtidos Ds3’2 y AD2. El asterisco indica la
amplificacién de la reaccidn terciaria candidata para su secuenciacion.
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Figura 33.- TAIL-PCR delaslineas MGT 307. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos del
TAIL PCR de la linea MGT 307; Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2: reaccién primaria,
utilizando oligonucle6tidos Ds3’1 y AD1; Carril 3: reaccién secundaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’1b y
AD1; Carril 4: reaccion terciaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’2 y AD1; Carril 5: reaccién primaria,
utilizando oligonucleétidos Ds3’1 y AD2; Carril 6: reaccidn secundaria, utilizando oligonucle6tidos Ds3’1b y
AD2; Carril 7: reaccion terciaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’2 y AD2. El asterisco indica la
amplificacién de la reaccion terciaria candidata para su secuenciacion.
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Figura 34.- TAIL-PCR delaslineas MGT 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos del
TAIL PCR de la linea MGT 22; Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2: reaccién primaria,
utilizando oligonucleétidos Ds3’1 y AD1; Carril 3: reaccién secundaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’1b y
AD1; Carril 4: reaccion terciaria, utilizando oligonucledtidos Ds3'2 y AD1; Carril 5: reaccién primaria,
utilizando oligonucleétidos Ds3’1 y AD2; Carril 6: reaccidn secundaria, utilizando oligonucle6tidos Ds3’1b y
AD2; Carril 7: reaccion terciaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’2 y AD2. El asterisco indica la
amplificacion de la reaccion terciaria candidata para su secuenciacion.
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Figura 35.- TAIL-PCR delaslineas MGT 180. A. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos
del TAIL PCR de la linea MGT 180; Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2: reaccion primaria,
utilizando oligonucleotidos Ds3’1 y AD1; Carril 3: reaccién secundaria, utilizando oligonucle6tidos Ds3’1b y
AD1; Carril 4: reaccién primaria, utilizando oligonucledtidos Ds3’1 y AD2; Carril 5: reaccion secundaria,
utilizando oligonucleotidos Ds3’1b y AD2. B. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos del
TAIL PCR de la linea MGT 180; Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2: reaccion terciaria,
utilizando oligonucledtidos Ds3’2 y AD1; Carril 3: reaccion terciaria, utilizando oligonucledtidos Ds3°2 y
AD?2. El asterisco indica la amplificacion de la reaccion terciaria candidata para su secuenciacion.
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7.3.2 Analisismolecular delalineaMGT180L9 (GUS+)

Se realiz6 un TAIL-PCR con DNA gendmico obtenido de la planta transgénica
MGT 180 (Figura 35) y MGT180 L9(GUS+, Figura 36). Como se observa en la fotografia,
se obtuvieron productos de la reaccion secundaria y terciaria que predice la posibilidad de
haber rescatado un fragmento especifico asociado a la insercion en estas plantas
transgénicas. Los productos de amplificacion obtenidos en la reaccidn terciaria se clonaron
en el vector pGEM®-T Easy Vector y con este plasmido se transformaron células
competentes de DH5a de E. coli, se extrajo el DNA plasmidico y se sometié a una
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, con el fin de identificar los plasmidos que
contienen las inserciones correspondientes a las amplificaciones obtenidas en reaccion
terciaria del TAIL-PCR, se realizd una digestién con la endonucleasa de restriccion
especifica EcoR1, para identificar las clonas que contienen los fragmentos referidos.
Finalmente se mandaron secuenciar 4 plasmidos producto de dos  TAIL-PCR
independientes, 1 correspondiente a una planta de la linea MGT 180 y 3 plasmidos
correspondientes a la linea MGT180 L9 (GUS+). Las 4 bandas secuenciadas
correspondientes a 2 TAIL-PCR independientes presentaron la secuencia del borde Ds 3’
de la insercion indicativo de un TAIL-PCR exitoso, la secuencia adyacente en una de las
clonas correspondio a una region de DNA de Arabidopsis thaliana, localizada en el cromosoma
3 en la posicién 93955-94290 del BAC T4C2 (e=4e-167) y una pequefia region distal
correspondiente a Gene trapping Ds/T-DNA vector pDsG8 (e=1e-167). Las otras 3 clonas la
secuencia adyacente al borde Ds 3’ tuvo gran similitud a secuencias de vectores, entre ellos Cloning
vector pAJ1 (Figura 37).
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Figura 36.- TAIL-PCR de las lineas MGT180 L9 (GUS+). Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los
productos del TAIL PCR de la linea 180; Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2: reaccion
primaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’1 y AD1; Carril 3: reaccion secundaria, utilizando oligonucle6tidos
Ds3’1b y AD1; Carril 4: reaccién terciaria, utilizando oligonucleétidos Ds3°2 y AD1; Carril 5: reaccion
primaria, utilizando oligonucleétidos Ds3’1 y AD1; Carril 6: reaccion secundaria, utilizando oligonucleétidos
Ds3’1b y AD1; Carril 7: reaccion terciaria, utilizando oligonucledtidos Ds3’2 y AD1.
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TGTAGGAGAGAAAAGGGTTTGAAAT
GTGGAGGTTTAGGGTTTAAGTTGTGGCTTAAGGTAAACAAATCAGAAGGATGATG
GGTTCTGTTATGGCAATAACACAAGAGCGTGCCCCCATGGTGCGGTATATGGGTT
CCACTAGTTTTGGTCTTTTGGGGTGTGATGTTCAAGGAAAAACAAAGAGTTGAAT
AAGAAAATGAAAAATATGAAGCAATCTAACAAACAAACAAAAGTAAAGATGAGGC
GCTTTTTGAAAAGATACACCAAGGAATTACCGTTAACCGTGATGGTGAAATTTATG
AAAAGGGAAAGATTTGAATGGGCGTGAAACCGATACGAAAACG
GTATTTATCCCGTTCGTTTTCGTATCGGTTTCACGCCCATTCAAATCTTTCCCTTTT
CATAAATTTCACCATCACGGTTAACGGTAATTCCTTGGTGTATCTTTTCAAAAAGC
GCCTCATCTTTACTTTTGTTTGTTTGTTAGATTGCTTCATATTTTTCATTTTCTTAT
TCAACTCTTTGTTTTTCCTTGAACATCACACCCCAAAAGACCAAAACTAGTGGAAC
CCATATACCGCACCATGGGGGCACGCTCTTGTGTTATTGCCATAACAGAACCCAT
CATCCTTCTGATTTGTTTACCTTAAGCCACAACTTAAACCCTAAACCTCCACATTT
CAAACCCTTTTCTCTCCTACATG

TGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATA
TGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAAT

GCGTGACCCGGCCGCGCG

GGGGATCCACAGGACGGGTGTGGTCGCCATGATCGCGTAGTCGATAGTGGCTCCAAGT
AGCGAAGCGAGCAGGACTGGGCGGCGGCCAAAGCGGTCGGACGGTGCTCCGAGAACG
GGTGCGCATAGAAATTGCATCAACGCATATAGCGCTAGCAGCACGCCATAGTGACTGG
CGATGCTGTCGGAATGGACGATATCCCGCAAGAGGCCCGGCAGTACCGGCATAACCAA
GCCTATGCCTACAGCATCCAGGGTGACGGTGCCGAGGATGACGATGAGCGCATTGTTA
GATTTCATACACGGTGCCTGACTGCGTTAGCAATTTAACTGTGATAAACTACCGCATTA
AAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTCGTCACTCATGGTGATTTCTCACTTGATAAC
CTTATTTTTGACGAGGGGAAATTAATAGGTTGTATTGATGTTGGACGAGTCGGAATCGC
AGACCGATACGAAAACGAACGGGATAAATACAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTG
CAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTAT
AGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGT
TATCC

