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RESUMEN

La adhesion celular en las plantas es un hecho esencial en la comunicacién célula-
célula. Existen diferentes tipos de adhesiéon que pueden ocurrir en las células
vegetales: entre la pared celular y un sustrato, entre dos paredes celulares, y entre la
pared celular y la membrana plasmatica. La adhesion se ha propuesto como un paso
clave en la reproduccidn de las Angiospermas al mediar el contacto inicial del grano de
polen al estigma. La polinizacidén es un paso crucial en el ciclo de vida de las plantas y
constituye la interaccién célula-célula mds importante de las plantas con flores, donde
el éxito de la reproduccién sexual depende de multiples interacciones entre el grano
de polen y los diferentes tejidos del pistilo. Estas interacciones pueden ser proteina-
proteina, como por ejemplo ligando-proteina quinasa o pueden involucrar moléculas
tan simples como agua, iones calcio, lipidos y azucares. Luego de dicha adhesién, se
produce una comunicacidon cruzada entre ambas estructuras, que culmina con el
rechazo o la aceptacidn del grano de polen propio. En el primer caso, conocido como
mecanismo de autoincompatibilidad (SI) se produce una cascada de sefializacion
altamente caracterizada en especies de Brassica. En el segundo, se produce la
aceptacién del polen propio y es conocido como mecanismo de autocompatibilidad
(SC) y aun no ha sido caracterizado en profundidad. En el mecanismo Sl participan
proteinas que pertenecen a la superfamilia de proteinas con repeticiones armadillo
(ARM). Esta superfamilia, estd presente tanto en animales como plantas, y se sabe que
desempeiian un papel clave en varios procesos celulares incluyendo la transduccion de
sefiales, la regulacion de la organizacion del citoesqueleto, los mecanismos de
importacion nuclear, la regulacién transcripcional y la ubiquitinaciéon. Una alta
proporcién de los dominios ARM en plantas se encuentran coexistiendo con dominios
U-box, desempefiando funciones especializadas, la mayoria de ellas como ligasas de
ubiquitina E3 (PUB-ARM). Al presente, permanecen sin asignar las funciones biolégicas
de muchas proteinas ARM y muchos estudios recientes han remarcado su importancia

en multiples procesos (SI, sefializacion hormonal, resistencia a enfermedades, etc.) y
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han mostrado que la mayor parte de las ARMs de A. thaliana poseen dominios U-box

(AtPUB-ARMs), desempefiando roles como ligasas de ubiquitina E3.

En este trabajo de tesis, utilizando herramientas bioinformaticas, se encontraron 113
polipéptidos pertenecientes a esta superfamilia de proteinas en el genoma de
Arabidopsis thaliana (AtARMs). Como objetivo general del presente estudio, se
propuso la caracterizacion del mecanismo de adhesion celular en una especie SC y
asimismo, estudiar en el proceso de polinizacién el posible rol biolégico de las
proteinas AtARMs. Para ello se caracterizo inicialmente la naturaleza quimica de la
interaccion polen-estigma, corroborando que se trata de un contacto de tipo
lipoproteico. Paralelamente, se llevaron a cabo estudios morfolédgicos utilizando
técnicas de microscopia d6ptica, electrénica de transmision y de barrido, mediante los
cuales se detectaron particularidades, no descriptas previamente, de la interaccién
polen-estigma entre las que se destaca la discontinuidad de la traza osmiofilica del
contacto y se corroboraron otras, como la reorganizacién de la red vacuolar en las
papilas estigmaticas, con reorientacién de éstas hacia el punto de contacto con el
grano de polen. Por técnicas bioinformaticas, se determind la existencia de proteinas
AtARMs putativas relacionadas filogenéticamente con ARC1, una ligasa de ubiquitina
E3 que participa en el mecanismo de Sl en Brassica. Mediante técnicas de
inmunodeteccién, se caracterizaron tres grupos de proteinas AtARMs con diferentes
rangos de pesos moleculares, los cuales mostraron perfiles diferenciales cuando se
somete a las plantas a tratamiento hormonal y estrés salino. En el presente trabajo, los
estudios de expresién génica utilizando RT-sgPCR mostraron que, del conjunto de
transcriptos que codifican para las AtPUB-ARMs mas relacionadas filogenéticamente
con BnARC1 y que aumentaron sus niveles de expresién proteica bajo diferentes
tratamientos, el polipéptido que emergié como candidato a estudiar fue AtPUB16. Esta
posible ligasa de ubiquitina E3 mostré elevados niveles de expresiéon génica con el
agregado exdégeno de GA en plantas salvajes donde, por técnicas de
inmunofluorescencia, se detectaron proteinas ARM en el interior de las papilas del
estigma durante el contacto con el grano de polen, estando ausentes en condiciones
normales de crecimiento. Asimismo, se observd por microscopia de epifluorescencia

un aumento significativo de granos de polen adheridos cuando se somete a las plantas
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a tratamiento con GA. Para corroborar el posible rol de esta molécula, se utilizaron
mutantes en el gen pub16 en los que no se verificaron incrementos de su expresion, ni
en el numero de granos de polen adheridos, ante el tratamiento con GA, comparada
con los genotipos salvajes. En los mutantes, usando técnicas de inmunofluorescencia
no se detectd la presencia de proteinas ARM en el interior de las papilas. Asimismo,
mutantes en el receptor gidla mostraron, para ambos tratamientos, un nimero de
granos de polen adheridos similar al genotipo salvaje sin tratamiento con GA. Esto

sugiere que la activacién de la expresién génica de AtPUB16 seria mediada por GA.

En un analisis posterior, y con el objetivo de encontrar posibles moléculas blanco para
la ligasa de ubiquitina E3 AtPUB16, se observé que en flores sometidas a tratamiento
con GA se verifica un aumento significativo de la expresion génica de EXO70A1, un
homélogo de EXO70 de B. napus, involucrado en la actividad secretora de las papilas
estigmaticas, sugiriendo su posible participacién en la via de hidratacién del polen

propio en A. thaliana.

En un estudio complementario se analizd, tanto en A. lyrata como en A. thaliana, la
expresion génica de los transcriptos correspondientes a AtPUB8 una molécula
implicada en la pseudo-autocompatibilidad (PSC) en especies Sl. En dicho estudio se
determind que los niveles de expresion génica de esta proteina no exhiben diferencias
significativas en flores de A. lyrata (una especie Sl), tanto en condiciones normales
como sometidas al tratamiento con GA. Por el contrario, se observaron aumentos
significativos en la expresiéon de los transcriptos correspondientes a AtPUB8, en
presencia de GA en genotipos salvajes de A. thaliana. Dado el rol de AtPUB8 como
regulador de la transcripcién del receptor SRK en los procesos de PSC, su aumento en
una especie SC, podria sugerir su participacidon en vias que refuerzan la SC en A.

thaliana.

Los hallazgos presentados en esta tesis doctoral, permiten comenzar a dilucidar el rol
clave de las proteinas ARM en el mecanismo de polinizacién de A. thaliana y asimismo,
la sensibilidad diferencial que este conjunto de moléculas tienen frente a diferentes
condiciones de tratamiento. En particular, se determindé que AtPUB16 actuaria como

una ligasa de ubiquitina E3, clave en la promocién de los contactos polen-estigma en
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flores de A. thaliana sometidas a tratamiento con GA, potenciando los mecanisimos de

autopolinizacion.
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ABSTRACT

Cell adhesion in plants is an essential fact in cell-cell communication. Different types of
adhesion can occur in plant cells, namely: between cell wall and substrate, between
two cell walls, or between cell wall and plasma membrane. Adhesion has been
proposed as an essential step in the angiosperms reproduction, mediating the initial
contact between the pollen grain and the stigma. Pollination is a crucial step in the life
cycle of plants, being the most important cell-cell interaction in flowering plants,
where the success of sexual reproduction depends of multiple interactions between
the pollen grain and different pistil tissues. These interactions can be protein-protein,
such as ligand-protein kinase, or may involve simple molecules such as water, calcium
ions, lipids and sugars. After that adhesion, a cross communication between the two
structures is genered, culminating in the rejection or acceptance of own pollen grain.
In the second one, the acceptance of own pollen is produced and is known as a self-
compatibility (SC) mechanism, and has not been characterized in depth yet. In the SI
mechanism are involved proteins belonging to the superfamily of armadillo repeats
(ARM) proteins. This superfamily, is present in both animals and plants, and is known
to play a key role in several cellular processes, including signal transduction,
cytoskeletal organization regulation, nuclear import mechanisms, transcriptional
regulation and ubiquitination. Plant ARM domains are frequently coexisting with U-box
domains and performing specialized functions, most of them as E3 ubiquitin ligases
(PUB-ARM). At present, the biological roles of many ARM proteins remain unassigned
and many recent studies have highlighted their importance in multiple processes (SI,
hormone signaling, disease resistance) and have shown that most A. thaliana ARMs
possess domains U-box (AtPUB-ARMs), playing roles as E3 ubiquitin ligases. In this
thesis, using bioinformatic tools, 113 polypeptides belonging to this superfamily of
proteins in the A. thaliana (AtARMs) genome, were identified. The general objective of
the present study, was the characterization of the cell adhesion mechanism in a SC
species and also, to study the possible biological role of AtARM proteins in the

pollination process. To this, it was initially characterized the chemical nature of the
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pollen-stigma interaction, confirming that it is a lipo-protein contact. In parallel,
morphological studies using conventional optical, electron transmission and scanning
microscopy techniques were conducted. Using these approaches, were detected
particularities of the pollen-stigma interaction not previously described, as the
discontinuity osmiofilic stands trace of the contact, and others corroborated, as the
vacuolar network reorganization on the stigmatic papillae in the point of contact with
the pollen grain. By bioinformatic techniques, the existence of putative AtARMs
proteins, phylogenetically related to BnARC1, an E3 ubiquitin ligase involved in the SI
mechanism, was determined. By immunodetection techniques (immunoblotting and
immunohistochemistry), three groups of AtARMs proteins with different molecular
weights were characterized showing different expression profiles when plants are
subjected to hormone treatment and salin stress. In this work, the gene expression
studies using RT-sqgPCR showed that, from all transcrips of AtPUB-ARMs
phylogenetically more related to BnARC1 and whose protein expression levels become
increased under abiotic stress, AtPUB16 emerged as a candidate to be studied. This
putative E3 ubiquitin ligase exhibits high levels of gene expression in wild plants GA
treated, where by immunofluorescence techniques, ARM proteins were detected
inside stigma papillae during contact with the pollen grain. Such proteins are absent in
plant stigmas under normal growth conditions. By epifluorescence microscopy it also
was observed a significantly increased number of adhered pollen grains in stigmas of
plants subjected to GA treatment. To corroborate the possible role of this molecule,
publ6 mutants were used. In such GA treated plants, compared to wild types, no
increases expression, or the number of pollen grains adhered were verified.
Furthermore, the gidla receptor mutants showed, for both treatments, a number of
pollen grains adhered, similar to untreated wild genotype. This suggests that activation

of AtPUB16 gene expression would mediated by GA.

In a further analysis, and in order to find possible target molecules for the E3 ubiquitin
ligase: AtPUB16, it was observed than in flowers under treatment with GA, the gene
expression of EXO70A1, a homolog of EXO70 of B. napus, which is involved in the
secretory activity of the stigmatic papillae, was significantly increased. This suggest

their possible involvement in the hydration path of the own pollen in A. thaliana. In a
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complementary study, the gene expression of AtPUB8, a molecule involved in the
pseudo-self-compatibility in SI species, was studied both in A. lyrata and A. thaliana. In
this study, it was determined that the gene expression levels of this protein does not
exhibit significant differences in A. lyrata flowers (a S| species), both in normal
conditions or GA treatment. In contrast, AtPUBS8 expression significantly increases in A.
thaliana under GA treatment. Because of the AtPUBS8 role as a transcription regulator
of the SRK receptor in the pseudo-self-compatibility (PSC) processes, their increase in a
SC species could suggest its involvement in ways that could enhance the SC in A.

thaliana.