Figura 37.-Secuencias del producto de amplificacion obtenido por TAIL-PCR delalinea MGT 180. A.
Secuencia del producto de amplificacion por TAIL-PCR de la linea MGT180 L9 (GUS+), el borde de la
insercién Ds 3’ se muestra en rojo, la region en naranja corresponde a una region de DNA de Arabidopsis
thaliana, especificamente en el cromosoma 3 en la posicion 93955-94290 del BAC T4C21 (e=4e-167), la
region en rojo oscuro corresponde a Gene trapping Ds/T-DNA vector pDsG8 (e=1e-167), el vector de
clonacion utilizado se muestra en amarillo. B. Secuencia del producto de amplificacion por TAIL-PCR de la
linea MGT 180 (GUS-) y MGT180 L9 (GUS+), el borde de la insercién Ds 3’ se muestra en rojo, la region

MARIA DOLORES GUTIERREZ ALANIS Pagina 68



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO IBT

subrayada corresponde a una region de vector (e=2e-174), el vector de clonacion utilizado se muestra en
amarillo.

Con el objetivo de confirmar la posicion de la insercion en el DNA gendmico de la
linea MGT180 L9 (GUS+) se disefiaron oligonucleétidos especificos para el DNA
genomico de A. thaliana adyacente al que fue amplificado por el TAIL-PCR (www.tair.org.
Figura 38). Se realizaron amplificaciones utilizando diferentes combinaciones de
oligonucleodtidos especificos, Ds 3’3 como oligonucleétido sentido y Proximal 3° como
oligonucledtido antisentido, Ds 3’2 como oligonucledtido sentido y Proximal 3’como
oligonucledtido antisentido, Ds 3’3 como oligonucledtido sentido y Distal 3° como
oligonucledtido antisentido, y Ds3’1 como oligonucleodtido sentido y Distal 3 como
oligonuclettido antisentido. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo a diferentes
temperaturas (50°C-60°C) y se utiliz6 el DNA genomico de plantas de la linea transgénica
MGT180 L9 (GUS+) (Figura 39). Debido a que se utilizaron oligonucle6tidos especificos y
temperaturas de alineamiento estrictas, los productos de amplificacion en la electroforesis
confirmaron el sitio de la insercion en el genoma de A. thaliana; como control negativo se
realizaron reacciones de PCR en las mismas condiciones y utilizando DNA genomico de
una planta de tipo silvestre (Ler). Como control positivo se realizaron amplificaciones con
los oligonucledtidos especificos Proximal 5° como oligonuclettido sentido y Distal 3’
como oligonucleotido antisentido, y Proximal 5° como oligonucleétido sentido y Proximal
3’ como oligonucleédtido antisentido obteniéndose productos de amplificacion de peso
molecular esperado (Figura 40). La insercion DsG amplificada mediante el TAIL-PCR se
localiz6 entre los genes At3g60860 y At3g60870. ElI Gene trapping Ds/T-DNA vector
pDsG8 encontrado rio abajo se localizé en la region 5’UTR putativa del gen At3g60870
(Figura 41).
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A

SECUENCIA DE DNA GENOMICO DE A. thaliana

GGATTAGCATTTCAATTATACATACACGAATATATATAGGTCTGGTTCTGACATINNERI
NN NIV T CGACAAATCAATGAATATAGACAGAAAGAGAAGTCTT
ATTTTCTTCTACTAATTAAAATAGCCAAAAGGGACTAATGTAGTAATGTAGTAGAATG
GTAAACTATGAGTAGTTCTATATCCCACAAGACACGGTCTGACTCGTTGTGTTTTGTAA
TCTGACTTCATTAGTGTTGTTTGGGTCCCAATCCAATTCCCCATGTCCGGCACATGCTC
GTCTTTCTCGGTTTCACGCCCATTCAAATCTTTCCCTTTTCATAAATTTCACCATCA
CGGTTAACGGTAATTCGTTGGTGTATCTTTTCAAAAAGCGCCTCATCTTTACTTTT
GTTTGTTTGTTAGATTGCTTCATATTTTTCATTTTCTTATTCAACTCTTTGTTTTTC
CTTGAACATCACACTTCAAAAGACCAAAACTAGTGGAACCCATATACCGCACCAT
GGGGGCACGCTCTTGTGTTATTGCCATAACAGAACCCATCATCCTTCTGATTTGTT
TACCTTAAGCCACAACTTAAACCCITYN XSS NRRIIYYN®e 1 1 TTCTCTCCT
ACATGTATCACTGCTTCACTTCCACTTTTCATCAACCTCACGTTCCCAAGCCCTAACTA
TATGTATATATAAATAACTCTATATTTGATTCATTAATTTAGGGACACCAAATCTATTC
AACCTAAAAGCCTTCTTTTCCCCTATATTGACCAACTTTTTAGCGAATCAGAAGAGGINA
IV N IS ISR NIA CACCGCAATTTCTATCAAGTGATCATCAGCACTAT
CACCATCAAAACGCTGGACGACAAAAACGCGGCAGAGAAGAAGAAGGAGTTGAACCC
AACAATATAGGGGAAGACCTAGCCACCTTTCCTTCCGGAGAAGAGAATATCAAGAAG
AGAAGGCCACGTGGCAGACCTGCTGGTTCCAAGAACAAACCCAAAGCACCAATCATA
GTCACTCGCGA®

B
OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS DE DNA GENOMICO DE A. thaliana

Proximal 3
*GGGTTTGAAATATGGAGGTTTA?
Distal 3

¥ ATGAGAACGAGATACCTCATCCATT®
Proximal 5
SAATTTACAAAGATAAAGACTAAGA?

C

. , Ds3’1 Ds3’2 Ds3’3 ; .
Proximal 5 — — Proximal 3’ Distal 3

— — - —
| )
|

Secuencia obtenida por TAIL-PCR

Figura 38.- Secuencia de oligonucledtidos empleados para confirmar la posicion de la insercién en el
genoma de Arabidopsis thaliana. A. Secuencia del cromosoma 3 en la posicion 93955-94290 del BAC
T4C21 (e=4e-167), la region en verde corresponde a la amplificada mediante TAIL-PCR. La region en azul se
tomo como plantilla para disefiar los oligonucleétidos especificos. B. Oligonucle6tidos especificos de DNA
genémico de A. thaliana. C. Esquema general de la posicion de los oligonucleétidos empleados para
confirmar la posicién de la insercién en el genoma de A. thaliana. Las lineas azules representan la posicion de
los oligonuclettidos especificos empleados, la flecha roja representa la insercién DsG y el recuadro rojo
esquematiza la secuencia del Gene trapping Ds/T-DNA vector pDsG8.
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Figura 39. PCR para confirmar la posicién de la insercién en el genoma de la linea MGT180 L9
(GUSH). Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de la amplificacion del extremo Ds 3’ del
inserto y de un sitio cercano a la insercion en el genoma de la linea MGT180 L9, se utilizd un gradiente de
temperatura de 50°C-60°C. A. Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2-8: producto de
amplificacion utilizando oligonucle6tidos Ds3’3 y proximal 3’. C. Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb;
Carril 2-8: producto de amplificacion utilizando oligonucledtidos Ds3’2 y proximal 3’. E. Carril 1: Marcador
de peso molecular 1Kb; Carril 2-8: producto de amplificacion utilizando oligonucleétidos Ds3’3 y Distal 3°.
G. Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2-8: producto de amplificacién utilizando
oligonucledtidos Ds3’1 y distal 3’. B, D, F, H. Control negativo, PCR utilizando DNA gendmico de plantas
de tipo silvestre (Ler)
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1000 pb

Figura 40. PCR control positivo utilizando DNA genomico de A. thaliana. Electroforesis en gel de agarosa
al 1% de los productos de la amplificacién del extremo Ds 3’ del inserto y de un sitio cercano a la insercién
en el genoma de la linea MGT180 L9 (GUS+), utilizando los oligonucle6tidos Ds 3’2 y proximal, se utilizd
un gradiente de temperatura de 48°C-60°C; Carril 1: Marcador de peso molecular 1Kb; Carril 2-8: producto
de amplificacidn utilizando oligonucleétidos Ds3’2 y proximal.
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Los genes candidatos encontrados en este trabajo para ser responsables de la
actividad de GUS observada en los primordios de raices laterales en la linea transgénica
MGT 180 son el gen At3g60870 ya que una insercion esta posicionada en su regién UTR 5’
putativa y el gen At3g60860 por su cercania al lugar de la insercion. El gen At3g60870
codifica para una proteina nuclear con un dominio AT ( "AT-hook"), la proteina AHL18. El
gen At3g60860 codifica para una proteina de intercambio de nucle6tidos de guanina (ARF-
GEFs) localizada intracelularmente.

1689 pb

C mm———————————

w

TR 5°'UTR

——
—— . —y B

At3g60860 At3g60870

Insercion DsG

Figura 41. Mapa genético de At3g60860 y At3g60870. Indica la ubicacion y sentido de la insercion DsG e
insercién del Gene trapping Ds/T-DNA vector pDsG8. Las flecha azules representan los marcos de lectura de
los genes At3g60860 y At3g60870, la region en verde esquematiza la region 3’UTR del gen At3g60860, la
region naranja corresponde a la region 5’UTR putativa del gen At3g60870, la flecha roja representa la
insercién DsG vy el recuadro rojo al Gene trapping Ds/T-DNA vector pDsG8.
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8 DISCUSION

La raiz es un drgano esencial para la planta ya que le brinda entre otras funciones
fijacion al suelo, absorcion y transporte de nutrientes para que pueda llevar a cabo la
fotosintesis en la parte aérea (Rost et al., 1998). Hoy en dia se conoce bien la biologia del
sistema radical pero aun se sabe poco sobre los mecanismos moleculares y/6 celulares que
regulan la iniciacién de raices laterales, un punto cardinal en el desarrollo de la raiz lateral
y base de la formacién del sistema radical en plantas. Entre las estrategias para la
identificacion de genes involucrados en un proceso especifico, esta el uso de plantas
mutantes, a través de cuya caracterizacion es posible determinar los mecanismos genéticos
y bioguimicos que desempefia un gen determinado.

El estudio de plantas mutantes por insercion posee varias ventajas, la mas importante
es que proporciona una marca molecular que facilita enormemente el aislamiento del gen
afectado, por ejemplo mediante TAIL-PCR (Grossniklaus, 1998; Acosta-Garcia and Vielle-
Calzada, 2004; Ito et al., 2004). Adicionalmente, las plantas mutantes por insercion de
genes reporteros permite el aislamiento de genes relacionados al proceso, por ejemplo la
seleccidn de lineas transgénicas con base en el patron de actividad de GUS en algun tejido
de interés. El gen de GUS depende de que se haya insertado cerca de regiones reguladoras
del gen afectado, por lo que es posible relacionar la expresién de GUS con el gen de
interés.

8.1 Analisisdetallado delos patrones de actividad de GUS de plantulasde 12 lineas
transgeénicas.

En el presente trabajo se analizaron 12 lineas transgénicas generadas mediante la
insercion de elementos transponibles (sistema Ac/Ds). Se escogieron 10 de tipo “gene trap”
(MGT) y 2 de tipo “enhancer trap” (MET) con base en la informacién preliminar de su
patrén de actividad de GUS en células de periciclo.

La identificacion de lineas transgénicas con patrones de actividad de GUS especificas a
un tejido o grupo de tejidos es muy valioso, ya que sugiere que la funcion del gen
involucrado esta confinada en un tejido podria ser importante para el proceso bajo estudio.
Particularmente el patrén de actividad de GUS de las lineas MGT 22 y MGT 821 se
presentd Unicamente en tejidos vasculares a lo largo de toda la planta (Figura 6 y Figura
16). Esto sugiere un posible papel de los genes involucrados en la regulacion genética de
algunos procesos de desarrollo y/o metabolismo del tejido vascular en general.
Adicionalmente, la linea transgénica MGT 821 presentd un aparente fenotipo relacionado a
la distribucion y morfologia de los primordios de raices laterales (Figura 17). Se ha

MARIA DOLORES GUTIERREZ ALANIS Pagina 74



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO IBT

reportado que el patron de emergencia de raices laterales en sentido longitudinal es variable
y no puede ser explicado por mecanismos que requieren un tiempo especifico, distancia o
namero de células de periciclo entre iniciaciones (Dubrovsky et al., 2006). La curvatura de
la raiz de Arabidopsis thaliana influye en la distribucion de auxinas en las células de
periciclo y con ello, en la posicion de 6rganos laterales a lo largo de la raiz (Laskowski et
al., 2008). La formacion de raices laterales puede ser inducida por incrementos globales en
la concentracion de auxinas (Boerjan et al., 1995) y mas especificamente, la acumulacion
local de auxinas en células del periciclo es una sefial necesaria y suficiente para adquirir la
identidad de célula fundadora de raices laterales (Dubrovsky et al 2008).

La linea transgénica MGT 821 tiene varias caracteristicas interesantes que sugieren
afetar un gen relacionado al desarrollo de primordios de raices laterales. Por supuesto, es
necesario confirmar la informacion preliminar relacionada al fenotipo de distribucion
anormal de primordios de raices laterales de la linea MGT 821 mostrada en este trabajo.

Otra linea transgénica con patron tejido especifico es la linea transgénica MGT 303, la
cuél fue seleccionada porque se encontré actividad de GUS localizada en células de
periciclo. Sin embargo, en este estudio la linea presento un patrén de actividad unicamente
en primordios de hoja verdadera (Figura 7). Se revisaron plantulas provenientes de la
misma generacion que el Dr. Ales Soukup estudio y plantulas pertenecientes a generaciones
posteriores. Las diferencias encontradas en la expresion de GUS podrian ser por un error al
etiquetar los sobres de las semillas de las lineas transgénicas o al nombrar las fotografias
presentadas en el trabajo de el Dr. Ales Soukup.