The findings presented in this Doctoral Thesis, allow begin to elucidate the key role of
ARM proteins in the pollination mechanism of A. thaliana and also, their differential
sensitivity to various conditions. In particular, it was determined that AtPUB16, act as
an E3 ubiquitin ligase promoting the pollen-stigma interactions in A. thaliana under GA

treatment, enhancing the selfing mechanisms.
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INTRODUCCION

MECANISMOS DE ADHESION CELULAR EN PLANTAS

Los mecanismos de adhesiéon celular, en su sentido mas amplio, incluyen tanto las
interacciones célula-célula como las de célula-matriz extracelular (MEC). Ambos
contactos son fundamentales en los tejidos animales, donde desempenan diversas
funciones. En la actualidad se sabe que las moléculas de adhesidon celular (cell adhesion
molecules, CAMs) ademas de su cldsica funcién, actian como receptores de sefiales,
provocando cambios en el citoesqueleto y segin se ha determinado mas
recientemente, participando en la regulacién de la expresidon génica. Para la mayoria
de los eucariotas vegetales y los hongos, la estrecha yuxtaposicion de las membranas
plasmaticas de células adyacentes es poco frecuente ya que las células estan rodeadas
por una pared celular. Cuando el contacto directo se lleva a cabo entre las células,
como ocurre en las plantas a través de los plasmodesmos, no se ha reportado que lo
hagan via proteinas homoélogas a las CAMs de las células animales. Aunque
recientemente se han caracterizado proteinas con un alto grado de homologia con las
CAMs en protozoos, algas y metazoos (Huber y Sumper, 1994; Escobar y col., 2003;
Harwood y Coates, 2004).

Sin embargo, la adhesidn celular puede ser considerada un mecanismo esencial en la
comunicacion célula-célula en las plantas, tanto como lo es en los animales (Lord y col.,
1996). Pueden reconocerse diferentes tipos de adhesiones entre las células vegetales:
la que se da entre la pared y un sustrato, entre dos paredes celulares y entre la pared y
la membrana plasmatica. Asi, las interacciones célula-MEC en las plantas son mas
frecuentes que las interacciones célula-célula. En las algas, se han informado varios
tipos de moléculas que participan en la adhesidn celular tales como proteoglicanos
(Wustman vy col., 1998), peroxidasas (Fowler y Quatrano, 1997), polifenoles-
polisacaridos acidos (Vreeland y col., 1998) y algunas proteinas con homologia a las
CAMs de animales (Huber y Sumper, 1994). Las lectinas han sido reportadas como

moléculas involucradas tanto en el reconocimiento y en la unién a proteinas
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sintetizadas por las células vegetales, como en la interaccidén con células bacterianas en
la formacién de nédulos radicales (Hirsch, 1999). En el caso de la adhesién intercelular
en las plantas, las pectinas de la lamina media participan como moléculas de unién
entre las células (Knox, 1997; Willats y col., 1999; Fry y col., 1993; Satoh, 1998; Sinha y
Lynch, 1998). En los procesos de reproduccién sexual de las plantas, varias moléculas
con propiedades adherentes han sido aisladas, incluyendo la proteina
arabinogalactano: TTS (Cheung y col., 1995), y las proteinas PEX-extensina del polen
(Rubinstein y col., 1995). Por otro lado, se ha propuesto la participacion de moléculas
lipofilicas para mediar la adhesion del grano de polen al estigma en el género

Arabidopsis (Zinkl y col., 1999).

Debido a la rigidez de las paredes celulares de las plantas, las asociaciones estables
entre las células vegetales no parecen requerir la formacién de enlaces al
citoesqueleto, tales como los proporcionados por los desmosomas y uniones
adherentes de las células animales (Cooper, 2013). En las plantas, los contactos entre
las células se producen debido a la presencia de plasmodesmos, estructuras en las que
aun no han sido caracterizadas proteinas con grados de homologia significativos con

las CAMs animales (Escobar y col.; 2003).

Todos los organismos multicelulares poseen alguna forma de MEC. Los tejidos de las
plantas se encuentran asociados mediante una extensa MEC, denominada pared
celular. Sin embargo, la naturaleza de esta pared difiere en las distintas especies de

plantas y aun en los distintos tejidos de una misma planta.

La pared celular vegetal ha sido cldsica- y erréneamente considerada como una
estructura inerte. Se le han atribuido funciones limitadas relacionadas al soporte
mecanico de proteccidn y apoyo; aunque pese a sus diferencias estructurales vy
bioquimicas se la ha comparado con la MEC de las células animales. Actualmente, los
estudios estructurales, bioquimicos y funcionales de la pared celular durante la
ontogenia de las plantas y su comportamiento en respuesta a los diferentes ambientes
a los que estd sometida, han llevado a reevaluar su rol y permiten describirla como un
componente celular clave en la comunicacién celular y la regulacién de procesos
durante el desarrollo y crecimiento de estos organismos (Carpita y Gibeaut, 1993;

Roberts, 1994).
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Tanto en animales como en plantas, la MEC es estructuralmente compleja, en los
primeros, la MEC se compone principalmente de glicosaminoglicanos (GAG), tales
como acido hialurénico y proteinas fibrosas, tales como el colageno. Los GAGs forman
una matriz de tipo gelatinosa dentro de la cual se encuentran embebidas las proteinas
fibrosas. Las paredes celulares de las plantas tienen una estructura andloga (Figura 1).
En este caso, la matriz gelatinosa la conforman las pectinas, heteropolisacaridos
altamente cargados, en la que se incrusta un entramado de fibrillas de celulosa y de
hemicelulosa a las que se asocian una serie de proteinas, algunas de las cuales se ha
propuesto que cumplen papeles estructurales fundamentales. La funcién principal de
esta MEC es proporcionar soporte y resistencia mecanica a las células. Su estructura de
gel hidratado le confiere resistencia a la compresion, mientras que los componentes
fibrosos proporcionan fuerza de traccidon. La MEC en células animales también sirve
como un sustrato para la adhesion celular, la regulacién de la migracién celular y el
control de la diferenciacion celular asi como también algunas funciones metabdlicas
(Naranjo y col., 2009). Como ya se indicé previamente, en el seno de la MEC, existen
mecanismos que intervienen tanto en el anclaje de las células dentro del tejido, como
actuando como sistemas de sefializacién entre la MEC y el citoesqueleto. Estos
sistemas de sefalizacidn también participan en la comunicacién célula-célula y median
las respuestas celulares a diversos estimulos, tales como la tensién mecdnica. Los
requisitos para las moléculas de sefializacion celular son diferentes en células
vegetales y animales, ya que en las primeras los mecanismos de conexion se dan a

través de canales citoplasmaticos o plasmodesmos (Seymour y col., 2004).

En las plantas, se han descripto CAMs similares a las encontradas en las células
animales, que desempefan funciones en procesos altamente selectivos. Estas
moléculas median tanto el reconocimiento de los gametofitos “propios” como los “no
propios” en el proceso de polinizacién, asi como en las posibles interacciones de
agentes patégenos-hospedador. Una de las interacciones mejor documentadas, es el
reconocimiento y rechazo del polen propio en las reacciones de autoincompatibilidad,
que se producen cuando se establece la interaccidn en la MEC entre el polen propioy

las papilas del estigma (Barrett y Cruzan, 1994; Schopfer y col., 1999).
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Figura 1: Pared celular vegetal. (A) Micrografia de microscopia electrénica de transmisién de una
célula vegetal. Se destacan la gran vacuola central, cloroplastos fusiformes cercanos a la membrana
plasmatica, mitocondrias, nucleo, aparato de Golgi y pared celular primaria. (B) Esquema que ilustra
la composiciéon de la pared celular. Las células estdn unidas entre si por la laminilla media formada
principalmente por pectato de calcio y magnesio. Sobre la laminilla media se forma la pared primaria
que contiene tres clases principales de polisacdridos: celulosa, un polimero no ramificado de
subunidades de glucosa que sintetiza y deposita en la pared la celulosa sintasa formando una
estructura resistente (microfibrillas) pero que permiten el crecimiento celular; hemicelulosa y
pectina, de composicién variable, sintetizados en el aparato de Golgi y depositados en la pared a
través de la secrecién. Adaptado de Alberts y col., 2002.

En este sentido, el proceso de polinizacion emerge como un mecanismo multifactorial
critico para el estudio de CAMs en plantas (Harwood y Coates, 2004) y ha sido el

mecanismo en el que se focalizard el presente trabajo de tesis.
MECANISMO DE POLINIZACION EN BRASSICACEAE
Aspectos estructurales del desarrollo floral

Las brasicaceas (Brassicaceae) o cruciferas (Cruciferae) son una familia de
angiospermas dicotileddneas incluidas en el orden Brassicales. Constituyen un grupo
monofilético con aproximadamente 338 géneros y 3.709 especies de plantas,
preponderadamente herbdceas, distribuidas en todo el planeta, aunque
particularmente concentradas en regiones de regimenes templados a frios. Incluyen
cultivos horticolas, ornamentales, oleaginosos, forrajeros y condimentos de gran
importancia econdmica. A. thaliana, la especie vegetal considerada como organismo
modelo en investigaciones moleculares y bioldgicas de las plantas vasculares

superiores, se encuentra dentro de esta familia (Figura 2).
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Figura 2: Esquema del ciclo de vida y
arquitectura de la flor de A. thaliana.
Después de la germinacion de la
semilla, la planta crece en tamafio
durante la fase vegetativa. Al recibir
seflales del ambiente y endégenas, la
planta se somete a la transicidn floral
(el cambio de crecimiento vegetativo
al reproductivo) lo que resulta en la
formacién continua de flores en la
inflorescencia. Una tipica flor se
compone de sépalos, pétalos,
estambres y carpelos (desde el mas
externo de los anillos al mas interno).
Por lo general, los sépalos protegen la
flor, mientras que los pétalos atraen a
los insectos para la polinizacién a
través de sus colores brillantes. Los
estambres y carpelos, son
responsables de la fecundacion para
la generar descendencia a través de la
produccion de semillas viables.
Adaptado de Liu y col., 2009.

Las flores son las estructuras de las plantas de mayor complejidad estructural y son los

drganos responsables de la distincidn del linaje de las angiospermas, respecto del resto

de las plantas. El primer paso para la formacién de las flores es la transicion entre el

meristema vegetativo y el meristema apical de la inflorescencia, a partir del cual se

formardn los meristemas florales. En la figura 3 se resumen los factores ambientales y

genéticos que regulan la formacion de los meristemas de inflorescencia (Ml) y florales

(MF) (Liu y col., 2009).
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Figura 3: Regulacion de la identidad del meristema floral (MF). Se da por la integracion de mdltiples
sefiales de floracidon que sensan las sefiales del entorno y las del desarrollo a través de varias vias.
Durante la transicién floral, el complejo FLC-SVP reprime la expresion de SOC1 y FT en la hoja,
mientras que el complejo FT-FD promueve la expresidon de SOC1, AP1y FUL en el meristema apical del
tallo (SAM). La expresidon de SOC1 y AGL24 se regulan positivamente el uno al otro, formando un
complejo proteico, localizado en el SAM. En el meristema de la inflorescencia (Ml), el aumento de la
actividad de SOC1 y FT promueven la expresidon de varios genes de identidad del MF, incluyendo LFY,
AP1, CALy FUL, que a su vez especifica la identidad del MF en los flancos del MI. Los asteriscos indican
regulacidn transcripcional directa. AGL24: Agamous-Like 24; AP1: Apetalal; CAL: Cauliflower; FLC:
Flowering Locus C; FT: Flowering Locus T; FUL: Fruitfull; LFY: Leafy; SOC1: Suppressor of
Overexpression of Constans 1; SVP: Short Vegetative Phase. Adaptado de Liu y col., 2009.

Una vez que se han establecido los primordios florales, comienzan a expresarse los
genes que confieren identidad a los diversos 6rganos florales (van Mourik y col., 2010).
En A. thaliana, el modelo ABCDE explica la formacion de los 4 verticilos florales
(sépalos, pétalos, anteras y carpelos) y de los dvulos. Los genes de tipo A estan
representados por APETALA1 (AP1) y APETALA2 (AP2). Los de tipo B por AP3 y
PISTILLATA (PI), los de tipo C por AGAMOUS (AG), los de tipo D por SHATTERPROOF1
(SHP1), SHP2 y SEEDSTICK (STK), mientras que los de tipo E, por los genes SEPALLATA
(SEP1, SEP2, SEP3 y SEP4). En la figura 4 se muestra un esquema del patron de
expresion de estos genes y el de los érganos que determinan cada uno (Thompson y

Hake, 2009).

Pagina 28




Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas FBCB-UNL - Lic. Maria Gabriela Acosta

Figura 4: Modelo de desarrollo floral de A.

“ thaliana. El modelo basico ABC postula que los
genes de clase A especifican los dérganos del
A c verticilo 1, los de clase A y B especifican los
organos del verticilo 2, los genes de clase By C
especifican los drganos del verticilo 3, y los
E genes de clase C especifican los genes del
verticilo 4. El modelo ampliado ABCDE incluye
D genes de clase D que promueven genes de
identidad de dvulos y la clase E que actuan

como cofactores para la clase A, B, C, y D.