Se analiz6 una cantidad significativa de plantas de las lineas MGT 307 y MET 115y
no se observo actividad de GUS. Existen genes que son activados unicamente bajo algun
estimulo fisico o quimico, en ciertas etapas de desarrollo de la planta, etc. Por ejemplo los
genes que tienen un patron de expresion temporal, como el gen A9 especifico del tapetum
de A. thaliana (Paul et al, 1992). El no haber encontrado actividad de GUS en estas lineas
transgénicas puede ser porque el gen o enhancer involucrados se activan bajo condiciones
de crecimiento especificas. Otra causa podria ser que la insercion que lleva el gen que
codifica para GUS sufrié alguna alteracion después o durante la transposicion.

Las plantas de las lineas transgénicas MGT 511, MGT 512, MGT 521 y MGT 582
presentaron un patrén de actividad similar pero no idéntico. Es notable la diferencia en la
intensidad de la tincion entre ellas y cada una posee detalles Unicos en su patron de tincion
(Figuras 9 a 13). Por el momento seria muy dificil tratar de relacionar los genes
involucrados a algin proceso especifico ya que la actividad de GUS se observé en
maultiples tejidos y en casi toda la planta, lo que nos sugiere posible pleiotropia o la
existencia de mas de una insercion en las lineas transgénicas. Se encontraron primordios de
raices laterales en etapas tempranas tefiidos pero no fue una caracteristica constante que
sugiera una posible relacion con el desarrollo de primordios de raices laterales, por lo tanto
estas lineas no fueron seleccionadas para un estudio mas detallado. La linea transgénica
MET 441 tampoco fue seleccionada por la misma razén. Si se confirman los datos
obtenidos en este trabajo en relacion a las alteraciones morfologicas de la linea MGT 511
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es posible que la insercion de esta linea MGT 511 se localize en genes involucrados con el
desarrollo del periciclo. Esto debido a la presencia constante de células de periciclo cortas y
desarrolladas en gran parte de la longitud de la raiz (Figura 10). El proceso de formacion
de nuevas raices laterales proviene de un limitado numero de células de periciclo,
adyacentes a los polos del xilema, Ilamadas células fundadoras (Casimiro et al., 2001;
Dubrovsky et al., 2001). Sin embargo, el mecanismo que restringe las divisiones formativas
a estas pocas células, asi como el mecanismo genético que proporciona la identidad de la
célula fundadora sigue siendo un misterio sin resolver, por lo cual la caracterizacion de
esta mutante podria generar informacion en relacion a este proceso.

Para trabajos posteriores se debe tener en cuenta que no necesariamente la insercion
que da la actividad de GUS esté directamente relacionada con el fenotipo.

82 Lalinea MGT 180 se seleccion6 como la linea de mayor interés en relacion al
desarrollo deraices laterales.

La linea transgénica MGT 180 fue seleccionada como la mas interesante para
continuar su estudio pués presento un patrén de expresion de GUS estable (Figura 20). La
actividad de GUS se observo en primordios de raices laterales en etapas tempranas, en tanto
gue en etapas mas avanzadas permanecieron en la base del primordio. Rara vez se
observaron primordios sin actividad de GUS. El patron de expresion de GUS en la linea
MGT 180 nos indica que es posible que el gen involucrado con la expresion de GUS tenga
alguna relacion con el desarrollo de primordios de raices laterales.

8.3 El andliss genético de la linea MGT 180 sugiere la existencia de al menos dos
insercionesen lalinea.

Entre las plantas analizadas de la progenie de la linea MGT 180 se seleccionaron dos
plantas. Una de ella la planta MGT180 L9 GUS+ fue seleccionada porque su progenie
presento actividad de GUS en la totalidad de las plantas analizadas. La segunda planta, la
MGT180 L8 GUS- no presento actividad de GUS en su progenie. Sin embargo, la progenie
de ambas plantas presento resistencia a kanamicina. Estos datos sugirieron la posibilidad de
dos inserciones segregados en las lineas MGT180 L9 (GUS+) y MGT180 L8 (GUS-).

Las lineas transgénicas MGT 180 L8 (GUS-) y L9 (GUS+) presentaron fenotipo de
meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre en las raices laterales. Se encontro
dicho fenotipo tanto en la linea MGT180 como en la linea MGT180. Esto sugirié que el
fenotipo de meristemos més cortos que en la planta de tipo silvestre no esté relacionado con
la insercion responsable de la actividad de GUS en primordios de raices laterales.
Adicionalmente, el fenotipo de meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre se
encontrd incluso en plantas sin resistencia a kanamicina lo que apoya nuevamente que el
fenotipo de meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre no esta relacionado a la
expresion de GUS observada en la linea MGT180 L9(GUS+). El analisis de plantas de
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diferentes edades enfocado en la observacion del fenotipo de meristemos mas cortos que en
la planta de tipo silvestre mostré un incremento en el nimero de raices laterales afectadas
en una planta conforme a la edad de la planta. Sin embargo, debido a que el fenotipo de
meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre solo se presentd en plantas de tipo
silvestre de 20 dias de edad, es poco probable que el fenotipo de meristemos mas cortos que
en la planta de tipo silvestre sea causado por algin proceso de desarrollo normal. Se obtuvo
una proporcion muy baja de raices laterales afectadas en las plantas de tipo silvestre (Ler)
en comparacion con la totalidad de raices laterales afectadas en la linea MGT 180 lo que
sugiere que las plantas de esta estan respondiendo de manera exagerada a algun tipo de
estimulo externo. Es probable que el acortamiento del meristemo de raices laterales sea
causado por la mutacion de algin gen relacionado a la respuesta a estimulos medio
ambientales.

El hecho de que la linea MGT180 L8 (GUS-) presentd heterocigocidad para la
resistencia a kanamicina y al mismo tiempo meristemos mas cortos que en la planta de tipo
silvestre en raices laterales en la totalidad de las plantas analizadas de 20 dias de edad
indico que el fenotipo de meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre no tiene
relacién con la resistencia a kanamicina.

El anélisis genético de la linea MGT180 L9 (GUS+) también dio algunos datos
inesperados. El andlisis de la progenie indicd homocigocidad para la actividad de GUS y
para la resistencia a kanamicina. Sin embargo, estos datos no descartaron la existencia de la
insercion que le da la caracteristica de no tincion y resistencia a kanamicina a la linea
MGT180 L8 (GUS-). Por lo tanto, se realizd una retrocruza de la linea MGT180 L9
(GUS+) para verificar el nUmero de inserciones. Sorpresivamente, solo se obtuvieron los
resultados correspondientes a una planta homocigota para la actividad de GUS en la
progenie de una sola planta (MGT180 L9-2) de tres plantas analizadas.

Algunas de las posibles explicaciones a estos datos contradictorios son las
siguientes: Se ha publicado que el sistema Activador/Disociador (Ac/Ds) puede tener
silenciamiento de los elementos Ds (Szeverenyi et al 2006). El silenciamiento del gen
reportero (GUS) fue reportado por Kloti et al (2002), la perdida de la expresién en el
tejido vascular se correlacion6 con metilacion de la region promotora. La metilacion del
transposon es responsable de la inhibicion de la expresion del transgén y la transposicion
en lineas enhancer trap (Ac/Ds) de arroz. (Greco et al., 2003). Estudios genomicos en A.
thaliana ha revelado que muchos genes son metilados en sus regiones promotoras o en
parte de su marco de lectura y que la metilacion del gen esta altamente correlacionada con
el nivel de transcripcion (Zhang et al., 2006; Zilberman et al., 2007). Por lo tanto tomando
en cuenta los datos experimentales y los datos reportados sobre el sistema Ac/Ds se puede
decir que es probable que al menos una insercion existente en la linea MGT 180 se esté
silenciando. Esto daria lugar a los tres tipos de plantas observados, una planta con una
insercion aparentemente integra con actividad de GUS y resistencia a kanamicina
(GUS'/Kan®). Otra planta donde la insercién perdié la expresion de GUS por
silenciamiento o por rearreglo, pero sin afectar la resistencia (GUS/Kan®) y una planta
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silenciada en los dos caracteres dandonos la planta GUS/Kan®. Probablemente la insercién
en la planta (GUS/Kan®) serfa la causante de los meristemos més cortos que en la planta de
tipo silvestre en las raices laterales. Es posible también que el fenotipo no sea causado por
alguna insercion silenciada sino por alguna mutaciéon puntual en cualquier otra parte del
genoma.

Otra posible explicacion del fenotipo de meristemos cortos independiente al
silenciamiento de la insercion Ds, es que dicho fenotipo es producto de una mutacion
causada por la movilizacién de la insercién Ds posterior a la creacion de la coleccién de
lineas transgénicas. Este suceso también explicaria los tres tipos de plantas (GUS*/KanF,
GUS/Kan® y GUS/Kan®). La mutacién producto de la movilizacién de la insercién Ds
daria como consecuencia el fenotipo de meristemos mas cortos que en la planta de tipo
silvestre y serfa la planta de tipo GUS/Kan®. Si este fuera el caso, la posicion de la
mutacion responsable del fenotipo de meristemos cortos no se podria determinar mediante
TAIL-PCR debido a la ausencia del marcador molecular que nos proporciona la insercion
Ds. Seria posible encontrar el gen afectado si quedara algun fragmento de la insercion en la
posicion inicial, de no ser asi seria necesario buscar la mutacion por mapeo genético o
secuenciacion.

Si se decidiera seguir trabajando con esta linea MGT 180 L9-3 se debe realizar el
analisis en la progenie muchas plantas con el fin de encontrar la linea cuya progenie ayude
a lograr el objetivo que se haya planteado o elegir la linea parental MGT180 L9 (GUS+).

Un dato relevante fue que en la progenie de una de las plantas de la generacion F2 de
la retrocruza de la planta MGT180 L9(GUS+), se observé la totalidad de plantas con
resistencia a kanamicina, sin embargo, solo una tercera parte de las plantas presentd
actividad de GUS, la prueba estadisticay 2 realizada con los datos obtenidos de la progenie
de tres plantas analizadas apoya la existencia de mas de una insercion en la linea parental
MGT180 L9 (GUSH+).

La linea transgénica MGT 821 (Figura 17) podria presentar una situaciéon muy similar
a la de la linea transgénica MGT 180. Esta linea claramente presentd un fenotipo mutante al
observarse dos tipos de plantas, una mucho méas pequefia y delgada que la planta de tipo
silvestre (Ler) y otra planta de tamafio y apariencia similar a la planta de tipo silvestre
(Ler). El fenotipo de distribucion y morfologia anormal de primordios se presentd en ambos
tipos de plantas. Sin embargo, solo se observd actividad de GUS en las plantas mas
pequefias. Este fendmeno simplemente puede deberse a que se cuenta con al menos 2
inserciones o0 a heterocigocidad de la planta.

8.4  El analisis molecular indica la posicién de una insercion Ds en € genoma de la
lineaMGT 180y confirma la existencia de mas de una insercién en esta linea.
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El analisis molecular se inicié con la estandarizacion de la técnica de TAIL-PCR, se
puede decir que fue exitosa. Se realizaron 2 TAIL-PCR independientes de la linea MGT
180, se obtuvieron 7 amplificaciones con el patrén de bandas esperado, 3 correspondientes
a la linea MGT 180 y 4 correspondientes a la linea MGT 180-L9 (Figura 35 y Figura 36).
Solo se secuenciaron 4 amplificaciones al azar. Hay probabilidad de que las
amplificaciones no secuenciadas correspondieran a la insercion localizada por el Dr. Ales
Soukup, quién identificé una insercion en la linea MGT 180 dentro de la region 5’UTR del
gen At2g01140 (Figura 42), utilizando oligonucledtidos no empleados en este trabajo, los
oligonucledtidos sobre el extremo Ds 5°.
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A

*GCGTAGGTGCCTATAGAATACAGCGGCCGCGAGCTCGGGCCCCCACACGTGT
GGTCTAGAGCTAGCCTAGGCTCGAGAAGCTTGTCGACGAATTCAGATTAGTGG
AGAAGCATAGGTGTGAGCAGAGGAGCGTTGGCCGATCCATGGAGAAGAGAGG

GTGTTAGGCTTAACGAAGCTAGCAGACGCCATAGGTAGTACAAGGAAG
TCACGAATTCTGGAT

CCGATACGTAACGCGTCTGCAGCATGCGTGGTACCGAGCTTTCCCTATAGTGAG
TCGTATTAGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTT
ATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCC
TGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCC
GCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGC
GCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGAC
TCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGC
GGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGAAAGAACATGTGAGC
AAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTC
CATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAATCGACGCTCAGTCAGAGGT
GGCGAAACCCGACAGACTATAAAGATACAGCGTTTCCCCTGGAAGCTCCCTCG
TGCGCTCTCTGTTCGACCTGCCGCTACGGAACTGTCCGCTTTCTCCTCGGGAGG
GTGGCGCTTTCTCATAGCTTCACGCTGAGATCTCAGGTCGGTGAGGTCGTCGCT
CAGCTGGGCTGGTGACGGACCTCCGTCAGCCCGACCGGTGGCCTTATCCGTACC
TTCGCTGGATCACGTAGACCGCACTATCCCATGGCACGCATGAACGATCCACC
GGAATAGGCGGTCCAAGAGCTCTAT?®

B 5'UTR

A
[ |

G

At2g01140.1

Figura 42.- Secuencia del producto de amplificacion obtenido por TAIL-PCR de la linea MGT 180y
mapa genético del gen At2g01140.1. A. Secuencia del producto de amplificacion obtenido por TAIL-PCR
de la linea MGT 180, el borde de la insercion Ds 5* se muestra en rojo, la regién en naranja corresponde a una
region de Arabidopsis thaliana al gen AT2G01140 (e=1e-45) B. Esquema general del gen At2G01140
indicando la ubicacion y sentido de la insercion DsG dentro de la region 5’UTR. La flecha azul representa el
marco de lectura del gen, la region naranja corresponde a la region 5’UTR del gen y la flecha roja representa
la insercion DsG.
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Tres de las secuencias obtenidas en este trabajo fueron idénticas entre si. Por lo
tanto, solo se recuperaron dos secuencias diferentes en la region adyacente al borde Ds 3’.
Debido a que el borde Ds 3’ existe solo una vez en cada insercion, este dato sugiere
fuertemente la existencia de por o menos dos inserciones en el genoma de la linea MGT
180.