SE Pt St ca DV Verticilo 1: sépalos (Se); verticilo 2: pétalos
1 2 3 43 4'3 (Pe); verticilo 3: anteras (An); verticilo 4a:

carpelos (Ca); verticilo 4b: odvulos (Ov).
Adaptado de Liu y col., 2009.

El establecimiento del patrén de expresién de los genes del modelo ABCDE permite la
formacion de los diversos érganos florales. El desarrollo de las flores de A. thaliana es
un proceso complejo y para su estudio se han establecido 20 estadios (Figura 5)
(Alvarez-Buylla y col., 2010). De los érganos florales que forman los 4 verticilos, los
sépalos y los pétalos, forman el perianto. Ambos drganos tienen una estructura
laminar simple, la cual estd formada por la epidermis, las células del meséfilo y un fino
patrén venular. Los 4 primordios de sépalos son los primeros que se forman, alrededor
del estadio 3 del desarrollo. La epidermis de la cara abaxial de los sépalos presenta
células con diferentes tamafios, algunas pequeiias y otras grandes y alargadas, que
desarrollan estomas y tricomas. Los 4 pétalos se originan alrededor del estadio 5 del
desarrollo floral. Las células de la epidermis adaxial son cénicas, mientras que las de la
epidermis abaxial son aplanadas. Los estambres son los drganos reproductivos
masculinos y sus primordios comienzan a desarrollarse a partir del estadio 5. Estan
formados por el filamento y la antera. Esta ultima es una estructura bilocular con
dehiscencia longitudinal. A medida que los granos de polen se forman en las anteras
(proceso dividido en 14 etapas en A. thaliana), el filamento se alarga hasta alcanzar la
altura del gineceo en el estadio 13, donde se produce la dehiscencia de las anteras, la

polinizacidn y la antesis floral (Alvarez-Buylla y col., 2010).
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16 20
*
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Figura 5: Representacion esquematica de los estadios del desarrollo floral de A. thaliana. La
formacion del primordio floral ocurre en los estadios 1y 2. En la etapa 3, los primordios de los sépalos
ya son visibles y siguen creciendo hasta que encierran el meristema de la flor (estadios 4 a 6). En el
estadio 5, los pétalos y primordios de estambres comienzan a ser visibles y comienza a formarse el
gineceo (estadio 6). El desarrollo de 6rganos continlia hasta la etapa 9, en la que se diferencian las
papilas estigmaticas en la parte superior del gineceo. En el estadio 12, los pétalos son similares en
longitud a los estambres. La antesis ocurre en la etapa 13, donde se produce la fecundacién. La
apertura floral se produce en el estadio 14. Las silicuas alcanzan su tamafio maximo en el estadio 17,
luego se deshidratan y se tornan amarillentas (estadio 18) hasta que las valvas se separan de las silicuas
secas (estadio 19) y las semillas caen (estadio 20). Los meristemas florales (FM): rosa; sépalos: verde;
pétalos: de color rosa; estambres: azul; gineceo: amarillo; dvulos: verde oscuro; semillas: naranja y
marrén. Adaptado de Alvarez-Buylla y col., 2010.

El gineceo de A. thaliana es una estructura sincdrpica, compuesta por dos carpelos
fusionados. Se encuentra conectado a la base de la flor a través de un internodo corto
denominado gindforo. El ovario se encuentra en la parte superior de éste ultimo y
contiene entre 50 y 80 évulos, constituyendo la mayor parte de la longitud del gineceo.
El ovario estd dividido longitudinalmente en dos por un septum, el cual se forma
posgenitalmente (Figura 6). Las paredes de cada ovario se denominan valvas y la parte
externa del septum corresponde al replum. En el extremo apical del ovario se ubican el
estilo y el estigma. El estigma estd formado por células epidérmicas alargadas y
especializadas, llamadas papilas estigmaticas que forman una capa Unica. Esta
superficie es la que recibe los granos de polen y permite su germinacién. Una vez que
esto ocurre, los tubos polinicos son guiados a través del tracto de transmisién hacia los
6vulos. Luego de la fecundacién, los évulos se desarrollan en semillas y el gineceo se
transforma en un fruto con dos camaras, llamado vaina o silicua. Esta estructura se
abre al madurar para liberar las semillas, a lo largo de 4 zonas de dehiscencia,
constituidas por los finos margenes de las valvas a cada lado del replum. La

lignificacién de las células de estas zonas especificas contribuye al proceso de
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dehiscencia, generando una tensién mecanica que estimula el desprendimiento de las

valvas (Ferrandiz y col., 2010).

ESTIGMA

MOLINETE

P> ESTILO

MARGEN DE
REPLUM LA VALVA

Figura 6: Estructura del gineceo de A. thaliana. (A) Microscopia electrénica de barrido del gineceo
maduro en antesis. (B) Gineceo maduro en antesis, clarificado con hidrato de cloral para revelar el
patrén vascular. Las bifurcaciones primarias y secundarias de las venas se indican con las flechas. (C)
Seccidn transversal del ovario en antesis. En A y C el color es artificial para marcar dominios
funcionales diferentes. Adaptado de Ferrandiz y col., 2010.

El primordio del gineceo se origina en el centro del meristema floral como un anillo de
células que encierran una pequefia depresion y se desarrolla como un tubo abierto
durante los estadios 6 a 8. En las regiones mediales internas del cilindro se forman y
fusionan dos crestas meristematicas opuestas, formando el septum. Los tejidos
placentarios, que luego dan lugar a los dvulos, se desarrollan en las zonas donde se
encuentran el septum y las valvas. En el estadio 9 comienza la diferenciacion de las
valvas, la placenta, el septum, el estilo y las papilas estigmaticas. En los estadios 11 y
12 se cierra la porcion apical del gineceo, las papilas estigmaticas completan su
desarrollo y el estilo se diferencia del ovario. El gineceo estd completamente maduro
en el estadio 13, al momento de la antesis, cuando ocurre también la fecundacion.
Todos los tejidos necesarios para la maduracién del fruto y la dehiscencia se
encuentran presentes en este estadio y completaran su desarrollo luego de la

fecundacion de los évulos (Alvarez-Buylla y col., 2010).
Reproduccion sexual: polinizacion

En las Angiospermas, el éxito de la reproduccion sexual depende de una serie de
interacciones entre el grano de polen y los diferentes tejidos del pistilo (estigma, estilo
y ovario). La polinizacién comienza cuando las células del polen y del estigma entran en

contacto, lo cual conduce a la germinacion del tubo polinico. A diferencia de los
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contactos célula-célula que median el desarrollo animal, estas interacciones son

establecidas entre células con paredes complejas y matrices extracelulares.

El grano de polen

En las Angiospermas, los granos de polen maduros son usualmente células vegetativas
gue contienen en su interior las células espermaticas completas. Luego de la meiosis,
este arreglo es llevado a cabo rapidamente, cuando una division mitdtica asimétrica
produce una gran célula que contiene en su interior una mas pequefia, generativa. Esta
ultima sufre luego mitosis para dar lugar a las dos células espermaticas rodeadas de
una Unica pared, requeridas para la doble fecundacién. En la madurez de las
Brassicaceae, esta pared puede ser subdividida en tres estratos principales, cuyos

espesores varian en las diferentes especies:

e Intina: constituye el estrato mas interno de la pared, a menudo es una
estructura multicapa que se localiza adyacente a la membrana plasmatica del
polen. Posee una composicidon relativamente simple, basada en microfibrillas
de celulosa embebidas en una matriz de pectinas y hemicelulosa, secretadas
por la microespora en el estadio de microespora vacuolada (Owen y Makaroff,
1995). En su parte exterior posee una gran cantidad de polisacaridos de
diferente naturaleza (Sitte, 1989).

e Exina: es el segundo estrato de la pared, también posee estructura multicapay
estd compuesta fundamentalmente de esporopolenina, un polimero
guimicamente resistente, que se encuentra interrumpida por aperturas
llamadas cavidades. La esporopolenina estd compuesta por polimeros
formados a partir de hidrocarburos alifaticos, compuestos fendlicos y otros
compuestos (Bedinger y col., 1994). Se caracteriza por ser extremadamente
resistente y actuar como barrera protectora contra la deshidratacién excesiva,
las injurias bacterianas y flungicas, durante la liberaciéon del gameto masculino,
previo a la fecundacion (Bedinger, 1992). La exina se compone de dos capas
(Figura 7): la mas interna, nexina o endexina y la mas externa, la sexina o
ectexina que posee multiples poros y pliegues (Furness y col., 2004, Punt y col.,
2007). La esporopolenina es polimerizada a partir de precursores sintetizados y

secretados por el tapetum e incorporados a la pared del grano de polen
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después de la disolucidn de la tétrada (Scott y col., 1991) donde polimeriza en
puntos especificos de la primexina (sexina) que sirve de punto de anclaje para
el depdsito de la esporopolenina conducente a formar el principal componente

de la pared (Heslop-Harrison, 1968a; Heslop-Harrison, 1968b).

Polen liberado

]

Figura 7: Microscopia electrénica de transmisiéon del grano de polen de A. thaliana en los
diferentes estadios. Escala: 500 nm (A—C); 2 um (D—F). Microscopia electrénica de barrido del grano
de polen se muestra en (G) donde se observa el reticulado. Barra de escala, 5 um. Ca, pared de
calosa; DPG, grano de polen degenerado; In, intina; In?, materiales simil intina; MMC, células madre
de microesporas ; MSp, microespora; Ne, nexina; PC, cubierta del polen; Pe, primexina; PG, grano de
polen; PM, membrana plasmatica; Ps, pro-sexina; Se, sexina; T, tapetum; Tds, tétradas. Adaptado de
Louy col., 2013.

e Cubierta del polen o trifina: es el estrato mas externo de la pared, compuesta
de lipidos, proteinas, pigmentos y compuestos aromaticos que se organizan en
las cavidades de la exina. Esta es la estructura responsable de la mediacién del
reconocimiento por el estigma (Dobson y col., 1989; Preuss y col., 1993;
Dickinson, 1995; Hilskamp y col., 1995; Stephenson y col., 1997). Antes de la
antesis del polen, se produce la transformacion del pollenkit o trifina en la
superficie de la exina (Blackmore y col., 2007), formando la cubierta del polen,
la cual brinda resistencia a la desecacién, mantiene la agregacion de los granos
de polen y colabora con la adhesién del polen a la superficie del estigma

durante la polinizacién (Ma, 2005).

El pistilo: estigma, estilo y ovario

Los estigmas constituyen la superficie receptiva de los tejidos femeninos a la que se
unen los granos de polen, mediando la migracion del tubo polinico dentro del estilo.
Los estigmas se clasifican generalmente en dos grupos: estigmas humedos, cubiertos
de células cuya lisis provoca la formacién de una secrecidn viscosa, rica en proteinas,
lipidos, polisacdridos y pigmentos sobre la superficie y los estigmas secos, cuyas células

de recubrimiento se mantienen intactas. Estas usualmente protruyen formando
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papilas y estan cubiertas por una pared celular primaria, una cuticula cerosa y una
pelicula proteica. Los estigmas han sido extensivamente estudiados en las plantas
autoincompatibles, las que exhiben restricciones a los procesos endogdmicos. Los
estigmas incompatibles provocan el rechazo del polen propio por inhibicién de su
hidratacion, germinacién y el posterior crecimiento del tubo polinico (Nasrallah, 2000;

Wheeler y col., 2001).

El estigma de A. thaliana se clasifica como un estigma seco, con células superficiales
intactas que tipicamente emergen como papilas y estdn cubiertas por una pared
celular primaria, una cuticula cerosa y una pelicula proteica (Edlund y col., 2004). Estas
papilas son células alargadas, cada una de las cuales posee una Unica proyeccion
receptiva a la unién del grano de polen. Los estigmas son asignados a una de las dos
categorias basadas en la naturaleza de la MEC que los recubre. Los estigmas de tipo
seco (ej.: Arabidopsis, Brassica, Cucurbita) no producen exudado y estan recubiertos
por una cuticula cérea impermeable y una delgada pelicula de naturaleza proteica

(Edlund y col., 2004; Hiscock y Allen, 2008).

/\

GRANO DE POLEN ¢

%, }ESTIGMA

}ESTILO

El estilo es una estructura tubular, que conecta

. . . TUBO POLINICO
el estigma con el ovario. Consta de un tejido

externo o epidermis, un tejido intermedio o S RAETE

parénquima en el que se encuentran los vasos | TRANSMISION |

conductores y una zona central, ocupada por el /
SEPTUM
tejido de transmision, también de naturaleza FUNicuLO | - OVARIO
MICROPILO
secretora (Knox, 1984; Lord, 2000; de Graaf y évuLo

col., 2001). El ovario es la parte inferior del

pistilo. Tiene forma ovoide y en su interior hay

dos cavidades (loculos) donde se alojan los

, ) Figura 8: Pistilo de A. thaliana. Adaptado
6vulos (Figura 8). de Chapman y Goring, 2010.