Una de las secuencias correspondi6 a una region en el cromosoma 3 en la posicion
93955-94290 del BAC T4C21 del genoma de Arabidopsis thaliana (e=4e-167).
Sorpresivamente, una region rio abajo de aproximadamente 100 pb correspondio a Gene
trapping Ds/T-DNA vector pDsG8 (e=1e-167). Esta secuencia resultd ser de la
construccion que se utilizo para la realizacion de la coleccion de lineas transgénicas
mediante el sistema Ac/Ds. Por lo tanto, este dato sugirié la presencia de una segunda
insercion muy cerca de la insercion amplificada por el TAIL-PCR. Ya ha sido reportado en
esta misma coleccién de lineas transgénicas la existencia de dos inserciones Ds a s6lo 740
pb de distancia entre ellas (Acosta-Garcia and Vielle-Calzada, 2004). Estos datos indican la
existencia de dos inserciones separadas por aproximadamente 350 pb, cuya cercania
practicamente impide segregacion. De tal manera las dos inserciones que segregan en la
linea MGT 180 deben ser diferentes a éstas. Es muy probable que las dos inserciones
indicadas por el analisis genético correspondan a la insercion indicada por el Dr. Ales
Soukup y la insercién aqui reportada. Hay probabilidad de que las amplificaciones no
secuenciadas obtenidas en el TAIL-PCR de las lineas MGT 180 y MGT 180 L9(GUS+)
obtenidas en este trabajo correspondieran a la insercion localizada por el Dr. Ales Soukup.

La otra secuencia adyacente al borde Ds 3’ correspondié a un vector de
transformacion de A. thaliana (e=2e-174). Es posible que la construccion DsG/T-DNA aln
permanezca integra en el genoma de la linea MGT 180; es decir, el transposén no fue
movilizado durante la transposicion. La existencia de una construccion DsG/T-DNA
integra podria deberse simplemente a que no hubo una buena seleccion durante la creacion
de la coleccion o a una fuga de esta linea transgénica.

Durante la confirmacion de la posicion de la insercion en el genoma de la linea
MGT 180 por PCR se obtuvieron varios productos de amplificacion. Esto podria explicarse
por la naturaleza de la insercion, los transposones normalmente contienen secuencias
repetidas invertidas en los extremos que incrementarian el nimero de productos. Hay
reportes de adiciones de secuencias repetidas invertidas pequefias en los extremos de la
insercion Ds. (Colot et al 1998). Adicionalmente, una de las secuencias sugiere una
segunda insercion en direccion 5 a tan solo 350 pb de la insercion amplificada por TAIL-
PCR, por lo que dos inserciones con secuencias iguales aumentarian el numero de
amplificaciones.

El andlisis molecular indic6 la posicion de las inserciones entre los genes
At3g60870 y At3g60860. Para el gen At3g60860 la insercion estd integrada en su region
UTR 5’ putativa cercana al gen At3g60870. La insercion en el gen At3g60870 estd a 170
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pb de inicio del marco de lectura. Se conoce muy poco acerca de la region regulatoria del
gen At3g60870 (www.tair.org), se predicen varias regiones correspondientes a la caja
TATA y otros grupos de elementos regulatorios (http://ppdb.gene.nagoya-u.ac.jp/cgi-
bin/index.cgi), algunos de estos sitios estan localizados rio arriba del sitio de insercion, las
cajas TATA putativas mas alejadas del marco de lectura se encuentran a 600 pb, 830 pb y
970 pb, esta regidn esta localizada incluso rio arriba de la insercion méas alejada del marco
de lectura del gen At3g60870 que se encuentra a 500 pb del primer ATG de la region
codificante. Solo por comparacion, algunos genes homologos al gen  At3g60870
localizados en el cromosoma 1 y 2 (Atlg14490, At1g20900, Atlg76500, At2g35270)
tienen el sitio de inicio de transcripcion y caja TATA a 100 pb, 300 pb, 500 pb, 200 pb
respectivamente en direccion 5’ del primer ATG del marco de lectura del gen
(http://ppdb.gene.nagoya-u.ac.jp/cgi-bin/index.cgi; www.tair.org). Por lo tanto, la insercion
localizada a 170 pb del marco de lectura del gen At3g60870 se podria transcribir con mayor
probabilidad.

85 Breve descripcion bibliogréfica de los genes candidatos a proporcionar la
actividad de GUS en los primordios deraiceslateralesen lalinea M GT 180.

Tenemos tres genes candidatos que podrian estar involucrados con la expresion de
GUS observada en primordios de raices laterales de las plantas de la linea MGT 180. Uno
de ellos, el gen At3g60860 codifica para una proteina de intercambio de nucleétidos de
guanina (ARF-GEFs) localizada intracelularmente. Se le relaciona con la regulacion de la
transduccion de sefiales de las proteinas ARF (ARF: “Adenosyl ribosylation factor”) y
estimulando el intercambio de nucleodtidos de guanina (GTP/GDP) asociados con la
GTPasa-ARF. (www.arabidopsis.org). En el genoma de Arabidopsis hay 15 genes ARF-
GAP (ARF-GAPs: “ADP-ribosylation factor-GTPase-activating protein”) y 8 genes ARF-
GEFs (ARF-GEFs: *“guanine-nucleotide exchange factors for ADP-ribosylation factor
GTPases”) potencialmente regulando 21 ARF-GTPasas (Vernoud et al., 2003). Los
factores ARG-GEFs incrementan los niveles de la proteina ARF activa enlazada a GTP.
Las proteinas ARF-GAPs regeneran la proteina inactiva ARF enlazada a GDP mediante
estimulacion de la hidrdlisis de GTP (Inoue and Randazzo, 2007). La brefeldina A, una
toxina fungica que interfiere con varios procesos de trafico vesicular tiene como blanco
especifico a las proteinas ARF GEFs (Donaldson and Jackson 2000). Se ha observado que
en plantulas de Arabidopsis bajo tratamiento de brefeldina A la proteina PIN1 rapidamente
desaparece de la membrana plasmatica (Steinmann et al.1999). Este proceso es reversible
porque la remocién de la brefeldina A causa la relocalizacion de las proteinas PIN a su
posicion original en las membrana plasmatica (Geldner et al. 2001).

Uno de los genes relacionados con las proteinas ARF-GTPasas es el gen GNOM
que codifica para una proteina ARF-GEF. EI gen GNOM juega un papel fundamental en el
trafico vesicular endosomal de la proteina transportadora de auxinas PIN1 participando con
ello en la regulacion del transporte de auxinas, el gen GNOM se requiere para la induccion
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y organizacion del primordio de raiz lateral. (Steinmann et al., 1999; Geldner et al., 2001;
Geldner et al., 2003). Las mutantes gnom por pérdida de funcion parcial tienen muy pocas
0 ninguna raiz lateral (Geldner et al., 2003). La flexibilidad del transporte de auxinas a
nivel celular resulta del continuo recicle de las proteinas PIN entre la membrana plasmatica
y los endosomas (Geldner et al., 2001, 2003). Es bien conocido que la iniciacion de
primordios de raices laterales esta asociado a cambios en el transporte polar de auxinas en
periciclo (Bénkova et al., 2003; Friml et al, 2003). Se sabe que la acumulacion local de
auxinas en células del periciclo es una sefial necesaria y suficiente para adquirir la identidad
de células fundadoras de raiz lateral (Dubrovsky et al., 2008).