Interaccion polen-estigma

La aceptacion del polen compatible y los subsiguientes pasos que conducen a una
fecundacion exitosa, constituyen un proceso complejo y cooperativo entre el grano de

polen y el estigma receptivo. En el momento de la dispersidon, los granos de polen
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maduros de la mayoria de estas plantas autocompatibles, se encuentran altamente

deshidratados. En la familia de las Brassicaceae, una vez que se deposita el grano de

polen compatible sobre el estigma, la adhesién del grano de polen tiene lugar, seguido

por la formacion de un “pie” lipofilico, la posterior hidratacién y germinacién del grano

de polen. El tubo polinico emerge y penetra en la superficie del estigma guidndose a

continuacion, a través del estigma, el estilo, el septum y finalmente el funiculo para

entrar en el micrdépilo del 6vulo donde puede ocurrir la fecundacion (Figura 9).

EXINA
INTINA

CUBIERTA POLINICA
cuTicuULA

PARED CELULAR DEL EST

MA

Figura 9: Polinizacién en A. thaliana. (A) Micrografia
electrénica de transmision que muestra el punto de
contacto entre un grano de polen (P) y una papila del
estigma (S), coloreada para resaltar la cubierta del
polen (verde), intina (azul oscuro), exina (rosado), la
pared celular estigma (azul claro), y la cuticula del
estigma (marrdn). Entre las dos superficies, se acumula
un pie de compuestos ricos en lipidos (flechas). (B)
Diagrama de los primeros eventos sobre una papila del
estigma, incluyendo la adhesion (1), formacion del
"pie" por parte de la cubierta del polen e hidratacidn
del mismo (2), emergencia del tubo polinico (3), y la
invasion del tubo polinico por la pared celular de las
papilas y la extensidn hacia el estilo (4). (C-E) Secuencia
de los primeros eventos durante la polinizacién
Arabidopsis. (C) La cubierta del polen se ha movilizado
al sitio de contacto entre el polen y el estigma,
formando un pie entre las dos superficies (flecha), (D)
El tubo polinico (flecha) ha surgido de la exina del
grano y se proyecta en el papila del estigma, (E) tubos
de polen (flecha) se abren paso hacia el estilo,
moviéndose entre las paredes de las células de las
papilas, donde se encuentran protegidos. Adaptada de
Edlund y col., 2004.
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Los acontecimientos secuenciales desde la adhesién del grano de polen, al crecimiento

del tubo polinico a través del pistilo hasta el évulo para la fecundacién han sido

cuidadosamente documentados a nivel ultraestructural tanto en Brassica spp., como
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en A. thaliana (Elleman y Dickinson, 1990; Elleman y col., 1992; Kandasamy y col.,
1994; Hilskamp y col., 1995; Lennon y col., 1998). En cada uno de estos pasos, resulta
necesaria la correcta diferenciacidon y formacién de los tejidos reproductivos. Durante
la polinizacién, los granos de polen se adhieren al pistilo y posteriormente se
rehidratan reactivando de esta forma su metabolismo. En estigmas secos, la solucién
acuosa proviene de las células del estigma. Luego, los granos de polen hidratados
germinan produciendo el tubo polinico. Esta estructura crece a través del estilo hacia
el ovario. Una vez alli, el tubo polinico deposita las dos gametas masculinas en el

interior del saco embrionario, donde tiene lugar la doble fecundacion.

Las numerosas interacciones celulares que tienen lugar entre el grano de polen (o el
tubo polinico) y los diferentes tejidos del pistilo a lo largo del proceso de fecundacién
involucran, probablemente, una compleja comunicaciéon cruzada entre diversas
moléculas. Estas interacciones pueden ser proteina-proteina, como por ejemplo
ligando-proteina quinasa o pueden involucrar moléculas tan simples como agua, iones

calcio, lipidos y azucares (Gaude y McCormick, 1999).

Para capturar los granos de polen, los estigmas utilizan polinizadores bidticos y
abidticos (como los insectos y el viento, respectivamente) generando, para retenerlos,
interacciones adhesivas rapidas y fuertes. La interfase polen-estigma difiere de una
especie a otra como resultado de una amplia variabilidad en la morfologia y la
composicion del exudado del estigma, la exina del polen y la cubierta externa del
mismo. Para investigar y analizar la adhesién polen-estigma, se han llevado a cabo
métodos diferentes, incluyendo tratamientos quimicos, lavados con detergentes y
ensayos de adhesién basados en centrifugacion (Luu y col., 1997a; Luu y col., 1997b;

Zinkl y col; 1999).

Las glicoproteinas receptoras simil locus S (SLR1, S locus-related glycoprotein 1) son
sintetizadas en el estigma y participan en adhesién polen-estigma en las paredes
celulares de las papilas estigmaticas maduras. Luu y col. (1999) utilizaron un ensayo
biomecanico para probar la adhesidn polen-estigma en Brassica, en las que la sintesis
de la proteina SLR1 fue atenuada utilizando una construccién antisentido. En estos
experimentos se demostré que la fuerza de adhesidon del polen se encontraba

significativamente reducida en las plantas cuya sintesis de SLR1 habia sido bloqueada.

Pagina 36



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas FBCB-UNL - Lic. Maria Gabriela Acosta

Dichos estudios llevaron a postular que estas proteinas participan en los mecanismos
de adhesién del grano de polen al estigma de Brassica, posiblemente a través de la

interaccion con las proteinas de la cubierta del grano de polen (Seymour y col., 2004).

Procesos de polinizacion autocompatibles y autoincompatibles

La reproduccién en Angiospermas es un proceso altamente selectivo. Los tejidos
estigmaticos femeninos son capaces de discriminar entre los granos de polen,
reconociendo y rechazando tanto los de las especies relacionadas, como de las
alejadas evolutivamente (incompatibilidad interespecifica) o aun el de la misma planta
(en especies autoincompatibles). Esta selectividad viene dada por una enorme
diversidad de mecanismos en las superficies celulares de las estructuras reproductivas

masculinas y femeninas.

La capacidad de una planta de ser fecundada por su propio grano de polen se
denomina autocompatibilidad (self-compatibility, SC). La autoincompatibilidad (self-
incompatibility, Sl) es un sofisticado mecanismo de reconocimiento ampliamente
utilizado por las plantas con flores para prevenir la autopolinizacién y, por lo tanto, es
un mecanismo destinado a generar y mantener la diversidad genética dentro de las
especies. La Sl involucra un proceso de reconocimiento tanto del grano de polen
“propio” como del “no propio” por el pistilo, arrestando especificamente el desarrollo
del polen propio. Este mecanismo actlia como una barrera que evita el cruzamiento
endogamico intraespecifico, previo a la fecundacién y se lleva a cabo en
aproximadamente la mitad de las plantas con flores. En dicho proceso, la evolucidn del
carpelo tuvo importantes consecuencias para la biologia reproductiva de las
angiospermas al incrementar el aislamiento del gametofito femenino que contiene el
saco embrionario en el interior del tejido esporofitico materno, complejizando el
acceso al gametofito masculino. Esta separacién fisica de los gametofitos femeninos y
masculinos por el pistilo, habria otorgado un mayor nivel de discriminacién por parte
de la flor y habria dado lugar a la evolucién de la interaccion polen-pistilo (Heslop-
Harrison, 1975), mediante una serie de complejas interacciones moleculares que
constituyen efectivamente una comunicacidon entre el polen haploide y el pistilo
diploide. Durante este proceso molecular tienen lugar diversos mecanismos de

reconocimiento, a menudo asociados con los procesos activos de discriminacion y
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rechazo del polen incompatible tanto a nivel interespecifico como intraespecifico

(Hiscock y Allen, 2008).

La interaccidon entre el polen y el pistilo es un proceso fundamental en la biologia
reproductiva de plantas con flores y ha sido objeto de una intensa investigacion
durante muchas décadas (Hiscock y Allen, 2008). En los ultimos afios se han producido
numerosos progresos en la identificacion de moléculas que median los eventos
especificos de esta interaccidn, tales como la adhesién del polen, su hidratacién y el
crecimiento del tubo polinico a través del pistilo, asi como en las involucradas en los
mecanismos de autoincompatibilidad (SI) (Edlund y col., 2004; Swanson vy col., 2004;
Takayama y Isogai, 2005; Hiscock y Allen, 2008). La SI se produce cuando en la
interaccion polen-pistilo, este Ultimo reconoce y rechaza activamente al polen propio o
el de individuos genéticamente estrechamente relacionadas. Cuando las flores de la
especie que presenta autoincompatibilidad son morfolégicamente idénticas entre si,
se dice que la autoincompatibilidad es homomarfica. Por el contrario, cuando en la
especie se presentan dos o tres tipos morfoldgicos diferentes de flores, se dice que la
autoincompatibilidad es heteromodrfica (heterostilia). Existen dos tipos de
incompatibilidad homdmorfica: gametofitica (GSI) y esporofitica (SSI). El sistema GSl es
caracteristico de varias familias de angiospermas, como por ejemplo Solanaceae,
Rosaceae, Scrophulariaceae, Fabaceae, Onagraceae, Campanulaceae, Papaveraceae y
Poaceae (Franklin-Tong, 2008). En estas, el fenotipo de Sl del polen estd determinado
por su propio genotipo haploide. En la SSI el fenotipo de los granos de polen de una
planta esta determinado por el genotipo diploide de la antera que les dio origen. La SSI
se ha identificado en las familias Brassicaceae, Asteraceae, Convolvulaceae,
Betulaceae, Caryophyllaceae, Sterculiaceae y Polemoniaceae (Allen y col., 2011).La SSI,
caracteristica de las brasicaceas, previene tanto la autopolinizacién dentro de una flor,
como entre flores de la misma planta asi como la polinizacién cruzada entre plantas
con el mismo tipo de incompatibilidad. Este mecanismo puede compararse con el
sistema inmunitario presente en mamiferos debido a que la Sl es conceptualmente
similar a la interaccién agente hospedador-patdgeno, siendo el pistilo andlogo al
hospedador y el polen propio, andlogo al agente patdgeno invasor (Nasrallah, 2005).

Los analisis genéticos clasicos han revelado que este reconocimiento esta, en la
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mayoria de los casos, controlado por un Unico locus multialélico: el locus S. Se ha
postulado que el rechazo del polen ocurre cuando el alelo S se expresa tanto en el
grano de polen, como en el pistilo con la misma especificidad. Estudios moleculares en
varias especies S| de la familia Brassicaceae han revelado que el locus S de estas
familias consiste en al menos dos genes altamente polimérficos: uno que codifica para
la determinante masculina y otro para la femenina. Este complejo multigénico se
hereda como una Unica unidad segregante y las variantes de este se denominan
haplotipos S. Al presente, se han identificado mas de cien haplotipos S en Brassica
rapa (Nou y col., 1993). Se postula que las interacciones moleculares entre
determinantes femeninas y masculinas codificadas por el mismo haplotipo S, son las

responsables de desencadenar una respuesta Sl (Takayama e Isogai, 2003).

Las primeras moléculas codificadas por el locus S en ser identificadas, fueron dos
proteinas polimdrficas expresadas especificamente en las células del estigma: la
glicoproteina del locus S, SLG (S-locus glycoprotein), caracterizada inicialmente como
una proteina soluble localizada en la pared celular y un receptor quinasa del locus S,
SRK (S-locus receptor kinase), anclado a la membrana plasmatica, cuyo dominio
extracelular exhibe muchas similitudes con SLG. En las anteras, durante el desarrollo
del grano de polen, se expresa una pequefia proteina rica en residuos de cisteina, SCR
(S-locus Cys-rich), altamente polimérfica (Nasrallah, 2000). Una vez que se establece el
contacto entre el ligando SCR de la superficie del grano de polen con SRK en la
superficie del pistilo, se inicia la activacién de una via de sefializacién, ruta que incluye
la proteina con repeticiones armadillo 1, BnARC1 (Brassica napus arm repeat
containing 1), la cual se expresa especificamente en el estigma e interactua con el
dominio fosforilado de SRK en B. napus (Brugiere y col.,, 2000). Las proteinas que
contienen repeticiones armadillo (ARM) poseen en su regién central un dominio de
cuarenta y cinco residuos de aminodcidos denominado armadillo que se repiten de
once a trece veces. Cada ARM tiene tres hélices alfa y multiples ARM dispuestas en
tdndem que se pliegan en una estructura superhelicoidal para conformar un dominio
ARM (Huber y col., 1997). Esta nomenclatura fue utilizada inicialmente para describir
las mutantes en el gen ARMADILLO de la familia de genes de polaridad de segmentos

en Drosophila melanogaster (Nusselin-Volhard y Wieschaus, 1980; Riggleman y col.,
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1989). El gen ARMADILLO es homdlogo al gen que codifica para [-catenina en
mamiferos, la cual es requerida tanto para la adhesion célula-célula como para la
regulacién de la expresion génica durante el desarrollo (Conacci-Sorrel, 2002). Las

figuras 10 y 11 representan los mecanismos de respuestas celulares de SC y SI

postulados actualmente.

Figura 10: Modelo de la respuesta celular
del grano de polen compatible. Cuando un
grano de polen compatible se deposita
sobre el estigma, factores putativos del
polen se unen a receptores putativos de la
papila estigmatica activando el sistema de
reconocimiento del polen compatible. Las
proteinas PCP-Al y SLR1-BP son conocidas
por unirse a las proteinas estigmaticas SLG y
SLR1 las que son necesarias para la adhesion
del polen. EXO70A1 es requerida para
promover la hidratacién del polen y
crecimiento del tubo polinico y puede
funcionar como parte del complejo
exocitico, liberando vesiculas secretoras a la
membrana plasmatica para liberar factores
esenciales para el grano de polen. Como
resultado, ocurre la fecundacidon por el
polen compatible. Adaptado de Samuel y
col., 2008.

Figura 11: Modelo de respuesta celular del
grano de polen autoincompatible. Cuando
el polen propio se deposita sobre el estigma,
el ligando del polen, SP11/SCR, se une al
receptor quinasa del locus S (SRK). Esta
activa un patroén de sefializacidn en la papila
estigmatica para el rechazo del polen. Las
proteinas de sefializacién corriente abajo en
esta via incluyen la proteina quinasa del
locus M (MLPK) y la ligasa de ubiquitina E3:
ARC1. Cuando se activa ARC1, se inhibe
EXO70A1 (un factor necesario para la
hidratacién del polen y su posterior
crecimiento). Como resultado se previene la
fecundacion (y endogamia) del polen propio.

Vacuola Central Papia ‘ Adaptado de Samuel y col., 2008.

En multiples linajes de plantas con flores, como consecuencia de la autoesterilidad,
han seguido el camino evolutivo que va desde la polinizacidn cruzada obligatoria, a la
autofecundacién. Probablemente este es el camino evolutivo mas comun en los
géneros de las plantas con flores. La transicion de la autoesterilidad a la

autofecundidad es acompafada por una serie de cambios estructurales y funcionales
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bien documentados en la organizacion floral (Levin y col., 1995). Adicionalmente, se ha
reportado un mecanismo conocido como S| transitoria o parcial, fenémeno conocido
como pseudo-autocompatibilidad (PSC) en el que las flores pierden su respuesta Sl con
el tiempo, lo que permite la autofecundacion cuando han disminuido las
oportunidades para la polinizacién cruzada (Levin, 1996; Good-Avila y Stephenson

2002; Vallejo-Marin y Uyenoyama 2004; Igic y col., 2008).

A pesar de existir una componente genética para la pseudo-autofecundacion, los
grados de ocurrencia pueden ser influenciados por el ambiente externo y el estado
fisiolégico de la planta. La PSC a menudo responde positivamente al aumento de
temperatura y a la reduccidon de la intensidad de luz (Levin, 1995). En lineas
transgénicas de A. thaliana, Liu y col. (2007) mostraron que la PSC es influenciada por
AtPUBS, un gen ligado al locus S, que codifica para una proteina AtARM con dominio

U-box que regula los niveles de trascriptos de SRK.

Proteinas ARM durante la interaccion polen-estigma en Brassica

La proteina BnARC1 es una de las pocas proteinas ARM con dominio U-box a partir de
la cual se ha determinado una funcién concreta. Funcionalmente, BnARC1 es una ligasa
de ubiquitina E3, que en la via de transduccién de la sefial actla posteriormente al
receptor quinasa SRK, promoviendo la ubiquitinacidon y degradaciéon de proteinas
durante el rechazo del polen autoincompatible en Brassica sp. (Mudgil y col., 2004).
Como consecuencia de la fosforilacién de BnARC1, pueden producirse dos situaciones
dependiendo de la clase de SI: que el grano de polen no pueda germinar por falta de
hidratacion, o que pueda hidratarse y germinar, pero en estadios posteriores se inhiba

el crecimiento del tubo polinico (Brugiére y col., 2000).

La via de transduccion de sefiales que se desencadenan luego de la interaccion polen-
estigma, es similar a la que se lleva a cabo en las células animales, en las que la union
de ligandos produce la fosforilacion del dominio quinasa de un receptor, llevando al
reclutamiento de moléculas efectoras que participan posteriormente en la
transduccion de la sefial. En especies autoincompatibles de Brassica es probable que
SRK sea fosforilado después de la unién a SCR y que ésta fosforilacion esté

fuertemente regulada, ya que el efecto de la activacidén inespecifica de esta via de
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sefializacion resultaria en la obtencion de plantas estériles. Claramente esta
fosforilacidon debe estar finamente controlada en los estigmas, para evitar el rechazo
espontaneo del grano de polen y es probable que en este proceso estén involucrados

multiples mecanismos de regulacion (Kemp y Doughty, 2003).

La proteina BnARC1 se expresa especificamente en el estigma y fue identificada como
una proteina de unién especifica al dominio quinasa de los receptores SRK de especies
de Brassica. Estas serina/treonina quinasas, por lo tanto, son requeridas para la
respuesta de la SI que previene la autopolinizacion en las plantas. La unién de BnARC1
a SRKs in vitro, es dependiente de fosforilacién y BnARC1 también es fosforilada por
SRK. Este pareceria ser el primer paso de la cascada de transduccién de sefiales dentro
de las células del estigma. La inhibicién de la expresién de BnARCl a través de
construcciones antisentido produce una pérdida parcial de la SI, sugiriendo un rol
como regulador positivo de dicha respuesta (Stone y col., 2003). BnARC1 podria ser
direccionada al nucleo, ya que contiene tanto secuencias de localizacién nuclear que le
permitirian interaccionar y modificar diferentes proteinas nucleares, como sefiales de
exportacion nuclear que le permiten principalmente localizarse en el citosol para
actuar junto con el proteosoma (Coates, 2003). Aunque estos procesos deben
estudiarse mas exhaustivamente, hay evidencias que sugieren que esta cascada
finaliza regulando la actividad de acuaporinas en las células del estigma, limitando la
disponibilidad de agua para la rehidratacion del grano de polen incompatible (Wheeler

y col., 2001).

Ubiquitinacion durante la polinizacion

Las plantas han desarrollado complejas redes de sefializaciéon, como adaptacion a su
condicidon sésil, uno de los mecanismos de regulacién de éstas se basa en la
ubiquitinaciéon de proteinas. BnARC1, ademas de las repeticiones armadillo
involucradas en las interacciones proteina-proteina, también posee un dominio U-box
(Stone y col.,, 2003). Como se describié previamente, estos dominios funcionan
confiriendo propiedades de ubiquitinacidon a proteinas encargadas de marcar a otras
proteinas blanco para su posterior degradacién via el sistema ubiquitina-proteosoma
(Ubiquitin/Proteasome System: UPS). Se ha postulado, que es posible que BnARC1

marque proteinas especificas para la degradacién, a través de su dominio U-box (Gu y
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col., 1998; Stone y col., 1999; Stone y col., 2003; Mudgil y col., 2004). Los estudios in
vitro, demuestran que esta molécula funciona como una ligasa de ubiquitina E3,
pudiendo interaccionar tanto con la maquinaria de ubiquitinacién, como con las
proteinas blanco. Esta actividad como ligasa de ubquitina E3 requiere el dominio U-
box. En células de tabaco cotransformadas con BnARC1l y SRK se ha observado
colocalizacién de BnARC1 con el proteosoma. En el pistilo de especies de Brassica,
polinizadas con granos de polen autoincompatibes se verifican incrementos en los
niveles de proteinas ubiquitinizadas, comparados con controles polinizados
compatibles y no polinizados. Este incremento no se observa en las plantas que

expresan el antisentido para BnARC1 (Stone y col., 2003).

La funcidn biolégica propuesta para ARC1 durante la respuesta autoincompatible en
Arabidopsis se muestra en la figura 12. ARC1 fue identificado en el genoma de
Arabidopsis lyrata y se encuentra delecionado en los ecotipos Col-0 y C24 de A.
thaliana (Kitashiba y col., 2011; Indriolo y col, 2012). ARC1 se expresa en estigmas de
A. lyrata, pero también se expresa en menores niveles en otros tejidos (Indriolo y col.,
2012). Teniendo en cuenta que algunos ecotipos como Wei-1 y Old-1 contienen el gen
que codifica para el receptor SRK funcional (Tsuchimatsu y col., 2010), se investigo si
ARC1 estaba presente en cualquiera de ellos. De los 357 diferentes ecotipos de A.
thaliana evaluados, todos llevan la misma delecion que resulta en un gen BnARC1 no-
funcional. Estos hallazgos han permitido postular que la delecién de BnARCI1
probablemente debid ocurrir antes que se diesen las diferentes mutaciones que
inactivan SP11, SRK y SCR (Indriolo y col., 2012). Un andlisis adicional sobre genomas
secuenciados de otras especies de Brassicaceae autocompatibles revelé que en estas
especies se observa que ARCI no es funcional debido a grandes deleciones o a
multiples mutaciones mas pequefas (Indriolo y col.,, 2012) mientras que, en las
especies autoincompatibles el gen ARC1 se encuentra intacto. En A. lyrata, ARC1
resulta necesaria para el rechazo total de polen autoincompatible, apoyando la idea
sobre la conservacion del rol de ARC1 corriente abajo de SRK en especies de Brassica y
Arabidopsis (Indriolo y col., 2012). Se ha probado que la expresién en las papilas
estigmaticas de la proteina EXO70A1 es clave para la aceptacion del grano de polen

compatible, convirtiéndola en un excelente blanco de ARC1 en la via de la
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autoincompatibilidad (Samuel y col., 2009). Si la actividad de EXO70A1 se inhibe a
través de la ubiquitinacion por ARC1, entonces la actividad secretora requerida en la
papila para la aceptacién del grano de polen se bloquea interrumpiendo el contacto

polen-estigma (Figura 12).

Pol
sropio Figura 12: Modelo para la autoincompatibilidad
SCR/SP11

en Arabidopsis. Luego del contacto entre el
polen con la papila estigmatica, ésta determina
si el mismo es propio o no propio. Para un grano
de polen propio, el ligando SCR/SP11 se une a
SRK y éste luego es fosforilado. ARC1 interactia
con el dominio citoplasmatico quinasa
fosforilado de SRK y se torna fosforilado y
activado. ARC1 recluta, como su proteina blanco
para la ubiquitinacién, a EXO70A1 que se localiza
en la membrana plasmatica para ser liberada
por exocitosis. ARC1, con la cooperacién de las
enzimas E1 (de activacién) y E2 (de conjugacion)
ubiquitina a EXO70Al. La naturaleza de esta

EXO70A1 HEN EX070A1 e : :
ubiquitinacion es desconocida, pudiendo ser
relocalizacion degradacion tanto una monoubiquitinacidn que resulta en la
relocalizacién, como poliubiquitinacién que lleva
a la degradacion de EXO70A1 por el proteosoma
i 26S. Ambas vias, que conducen a la inhibicién de
‘ L EXO70A1, parecen activar una respuesta
e:i’g‘:::m . y_ ) autofagica que lleva a la degradacién de las
,” pid s vesiculas secretoras. Existe asimismo otro factor
y Autofsgia s (no conocido) que funciona corriente abajo de

secretoras han sido removidas, el grano del

'/ @ @ \ SRK en esta via. Una vez que las vesiculas
I

\ - . . ; .,
\ /’ polen propio no recibe la fuente de hidratacién
M i necesaria para la germinacién y como resultado
SN ee=-" sera rechazado. Adaptado de Indriolo y Goring,
2014.

PROTEINAS ARM EN EUCARIOTAS

Los genes de las proteinas ARM se encuentran en los genomas de todos los
organismos eucariotas. El analisis gendmico de 52 de ellos revela que las repeticiones
armadillo a menudo se asocian con una multiplicidad de dominios diferentes y algunos
de estos arreglos, son Unicos en plantas o animales. Las proteinas ARM se caracterizan
por mediar diferentes procesos celulares, incluyendo la transduccion de sefiales, la
regulacién de la organizacién del citoesqueleto, la importacién nuclear, la regulacién
transcripcional y la ubiquitinacién. Las proteinas ARM mads conocidas incluyen a las a-

importinas (que se encuentran en todos los eucariotas), B-catenina, plakoglobina y
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proteina adenomatous polyposis coli (APC) (en metazoos); la proteina vacuolar de

levadura 8 (VAC8P); y las proteinas U-box-ARM de plantas (Coates, 2003; Samuel y col.,

2006). En la figura 13 se esquematiza la comparacion funcional de proteinas ARM de

plantas y animales.