Otro gen candidato involucrado con la expresion de GUS observada en primordios
de raices laterales de las plantas de la linea MGT 180 es el gen At3g60870. Este gen
codifica para una proteina nuclear con un dominio tipo AT (“AT-hook”), la proteina
AHL18. El genoma de Arabidopsis thaliana codifica para 29 AHL (AHL: “AT-hook motif
nuclear localized”) (www.arabidopsis.org). EI “AT-hook” es un pequefio motivo de enlace
a DNA que puede encontrarse en proteinas involucradas en los cambios globales de la
estructura de la cromatina, controlando con ello la transcripcién. Las proteinas con “AT-
hook” regulan la expresion genética a través de interacciones del “AT-hook” con el surco
menor del DNA en secuencias ricas en nucleétidos A-T (Harrer et al., 2004; Grasser et al.,
2007, Launholt et al., 2006). Se ha publicado que las proteinas “AT-hook”, estan
involucradas en varias funciones entre ellas el mantenimiento de la identidad del meristemo
apical del brote (Su et al., 2006), la fotomorfogénesis y el desarrollo de flor y hoja (Street et
al., 2008). Cuando se realizd un analisis de la expresion de genes AHL en trabajos
anteriores, se observo su expresion genética concentrada en el sistema vascular de la raiz.
Esto se realizo fusionando un gen reportero bajo promotores de genes que codifican para
proteinas “AT-hook” (AHL27 y AHL29) (Street et al., 2008). El patron de expresion
genética del gen que codifica para la proteina AHL22 fue encontrado en la zona de
transicion entre raiz e hipocotilo y sistema vascular (Xiao et al., 2009). Algo interesante es
que las proteinas AHL se afectan por la cantidad y longitud de onda de la luz, por ejemplo
en plantas mutantes con sobre-expresion de la proteina AHL22 la disminucion de la
floracion es dependiente del fotoperiodo y es mas pronunciado bajo dias largos que bajo
dias cortos (Xiao et al., 2009). La expresion de los genes AHL27 y AHL29 se afecta y
modula por la luz (Street et al., 2008). Sin embargo, en los trabajos mencionados no hay
estudios sobre la funcion de estos genes en relacion al desarrollo de raices laterales a pesar
de que en las figuras en estos trabajos también se observé expresion genética de estos genes
AHL en raices laterales y en el meristemo apical de la raiz (Matsushita et al., 2007; Street
et al., 2008; Xiao et al., 2009).

El tercer gen candidato involucrado con la expresion de GUS observada en
primordios de raices laterales es el gen At2g01140 encontrado por el Dr. Ales Soukup.
Dicho gen codifica para una proteina con actividad putativa fructosa-bifosfato aldolasa. La
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aldolasa es una enzima que cataliza la conversion reversible de fructosa 1-6 bifosfato a
gliceraldehido 3-fosfato y dihidroxiacetona-fosfato, un proceso por medio del cual la
glucosa es oxidada, y acoplada a la sintesis de NADPH (www.arabidopsis.org). En trabajos
anteriores se ha relacionado al gen At2g01140 con respuestas a procesos bioldgicos
relacionados a la exposicion al ion cadmio (Sarry et al., 2006) y con el estrés oxidativo,
proceso en el cual disminuye su expresion (Sweetlove et al., 2002; www.arabidopsis.org).
Es bien sabido que el estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccion
de oxigeno y la capacidad de un sistema bioldgico de detoxificar rapidamente las especies
reactivas de oxigeno (ROS). El desbalance en el estado normal de oxido-reduccion
(REDOX) celular puede causar efectos toxicos a través de la produccion de ROS. La
relacion de especies GSH/GSSG (glutation reducida/glutation oxidada) y AA/DHA
(Ascorbato/dehidroascorbato) son los principales complejos REDOX en los sistemas
bioldgicos (Conklin and Barth 2004; De Tullio and Arrigoni, 2003; Potters et al., 2004).
Jiang et al., en el 2003 propusieron que las auxinas afectan el ciclo celular via cambios en
el estado REDOX. Adicionalmente se ha reportado que los cambios en las cantidades
absolutas y/o promedios de especies REDOX afectan la proliferacion celular. Esto fue
demostrado con la mutante rmll, la cual tiene una sintesis menor de glutation por causa de
una mutacion en una proteina GAMMA-GLUTAMILCISTEINA SINTETASA. La
mutante rml1 no es capaz de mantener un meristemo post-embrionario activo (Vernoux et
al., 2000). Este fendmeno también se observo en raices provenientes de callos de rmil
(Cheng et al., 1995). De manera similar en tratamientos de células vegetales crecidas en
presencia de un inhibidor de la proteina GAMMA-GLUTAMILCISTEINA SINTETASA
hay bloqueo del ciclo celular (Potters et al., 2004), confirmando con ello que la transicion
de la fase G; a la fase S requiere de niveles elevados de glutation (GSH) propuesto por
Vernoux et al., 2000. Interesantemente, el gen RML1 es alélico al gen CADMINUM
SENSITIVE2 (Cobbett et al., 1998).

Se ha reportado que los residuos de cisteina de algunas proteinas en células de
vertebrados forman un puente disulfuro con GSH resultando en la modulacion de la funcion
de la proteina (Cotgreave and Gerdes 1998). Dos enzimas del metabolismo del los
carbohidratos, una aldolasa y la triosa fosfato isomerasa son blancos para GSH (Ito et al.,
2003). Su papel ain se mantiene en discusion.
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9 CONCLUSIONES

e De las 12 lineas transgenicas analizadas, en 10 de ellas se definid el patron de
expresion de GUS.

e Se selecciond la linea MGT 180 como la més interesante en relacién al desarrollo de
raices laterales en base a la estabilidad de la expresion de GUS presentada en
primordios de raices laterales.

e El andlisis genético basado en la resistencia a kanamicina y expresién de GUS nos
indico la existencia de al menos dos inserciones en el genoma de las plantas de la
linea MGT 180.

e EIl analisis molecular confirm6 la existencia de al menos dos inserciones en el
genoma de las plantas de la linea MGT 180.

e Mediante la técnica de TAIL-PCR se identificé una insercion en el cromosoma 3 en
la posicion 94290 del BAC T4C21 del genoma de plantas de la linea MGT 180.

e Mediante PCR se realizd la confirmacion de la posicion de la insercion en el
genoma de la linea MGT 180 entre los genes At3g60870 y At3g60860.

e Se determind que el gen candidato a presentar un papel relacionado con el
desarrollo de raices laterales es el gen At3g60870 porque tiene una insercion
cercana al primer ATG del marco de lectura.
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10 PERSPECTIVAS

De manera general el siguiente paso sera conocer cual de los genes candidatos esta
verdaderamente relacionado con la actividad de GUS en primordios de raices laterales
observada en la linea MGT 180, algunos experimentos en este sentido serian:

1.- Mediante la técnica de hibridacién in situ es posible observar la expresion
especifica de cada uno de los genes candidatos, esta técnica nos indicaria directamente cual
gen es el que esta relacionado con la actividad de GUS observada en primordios de raices
laterales. Alternativamente, el aislamiento de la insercion que provee la expresion de GUS
en primordios de raices laterales mediante retrocruza de la linea MGT180 L9-3 y
posteriormente un analisis por PCR nos confirmaria si la insercién que proporciona la
expresion de GUS en primordios de raices laterales corresponde a alguna de las inserciones
localizadas. La comparacién del patrdn de expresion de GUS con el patron de expresion de
otro gen reportero como GFP mediante la transformacion de plantas de tipo silvestre con
fusiones transcripcionales o traduccionales también nos indicaria si alguno de los genes
candidatos tiene la insercion que nos proporciona la expresion de GUS en los primordios de
raices laterales. Alternativamente, se podria descartar alguno de los genes candidatos con
un analisis mediante PCR de las lineas que contienen una sola insercién y no presentan
expresion de GUS (MGT180 L8(GUS-) y MGT 180 L9-1).