A Complejo de Adhesion B Complejo de Destruccion C Complejo Transcripcional
W
- 0 )
o
ﬁ .
" APC
@
u : (e {11111 1]]w]
.g P-Latening  Sam o0 Asie B—Catenina
APC ' n‘l..\ =
Proteowene !
@ l Tor 182 r—;
- [ THTTTT T Do
"~ " sl
’ —
] us Traos rpcon
x a = L LT [T Yemror WEEEA
1
nl 6. — ARIA anF2 Aaa
LR (vwesa | cc PI]]  BER | oo JEPLG]
[ ARK 1/ MEH 2 ARM / U-box
=
l l q_ “".
Estrda Bidten o
Croceniento . . A l.".- p—
Voemanal ARASIDULO 1/2
i

Figura 13: Comparacion funcional de proteinas ARM en plantas y animales. (A): Complejo de
Adhesidn. En células animales, B-catenina se une a la cola citoplasmatica de cadherina, facilitando su
enlace con a-catenina. Ademas, B-catenina junto con APC interactian con complejos de
microtibulos. En plantas ARK1/MRH2 interactia con la proteina quinasa Nek6 mediando la
morfogénesis de las células epidérmicas de la raiz. CC representan dominios coiled-coil. (B) Complejo
Destruccion: B-catenina estd destinada a la degradacién proteosomal por un GSK3, APC, CKI, y el
complejo Axina en el citoplasma. De forma similar en plantas, proteinas ARM/U-box, en respuesta a
diversos estimulos, marcan proteinas para degradacién proteasomal. (C) Complejo transcripcional: las
sefiales de Wnt inhiben al complejo de destruccidn, libera a B-catenina y ésta entra en el nucleo
donde se enlaza con los reguladores transcripcionales para activar la transcripcién de genes diana. En
las plantas, ARIA una proteina ARM con dominio BTB/POZ que une a factores de transcripcién ABF2 y
Nek6, estimula la transcripcién de genes de respuesta a ABA. Ademas, ARABIDILLO1/2 interactta con
ASK2/11 a través de su dominio F-box para mediar la degradacion de posibles reguladores positivos
de sefializacién por GA para promover la transcripcion de genes relacionados al desarrollo lateral de
la raiz. Adaptado de Sharmay col., 2014.

Las proteinas de la familia ARM han sido identificadas con multiples dominios

funcionales en mds de una especie. Los estudios de los genomas completos de varias

plantas muestran la existencia de un gran nimero de homdlogos de ARMADILLO en
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Physcomitrella patenas, Arabidopsis y Oryza sativa (Mudgil y col., 2004; Sharma vy col.,
2014).

Una de las hipdtesis mas aceptadas es que la familia de proteinas ARM, siendo
evolutivamente conservada, desemperie funciones similares en todos los organismos.
Sin embargo, la existencia de familias ARM multigenicas con varias subfamilias en
diferentes especies sugieren nuevas funciones especificas de estas proteinas en las
plantas. Varios estudios recientes han revelado la funcion de numerosas proteinas
ARM en Arabidopsis y arroz. Ademads de su papel analogo en la regulacién de la
expresidon génica y el desarrollo de procesos, varias proteinas fueron caracterizadas,

principalmente, en respuesta a estrés (Sharma vy col., 2014).
Proteinas ARM en plantas

Como en otros organismos eucariotas, pueden predecirse una variedad de proteinas
ARM en los genomas de plantas. Utilizando herramientas bioinformaticas para el
andlisis de los genomas secuenciados de A. thaliana (dicotiledénea), Oryza sativa
japonica  (monocotiledénea) y Chlamydomonas reinhardtii  (Chlorophyceae,
Volvocales), se ha podido determinar que las proteinas ARM exhiben un alto grado de
conservacion evolutiva aun en especies filogenéticamente tan distantes como las
mencionados. Sin embargo, estas proteinas presentan algunas organizaciones de

dominios que son Unicos para organismos multicelulares como Arabidopsis y arroz.

Aun cuando esta familia de proteinas ha mostrado ser importante, las funciones
generalmente son poco conocidas y sélo unas pocas ARM de plantas han sido bien
caracterizadas. Estos incluyen ARC1 de Brassica (Gu y col., 1998), PHOR1 de papa
(Amador y col., 2001), NtPUB4 de tabaco (Kim y col., 2003), SPL11 de arroz (Zengy col.,
2004), y UPL3/Kaktus, ARIA, e IMPa3/MQOS6 de Arabidopsis (Downes y col, 2003; El
Refy y col., 2003; Kim y col., 2004a; Palma y col., 2005). De dichos estudios se concluye
gue las funciones reguladas por la familia de proteinas ARM, comprenden una amplia

gama de procesos bioldgicos (Samuel y col., 2006).

Sélo en Arabidopsis se han reportado mds de un centenar de proteinas ARM, un
subconjunto de las cuales ya han sido caracterizadas (Figura 14). Los estudios

previamente detallados en la A. thaliana, O. sativa, N. tabacum y B. napus han
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ayudado a clasificar las proteinas ARM en varios subgrupos especificos diferentes,
sobre la base de otros grupos funcionales presentes junto con el dominio ARM. Tanto
en arroz como en A. thaliana, el mayor grupo de proteinas con un motivo ligasa de
ubiquitina E3 denominadas plant U-box (PUB) contienen diferentes ARMs en el
extremo C-terminal, motivos que, como ya se ha indicado, estdn implicados en las
interacciones proteina-proteina (Wang y col., 2015). Esto permite dirigir a una proteina
para su degradacién, funcionando como componentes del sistema UPS, un mecanismo
bien conservado en la filogenia eucaridtica. Aunque se ha llevado a cabo una
considerable cantidad de trabajo para la caracterizacidn de las proteinas de ARM en las
plantas, las funciones de la mayoria de los miembros de esta familia aun no han sido

dilucidadas (Zeng y col., 2008; Yee y Goring, 2009).
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Figura 14: Proteinas ARM en A. thaliana. Genes putativos que codifican para proteinas con ARM
en tdndem recopiladas del genoma de Arabidopsis. Las proteinas ARM pueden subdividirse en
base a su homologia (entre si y con las proteinas de otros organismos). Fondo azul claro: predice
proteinas similares a PHOR1/ARC1 que contienen U-box-; fondo naranja: familia de la importina-
alfa; fondo amarillo: las proteinas con un dominio kinesina; fondo azul oscuro: proteinas ARM con
similitud a catenina beta; fondo gris: proteinas que contienen un motivo adicional ademas del
ARM (dominio hect (Pfam PF00632), BTB/POZ (PF00651), serina / treonina quinasa (PF00069), bZIP
(PF00170), repeticidn rica en leucina (LRR) (PFO0560) y fosfolipasa tipo patatina (PF01734)); fondo
malva: proteinas con cerca de 20 ARM (dos de las cuales también tienen un dominio C2 C-
terminal); fondo verde claro: proteinas ARM, pero no hay otros motivos de proteinas reconocibles.
En las diferentes categorias de proteinas, las cajas verdes indican ARM y las otras cajas de colores
representan dominios adicionales. Adaptado de Coates, 2003.
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Factores que Modifican la Expresion Génica de Proteinas ARM

Estrés salino

Las plantas, como se ha descripto previamente, han desarrollado una enorme
capacidad para llevar a cabo su programa de desarrollo predeterminado
genéticamente, a pesar de las condiciones cambiantes del ambiente. En consecuencia,
son capaces de hacer frente a las condiciones ambientales, como los cambios en la
salinidad (Kilian y col., 2007). Una de las posibles condiciones de crecimiento es el
tratamiento frente a diferentes concentraciones de cloruro de sodio (NaCl), lo que
aumenta la expresién de muchos genes para PUB-ARMs. Por ejemplo se han
caracterizado genes (ej.: PUB BG55 de Bruguiera gymnorrhiza, LjTDF-5 de Lotus
japonicus) de plantas crecidas bajo condiciones de alta salinidad en las que se observa
gue exhiben, en respuesta a dicho estrés, un aumento de los niveles de expresidn de
los genes para proteinas ARM (Banzai y col., 2002; Bauer y col., 2007; Yee y col., 2009;
Kojima y col., 2013).

Fitohormonas

Las diferentes hormonas de las plantas

afectan procesos superpuestos, de manera
tal que la accion de las mismas, depende de
combinaciones especificas de diferentes
hormonas, mas que de la actividad
independiente de cada una. En las ultimas

dos décadas, se han identificado numerosos

componentes de las vias de transduccién de

sefiales de varias hormonas vegetales,  Figura 15: Efecto de algunas hormonas
vegetales en el ciclo de vida de la planta.

llevando a la dilucidacién de la sefializacion GA: giberelinas, ABA: acido abscisico, CK:
citoquininas, AUX: auxinas. Adaptado de
parcial o total de dichas cascadas. Estos Weiss y Ori 2007.

hallazgos han proporcionado las herramientas para empezar a abordar los mecanismos
de las vias de transduccién. Dicha comunicacién cruzada implica diversos mecanismos
gue actlan en la respuesta hormonal asi como también a nivel de biosintesis, creando

una compleja red de respuestas. La figura 15 ilustra sobre como las giberelinas (GA)
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interactuan con otras hormonas vegetales, el acido abscisico (ABA), auxina, etileno, y

citoquinina (Weiss y Ori 2007).

Acido abscisico

El ABA ha demostrado ser un importante regulador del crecimiento de las plantas y
responde al estrés abidtico y bidtico alterando diferentes respuestas transcripcionales
(Giraudat, 1995; Chinnusamy y col., 2004; Gubler y col., 2005; Mauch-Mani y Mauch,
2005; Kimy col., 2012). El ABF2 es un factor de transcripcion implicado en la mediacién
de la regulacién de los genes de respuesta al tratamiento con ABA (Rushton y col.,
1995; Kim y col., 2004b; Fujita y col., 2009). En ensayos de doble hibrido en levaduras
para las proteinas que interactian con ABF2, la proteina ARIA fue una de las dos
proteinas aisladas. ARIA posee nueve ARM con un dominio BTB C-terminal (Kim y col.,
2004a). El dominio BTB es un dominio de interaccién proteina-proteina asociada con
ligasas de ubiquitina E3 (Pintard y col., 2004). Estudios in vitro confirmaron que ARIA,
ya sea a través de los dominios ARM o BTB, es capaz de unirse a ABF2. Tanto ABF2
como ARIA exhiben incrementos en su expresion génica luego del tratamiento salino o
con ABA y ambas proteinas se localizan en el nucleo, aunque ARIA también puede
observarse en la membrana plasmatica (Kim y col.,, 2004a). Plantas transgénicas de
Arabidopsis que sobreexpresan ARIA exhibieron caracteristicas muy similares a las
plantas de tipo salvaje en condiciones normales de crecimiento, aunque incrementan
su sensibilidad a ABA durante la germinacién. Estas mismas lineas también resultaron
mas sensibles al estrés osmoético, al de glucosa y al estrés salino durante la
germinacién. A pesar de que en presencia de NaCl exhibieron reduccion en la tasa de
germinacién, mostraron una mayor tasa de supervivencia cuando se cultivaron en
medios salinos (Kim y col., 2004a). En aria, una mutante nula causada por una
insercion de T-ADN, se verificd un adelanto de la fase de germinacién y una tasa
ligeramente mas alta, que las plantas de tipo salvaje (Kim y col., 2004a). Esto sugiere
gue ARIA es un regulador negativo de la germinacidon de semillas y del desarrollo
temprano de la plantula. En contraste con las lineas que sobreexpresan ARIA, las
mutantes aria resultaron menos sensibles a ABA durante la germinacion y elongacion
de las raices primarias. Adicionalmente, las plantulas mutantes también resultaron

insensibles a glucosa, mientras que el manitol no ejercié efectos significativos (Kim y
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col., 2004a). Estos datos soportan la hipdtesis sobre el rol de ARIA en respuestas al
estrés abidtico y a ABA, posiblemente a través de interacciones con el factor de
transcripcién ABF2. Queda aun por determinar si ARIA funciona como un coregulador

de ABF2 o es parte del complejo ligasa de ubiquitina E3 para regular ABF2.

Es importante destacar que ABA actia mediando muchas de las respuestas fisioldgicas
al estrés ambiental, como la sequia, el frio y la salinidad (Shinozaki y col., 2002).
Diferentes experimentos han demostrado que el estrés abidtico también activa los
procesos ABA subyacentes (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Finkelstein y col.,
2002; Zhu, 2002). Un gran numero de genes, que especificamente responden al estrés
abidtico, son también inducibles directamente por tratamiento con ABA (Seki y col.,
2002), proporcionando evidencia directa que dicha fitohormona debe participar en los

procesos que responden a estos estreses ambientales (Zhang y col., 2005).

Giberelinas

Las giberelinas (GAs) son hormonas vegetales que controlan muchos procesos del
desarrollo que incluyen la germinacién de semillas y el desarrollo y diferenciacién de
los frutos (Olszewski y col., 2002; Peng y Harberd, 2002; Thomas y Sun, 2004). Las GAs
estimulan las etapas criticas en el crecimiento y el desarrollo de la planta mediante la
activacion de la destruccién de reguladores negativos, como las proteinas DELLA. Las
GAs estimulan también la elongacidn del tallo, la transicidn a la floracién y el desarrollo
de la flor en la mayoria de las especies de plantas. Los genes de la familia DELLA actian
como represores de estas respuestas a GAs, causando la destruccién de proteinas
DELLA a través de la via UPS en diversas especies, incluyendo el arroz, la cebada y

Arabidopsis (Gubler y col., 2002; McGinnis y col., 2003; Sasaki y col., 2003).
Proteinas DELLA

Las proteinas DELLA son una subfamilia de los factores de transcripcion putativos GRAS
(GAI, RGA, y SCARECROW) cuyo nombre deriva de la secuencia conservada de
aminodcidos D-E-L-L-A en el dominio N-terminal (Peng y col., 1999; Pysh y col., 1999).
Dicho extremo contiene el dominio DELLA conservado, requerido para la regulacién
negativa que evita la acumulacion de proteinas por accién de GA. El extremo C-

terminal contiene el dominio funcional GRAS. En Arabidopsis pueden identificarse
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cinco proteinas DELLA: RGA (Represor de GA1-3), GAIl (GA-Insensitive), RGL1, RGL2 y
RGL3 (RGA-like 1-3), (Thomas y col., 2005). Estas cinco proteinas comparten una alta
homologia y elevado grado de conservacion de secuencias en tres regiones: la
secuencia del dominio DELLA, la sefal de localizacién nuclear y los dominios

funcionales.

La pérdida de funcién por mutaciones en los genes DELLA, resultan en una disminucién
de los requerimientos de GA, mientras que las mutaciones en el dominio regulador
DELLA resultan en la sefalizacién constitutiva por GA (Thomas y col., 2005). Aunque las
funciones de los cinco genes DELLA se superponen parcialmente, algunas de las

proteinas DELLA poseen roles predominantemente particulares en respuesta a GA.

Si bien las proteinas DELLA reprimen respuestas a GA en diversas etapas del desarrollo
de las plantas, RGA, RGL2 y GAIl desaparecen rapidamente tras la aplicaciéon de GA (Dill
y col., 2004; Fu y col., 2004; Tyler y col., 2004). Esta degradacién desencadenada por
GA alivia la "represidon del crecimiento" por las proteinas DELLA. Asi, GA parece

apuntar a las proteinas DELLA para su destruccidn por ubiquitinacién.

El vinculo entre el UPS vy las vias de sefalizacién, es la ligasa de ubiquitina E3, que
reconoce y actla ubiquitinando una proteina diana especifica. Ejemplos de ligasas de
ubiquitina E3 incluyen los dominios HECT, RING y U-box (que serdn descriptos
posteriormente), el Complejo Promotor de la Anafase y SCF (Skp1, cullina, F-box). Los
complejos SCF han demostrado ser importantes reguladores de proteinas DELLA en
Arabidopsis y en arroz (McGinnis y col., 2003; Sasaki y col., 2003). Los complejos SCF se
componen de cuatro subunidades-Skp1, cullina, RING-finger protein y la proteina F-box
(Figura 16, Zheng y col., 2002). La proteina F-box se une a una proteina diana
especifica, a través de un dominio de interaccién proteina-proteina, en el extremo C-
terminal. La proteina F-box se une a Skpl a través de un dominio F-box N-terminal
conservado. Skpl une la F-box al N-terminal de cullina, la cual une a la proteina RING-
finger que a su vez se une a una enzima de conjugacién E2. La funcién de E3 es
catalizar la transferencia de ubiquitina a la proteina diana, tal como una proteina
DELLA. Hay 698 posibles proteinas F-box en el genoma de Arabidopsis (Gagne y col.,
2002).
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Figura 16: Estructura del complejo ligasa de

/ﬁ\ . P
N CUL A ubiquitina E3-SCF basado en la estructura
‘\WQ‘* m cristalina SCF*"*. La proteina DELLA es el
5\‘Q blanco para la degradacién. La proteina SLY1

> Motivo F-box \ @ F-box se une DELLA través de su dominio C-
(ub) (/ terminal e interactia con Skpl a través del

: motivo F-box N-terminal. Culina 1 (CUL) une la
DELLA Skpl y las proteinas RING-finger: RBX1. RBX1

- une a la enzima de conjugacién de ubiquitina
@ E2, fuente de ubiquitina (Ub). La Ub se une E1
@@@ a través de un enlace tioéster. El resto de Ub

I, e se transfiere a la E2, que se une a la SCF E3,
POIIUbquItmaCIon catalizando la transferencia de Ub de E2 al

sustrato DELLA. Adaptado de Zheng y col.,,
2002.

SY1E3 es un importante regulador de las proteinas

Aunque la ligasa de ubiquitina SCF
DELLA, es posible que éstas también sean blanco de destruccién por otras ligasas de
ubiquitina E3 incluyendo, SCF*® y la U-box PHOR1. SNE (SNEEZY) es un homdlogo de
SLY1 en Arabidopsis (Fu y col., 2004; Strader y col.,, 2004). PHOR1 (proteina de
respuesta al fotoperiodo 1, Photoperiod-Responsive protein 1) es una ligasa de
ubiquitina E3 putativa que se identificd como un transcripto cuya abundancia es mayor
en plantas de papa de dias cortos, en comparacidon con las plantas crecidas en dias
cortos, con un descanso nocturno. Los niveles de expresién de PHOR1 también son
regulados durante el dia en el tejido foliar (Amador y col., 2001). Se postula que la
proteina PHOR1 contiene siete ARM en el extremo C-terminal y un dominio U-box en
la region N-terminal (Amador y col.,, 2001; Monte y col., 2003). La presencia del
dominio U-box sugiere, que PHOR1 podria actuar como una ligasa de ubiquitina E3
(Hatakeyama y Nakayama, 2003). Los estudios de Amador y col., demostraron que la
proteina PHOR1 es sensible al tratamiento con GA, hormona que induce rapidamente
la acumulacién de PHOR1, proveniente del citosol, en el ntcleo (Amador y col., 2001).
Asi, la proteina PHOR1 estd involucrada en la respuesta a GA y podria funcionar como
una ligasa de ubiquitina E3, actuando en la regulacion de proteinas DELLA por

ubiquitinacion (Monte y col., 2003).

Via de senalizacion por GA

En la figura 17 se resume el modelo actualmente mds aceptado, de la via de
sefializacion por GA basado en datos recientes obtenidos en monocotiledéneas y

dicotiledéneas. En ausencia de GA, las proteinas DELLA regulan negativamente las
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respuestas por GA. En presencia de GA, la hormona se une al receptor GID1 (del inglés
Gibberellin-Insensitive Dwarf). El complejo GID1-GA a su vez se puede unir a la proteina
DELLA (probablemente en el nucleo) y esta interaccién desencadena la ubiquitinacidn

de DELLA por el SCF y su posterior degradacion por el proteosoma 268.

Frio, estrés salino, sequia Figura 17: Via de sefalizacién por
: GA. La atenuacion de la
concentracién de GA permite la

Respuestas al| estabilizacion de los supresores de

DELLA —l crecnmlento crecimientc? DELLA, que de otro
modo serian degradados por el

proteasoma 26S a través de Ila

' l interaccién con el receptor GA, GID1,
y SCF una ligasa de ubiquitina E3. Las

DELLA puntas de flecha denotan un efecto

GID1 GA positivo, mientras que la barra en T

GID1 indica una relacién  negativa

SCF Degradacién de (inhibitoria)'. L'as flechas de puntos

proteinas DELLA Yerdes .,lndlcan puntos d'e

intervencion de los factores de estrés

Q@ 26S ambiental. Ub: ubiquitina. Adaptado
CHDELLA proteasome de Colebrook vy col., 2014.

La via de sefializacién por GA estd muy conservada en el reino vegetal. Como se
describié previamente, el primer paso en la sefializaciéon por GA es su percepcidén por
un receptor. En el arroz, se ha identificado el receptor de GA: GID1 (Ueguchi-Tanaka y
col., 2005). Aunque GID1 codifica una proteina soluble, homologa a la lipasa sensible a
hormonas de mamiferos (HPL), no parece funcionar como tal. La proteina GID1 se
localiza principalmente en el nucleo, aunque también puede ser detectada en el
citoplasma. Hay tres homoélogos GID1 en Arabidopsis (AtGID1A, AtGID1B y AtGID1C)
gue pueden funcionar como receptores de GA (Nakajima y col., 2006). GID1 tiene una
alta afinidad por GA bioactivos: GA3, GA4y GA;. Una vez que GID1 une un GA bioactivo,
su interaccion con DELLA se vuelve mas fuerte y estable. De alguna manera, esta
interaccion parece desencadenar la ubiquitinaciéon y degradacién de DELLA a través

SCFe®S 'y |a via del UPS. El mecanismo exacto por el cual GA estimula la

GID2/SLY1

ubiquitinacién de la proteina DELLA por SCF aun no se ha clarificado. Aunque

los modelos anteriores sugieren que se requiere la fosforilacién de la proteina DELLA

GID2/SLY1

para su reconocimiento por SCF (Fu y col., 2004; Gomi y col., 2004), los datos
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NUCLEO

PROTEOSOMA 265

Figura 18: Modelo para la accion de GA a través de la
degradacion de proteinas DELLA. En ausencia de GA, la accién
por GA es reprimida por proteinas DELLA. Cuando GA esta
presente, el receptor se une GID1. EI complejo GID1-GA
interactia con los motivos DELLA y TVHYNP de la proteina
DELLA, lo que resulta en el reconocimiento de proteinas DELLA
por el complejo SCFePst (que consta de Skpl, Cullin, la
proteina F-box, y Rbx1). Después de que las proteinas DELLA se

mas recientes sugieren que este no es el caso (Figura 18) (Hussain y col., 2005; Itoh y

col.,, 2005; Hirano y col.,
2008).

Las plantas parecen haber
desarrollado una buena
estrategia de control de las
funciones proteicas basada
en su inactivacion por
destruccion.  (Smalle vy
Vierstra, 2004). El uso del
sistema UPS para controlar
la sefalizacion de GA se

conserva en especies que

poliubiquitinan por el complejo SCFG'DZ/SM, se degradan a través
de la via del proteosoma 26S, y como consecuencia se activa la van
accién por GA. Esta reaccidn consecutiva se prevé que se
produzca en el nucleo. Abreviatura: Ub: ubiquitina. Adaptado
de Hiranoy col., 2008.

desde las
monocotiledéneas (como
el arroz y la cebada) hasta

las dicotiledéneas (como Arabidopsis).
Ligasas de Ubiquitina E3 de plantas

En las plantas, la integracién de las sefales internas con los estimulos ambientales
externos en una rapida respuesta celular (del orden de minutos) se basa en una red de
regulacién importante que implica la via del UPS (Hua y Vierstra, 2011). Esta via se
encuentra altamente conservada entre los eucariotas y consiste en actividades
concertadas de una enzima ubiquitina E1, que permite la unién covalente de
ubiquitina dependiente de ATP; una enzima conjugante de ubiquitina E2, que recibe la
ubiquitina de la E1 y fisicamente se ensambla con una ligasa de ubiquitina E3. Esta
ultima a la vez, se une a la/s proteina/s sustrato y facilita la transferencia de la
ubiquitina a su blanco. Este mecanismo puede resultar tanto en la mono- como la
poliubiquitinacidn del sustrato (Katzmann y col., 2004; Carter y col., 2005; Chastagner
y col., 2006; Pavri y col.,, 2006; Schulman, 2011). La poliubiquitinacién lleva a la
degradacion proteolitica de sustratos por el proteosoma 26S (Hellmann y Estelle, 2002)