2.- La realizacién de un Southern blot indicaria exactamente el nimero de
inserciones en la linea transgénica MGT180 o0 MGT180 L9(GUS+).

3.- Dos genes candidatos tienen una insercion en su region no traducida UTR5’,
posiblemente sin afectar el marco de lectura de los genes, una manera de conocer si los
genes At3g60860, At3g60870 y At2g01140 tienen afectada su transcripcion seria mediante
ensayos RT-PCR en la linea MGT 180.

4.- El analisis fenotipico de mutantes independientes en los genes candidatos de las
colecciones existentes para trabajo experimental nos confirmaria de manera definitiva si el
fenotipo de meristemos mas cortos que en la planta de tipo silvestre esta relacionado o no a
alguno de los genes candidatos. Seria necesario pedir mutantes que posean la insercion en
diferentes regiones del marco de lectura del gen con el fin de encontrar algin fenotipo
mutante mediante un analisis minucioso. Si existe algun fenotipo, este debera confirmarse
mediante alguna otra técnica por ejemplo mediante el uso del RNA de interferencia para el
gen especifico.
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5.- En el caso que no se encuentre algun fenotipo en la planta mutante del gen
involucrado en la actividad de GUS en los primordios de raices laterales observado, sera
necesario hacer mutantes dobles o triples con mutantes en genes relacionados.

Para continuar el trabajo con el gen At3g60860 algunos de los escenarios a
desarrollar que nos ayudarian a tratar de deducir su funcién especifica se mencionaran a
continuacion:

1.- Andlisis del patron de expresion y localizacion de las proteinas PIN en los
primordios de raices laterales de la mutante en el gen At3g60860. Este analisis se realizaria
mediante la cruza de la linea mutante en el gen At3g60860 con las lineas PIN::GFP o
PIN::GUS existentes. El resultado del analisis nos indicaria si existe una relacion entre este
gen y el transporte polar de auxinas. El estudio descrito anteriormente se realizaria para
diferentes proteinas PIN ya que se ha reportado que al menos 6 proteinas PIN participan y
se expresan durante el desarrollo de primordios de raices laterales con patrones
parcialmente traslapados (Benkova et al., 2003).

2.- Seria interesante determinar la sensibilidad de la mutante en At3g60860 a la
inhibicion del trafico vesicular por la brefeldina A mediante la localizacién intracelular de
las proteinas PIN y su respuesta a condiciones en presencia y ausencia de brefeldina A. La
planta de estudio podria ser la linea transgénica resultante de la cruza de la mutante en el
gen At3g608060 con las lineas PIN::GFP descritas anteriormente.

3.- Revelar un posible fenotipo mutante mediante la obtencion de mutantes dobles o
triples con la planta mutante en el gen GNOM o mutantes en los genes del grupo ARF-
GEF 6 ARF-GAP ayudaria a determinar la funcion del gen At3g60860. Si se eligiera
utilizar una mutante en el gen GNOM, algunas candidatas interesantes son las mutantes por
pérdida de funcién parcial descritas por Geldner et al., 2003.

Para continuar el trabajo con el gen At3g60870 algunos experimentos sugeridos
para tratar de encontrar informacion atil y deducir la funcion del gen serian los siguientes:

1.- Seria interesante realizar un analisis fenotipico de mutantes insercionales en el
gen At3g60870. Las plantas mutantes serian germinadas en diferentes periodos de
luz/oscuridad y/o con luz de diferente longitud de onda. Algunas mutantes propuestas para
el estudio son las mutantes publicadas por Xiao et al, 2009, la planta mutante con sobre-
expresion de la proteina AHL18 (Ahl180x), las plantas mutantes RNAi Ahl18, la planta
cuaddruple mutante ahl18/ahl22/ahl27/ahl29, etc. El estudio estaria enfocado al desarrollo
de raices laterales y meristemo apical de la raiz.
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2.- Seria necesario confirmar la localizacion de la proteina AHL18 en el nucleo,
mediante histoquimica, fluorescencia, etc.
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APENDICE |

Tincion Histoquimica para detectar actividad de GUS.
Solucion de Lavado |

0,05M Buffer de fosfatos a pH 7,2.
0,5mM K3Fe(CN)6.

0,5mM K4Fe(CN)6.

Agua destilada.

Para 10 mM de Solucion de lavado I:

Adicionar 684pL del Stock 0,5M Na2HPO4 y 316uL de 0,5M NaH2POA4.
Adicionar 50 pL de 100 mM K3Fe(CN)6

Adicionar 50 pL de 100 mM K4Fe(CN)6

Adicionar 8,9mL de agua destilada.

Solucion de Lavado 1|

0,05M Buffer de fosfatos a pH 7,2.
0,5mM K3Fe(CN)6.

0,5mM K4Fe(CN)6.

2 mM EDTA.

Agua destilada.

Para 10 mM de Solucion de lavado II:

Adicionar 684pL del Stock 0,5M Na2HPO4 y 316uL de 0,5M NaH2POA4.
Adicionar 50 pL de 100 mM K3Fe(CN)6

Adicionar 50 pL de 100 mM K4Fe(CN)6

Adicionar 40 uL de 0,5M EDTA

Adicionar 8,860 mL de agua destilada.
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Solucién de Tincién

0,05M Buffer de fosfatos a pH 7,2.
0,5mM K3Fe(CN)6.

0,5mM K4Fe(CN)6.

2 mM X-gluc.

Agua destilada.

Para 3 mL de Solucion de Tincion:

Adicionar 205,2uL del Stock 0,5M Na2HPO4 y 94,8uL de 0,5M NaH2PO4.
Adicionar 15 pL de 100 mM K3Fe(CN)6

Adicionar 15 pL de 100 mM K4Fe(CN)6

Adicionar 60 uL de 100mM X-Gluc.

Adicionar 2,610 mL de agua destilada.

SOLUCION STOCK/ PARA ACTIVIDAD DE GUS

Na2HPO4 05M Para 70mL pesar 4,97g de Na2HPO4 y aforar al volumen.
NaH2PO4 05M Para 70 mL pesar 4.2g de NaH2PO4 vy aforar al volumen.
K3Fe(CN)6 100mM Para 1 mL pesar 0,033g de K3Fe(CN)6 y aforar al volumen.
K4Fe(CN)6 100mM  Para 1 mL pesar 0,042g de K4Fe(CN)6 y aforar al volumen.
EDTA 0,5M Para 70mL pesar 13,0279 y aforar al volumen.

X-gluc 100mM  Para 200uL pesar 0,010g de X-gluc y afadir 192ulL de
Dimetil Formamida.
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APENDICE I

Soluciones para extraccion de DNA genomico (Dellaporta DNA)

Regulador de extraccion Dellaporta (EB)

100 mM Tris-HCI (pH 8.0)
50 mM EDTA (pH 8.0)
500 mM NacCl

10 mM B-Mercaptoetanol

BTE

50 mM Tris-HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA (pH 8.0)

TE

10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA (pH 8.0)
10 mg/mL RNAsa A
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