(Figura 19), mientras que la monoubiquitinacidn conduce a la translocacién de las
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proteinas en la célula, lo que puede resultar posteriormente en su degradacién
lisosomal (Tanaka y col., 2008; lkeda y Dikic, 2008; Cai y col., 2012). Las plantas
generalmente codifican sélo para una o dos proteinas E1, que se expresan y son
activas en la mayoria de los tejidos (Callis y col., 1995). El nUmero de proteinas E2 es
significativamente mayor, por ejemplo, en Arabidopsis existen 36 isoformas que son
agrupadas en 12 grupos. Asi, estas enzimas conjugantes proveerian la especificidad

con respecto a la expresion tisular, a las

. ATP AMP+PP|
etapas de desarrollo y al ensamblaje con

las ligasas de ubiquitina E3 (Callis y

Vierstra, 2000). Sin embargo, la mayor

diversidad se encuentra en las E3, que se PR Tes
E2 \_/‘ E2
estima que en las plantas, superan los @
1000 tipos. Esta diversidad en la via de C
E2 P
sefializacion y su rapida velocidad de /ELONGACION \

\DE LACADENA !

accién, es tipica de un adecuado

mecanismo de regulacion que permite a

k
las plantas responder a los cambios del e
entorno permitiendo una sincronizacion
3 DEFGRADACION
i MODIFICACION
de pasos precisa para su desarrollo y su paiar Q
crecimiento (Hotton y Callis, 2008; Hua y T
PROTEOSOMA 265|

Vierstra, 2011). Actualmente, el

mecanismo basico de ubiquitinacién es w

bien comprendido y los principales

Figura 19: El patron de Ubiquitinacion.
aspectos sobre los que debe focalizarse ubiquitina es activada por la enzima E1y Iuego es

transferida a un residuo de cisteina sobre la enzima
el andlisis son: (1) los factores de E2 formando el intermediario ubiquitina-E2. La

ubiquitina es transferida del este intermediario a
regulacion que disparan el ensamblaje  uyn residuo lisina de una proteina blanco unida a la
E3 (monoubiquitinacion). Puede ocurrir la adicién
de otras moléculas de ubiquitina a la proteina
blanco originalmente monoubiquitinada. Adaptado
de Lyzenga y Stone, 2011.

del sustrato con una ligasa de ubiquitina
E3, (2) el tipo de ubiquitinacién (mono- o
poliubiquitinacién), (3) cudles son las
ligasas de ubiquitina E3 activas en un proceso tisular especifico y durante una ventana
de tiempo dada y (4) cuales son sus impactos en las respuestas celulares (Chen y

Hellmann, 2013).

Pagina 55



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas FBCB-UNL - Lic. Maria Gabriela Acosta

Existen tres clases de ligasas E3: HECT, RING y U-box (Figura 20). En Arabidopsis, las
ligasas E3 con dominios HECT (Homology to E6-Ap C-terminus) se han denominado
UPL17 (Ubiquitin Protein Ligase) y se agrupan en cuatro subfamilias (UPL1/2, UPL3/4,
UPL5 y UPL6/7) (Huibregtse y col., 1995; Downes y col., 2003; Marin, 2013).

El motivo RING fue descrito por primera vez en 1991 por el grupo de Hatakeyama y
col., 2001 como una proteina que llamaron Real Interesting New Gene (Freemont y
col., 1991). Este grupo de E3 es el mas abundante entre las ligasas de ubiquitina
monomeéricas y la tercer mayor familia de genes en Arabidopsis (Kraft y col., 2005;
Stone y col., 2005; Vierstra, 2009). Esta abundancia es una caracteristica propia de las
plantas, sugiriendo una correlacion potencial entre la diversidad de ligasas de
ubiquitina E3 y el ciclo de vida sésil de los vegetales (Vierstra, 2009). En Arabidopsis se

han descripto 477 proteinas RINGs diferentes (Kim y Kim, 2013).

E(ZlD E@ 52@>
S e SEe-

HECT U-box RING

Figura 20: Ligasas de ubiquitina E3 de vegetales. Las ligasas de ubiquitina E3 se clasifican segun
posean un dominio HECT, U-box o RING para la unidn a E2. Las ligasas de ubiquitina E3 con
dominios RING y U-box median la transferencia de ubiquitina desde E2-Ub a la proteina sustrato.
Las ligasas de ubiquitina E3 con dominios HECT forman un intermediario E3-ubiquitina antes de la
transferencia de la misma a la proteina sustrato. Los dominios RING se encuentran en E3s
monomeéricas y multiméricas CRL. Adaptada de Stone, 2014.

Las ligasas U-box E3 han sido muy estudiadas en arroz y Arabidopsis (PUB),
comprenden un grupo dentro de las principales familias de proteinas con 64 y 77
miembros anotados, respectivamente (Azevedo y col., 2001; Wiborg y col., 2008; Zeng
y col., 2008). El numero de PUBs en plantas parece ser significativamente mayor que el
encontrado en Saccharomyces cerevisiae (2 miembros) o humanos (21 miembros)
(Koegl y col., 1999; Hatakeyama y col., 2001; Ohi y col., 2003), indicando que estas
proteinas pueden haberse multiplicado para cumplir un amplio espectro de funciones
en las plantas. El motivo U-box comprende aproximadamente 70 residuos de
aminodcidos y, aunque su organizacién terciaria se asemeja a la del motivo FINGER-

RING, carece de residuos de cisteina e histidina (Ohi y col., 2003).
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En Arabidopsis y en arroz, las ligasas de ubiquitina E3 pueden agruparse en ocho
subfamilias cuyos miembros se encuentran representados en la mayoria de las
especies de plantas. La agrupacién se basa principalmente en sus dominios
secundarios, la mayoria de los cuales representan motivos de interaccién proteina-
proteina clasicos: como, por ejemplo, ARM, HEAT (HUNTINGTON), factor de elongacién
3 (EF3), proteina fosfatasa 2A (PP2A) y la quinasa de levaduras TOR1 (Andrade y Bork,
1995; Hatzfeld, 1999; Zeng y col., 2008). En la ultima década se han logrado
importantes avances en el estudio de la funcién de varias ligasas de ubiquitina E3 de la
subclase ARM. En general, sus actividades, parecerian estar ampliamente relacionadas
con aspectos vinculados a la regulacién de las respuestas de las plantas al estrés

ambiental.
PUBs en Arabidopsis (AtPUBs) y su rol durante el estrés abiotico

En las plantas, se han descripto diferentes funciones para las PUBs incluyendo
sefializacion para defensa y control de la floracién (PUB13 de A. thaliana; Guerra y col.,
2012; Li y col.,, 2012), la nodulacién en Lotus japonicus y Medicago truncatula
(Cerberus y PUB1, respectivamente; Yano y col., 2009; Mbengue y col., 2010), carencia
de fosfato en arroz (OsUPS; Hur y col., 2012), la autoincompatibilidad en B. napus
(ARC1; Stone y col., 2003; Kitashiba y col., 2011) y sefalizacién por GA en la papa
(PHOR1; Amador y col.,, 2001). Sin embargo, en la mayoria de los casos, los
mecanismos precisos de como estas proteinas median diferentes respuestas aldn no
han sido estudiados en profundidad, ni clarificados, por lo que constituyen un area de

investigacidon importante para ser abordada.

En Arabidopsis se ha postulado que las AtPUBs como AtPUB9, 18, 19, y
AtPUB44/SAUL1 participarian en las respuestas a ABA, ya sea a través de sefales de
transduccion, o afectando a su biosintesis (Samuel y col., 2008; Salt y col., 2011; Seo y
col., 2012). Por ejemplo, se ha demostrado que la carencia de AtPUB9 causa un
incremento de la sensibilidad a ABA durante la germinacion de plantulas y los estudios
genéticos permiten establecer que estas proteinas actlan corriente arriba del factor
de transcripcion ABI3 (Samuel y col., 2008). Del mismo modo, mutantes puntuales y
dobles de AtPUB18 y AtPUB19 se comportan como hipersensibles a ABA y se los ha

descripto como factores importantes en la regulacién de la respuesta negativa del ABA
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(Seo y col., 2012). Por el contrario, se ha demostrado que AtPUB44/SAUL1 afectan la
biosintesis de ABA por ubiquitinacién y posterior degradacién por el proteosoma 26S
de la enzima Aldehido Oxidasa 3 del Acido Abscisico (AAO3), (responsable del paso
final de la biosintesis de ABA) (Raab y col., 2009; Bergler y Hoth, 2011; Liu y col., 2011).

Tolerancia al estrés abiotico mediado por ubiquitinacion de proteinas

La identificacién de un numero creciente de ligasas de ubiquitina E3 que regulan las
respuestas a estreses abidticos, ha permitido avanzar en la dilucidacion de los
mecanismos de sefializaciéon frente a condiciones de estrés (Figura 21). Se ha
propuesto que las E3 podrian actuar suprimiendo la via de sefializacidn de estrés, bajo
condiciones de crecimiento favorables, y por el contrario, mediante la eliminacién de
los reguladores negativos de la via de sefializaciéon por estrés, en respuesta a un
estimulo, o por atenuacién de la via de sefializaciéon para permitir un mayor

crecimiento una vez que se revierten las condiciones de estrés (Figura 21).
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Las ligasas de ubiquitina E3 también pueden funcionar por retroalimentacién positiva
mejorando la sefializacion por estrés (Figura 21 y 22). Al presente se conoce muy poco
acerca de cdmo la sefializacidén por estrés abidtico regula la actividad de estas ligasas
de ubiquitina E3. En algunos casos, se ha verificado que la expresion y localizacién
celular de las E3 es regulada por el estrés (Ko y col., 2006; Zhang y col., 2007; Molinier
y col., 2008).

Los blancos de las ligasas de ubiquitina E3 conocidos, incluyen muchos reguladores
transcripcionales. Un ejemplo tipico son las proteinas DELLA de Arabidopsis que, como
se describié previamente, reprimen la respuesta a GA en ausencia de ésta hormona del
crecimiento. Otros objetivos potenciales de ligasas de ubiquitina E3 pueden incluir
enzimas de la biosintesis de la hormona y proteinas efectoras que median la tolerancia
al estrés abiético. El analisis del genoma de Arabidopsis para el UPS permitié identificar
diferentes tipos de estreses relacionados a proteinas (Manzano y col., 2008; Igawa y
col., 2009). De hecho, la mayoria de las proteinas ubiquitinadas, que fueron aisladas en
cada estudio, fueron funcionalmente categorizadas como de respuesta al estrés o
proteinas de estrés abidtico. El hecho de que las plantas focalicen en los sistemas UPS
la respuesta al estrés abidtico no deberia sorprender ya que éste permite una
respuesta rapida y eficiente al estrés, mediante la regulacidon de la biosintesis de la

hormona y la abundancia de proteinas reguladoras (Figura 22).
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Figura 22: Modelo que resume los modos de accién mas comunes para ligasas de
ubiquitina E3 en la regulacion de respuestas del estrés abidtico. (1) Las ligasas de
ubiquitina E3 pueden funcionar como reguladores de una respuesta negativa necesaria
para suprimir las vias de respuesta al estrés por la reorientacion reguladores positivos para
la degradacién. (2) Las ligasas de ubiquitina E3 pueden promover la sefializacion dirigiendo
a reguladores negativos para su degradacion luego de la percepcion del estrés 6 (3) Las
ligasas de ubiquitina E3 pueden funcionar también para atenuar la sefializacién de estrés
por la reorientacion reguladores positivos para la degradacion. Adaptado de Stone, 2014.
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PROTEINAS PUB-ARM

Las proteinas PUB-ARMs representan una clase de ligasas de ubiquitina E3 que
participan en la ubiquitinacién de proteinas diana. Las proteinas PUB-ARMs se
localizan en el citoplasma, en el nudcleo o asociadas a la membrana plasmatica
(Drechsel y col., 2011). En las distintas localizaciones cumplen diversas funciones
durante el crecimiento y el desarrollo de las plantas tales como la regulacién del
fotoperiodo, mecanismos de sefializacion y de autoincompatibilidad, muerte celular,
senescencia, respuestas al estrés y a patégenos. En la actualidad, este ultimo grupo
incluye el mayor numero de proteinas PUB-ARMs indicando una funcién importante
para este tipo de ligasas de ubiquitina E3 para la supervivencia de la planta posestrés o
frente al ataque de patégenos (Raab y col.,, 2009; Yee y Goring, 2009; Mbengue vy
col.,2010; Bergler y Hoth, 2011; Liu y col., 2011; Park y col., 2011; Salt y col., 2011; Liy

col., 2012; Vogelmann y col., 2012, Vogelmann y col., 2014).

Las funciones especificas de las proteinas PUB-ARMs dependen de su localizacién
intracelular, probablemente definida por la presencia de los dominios ARM ya que
generalmente éstos se han implicado en la localizacién de dichas proteinas
eucarioticas en el nucleo, en el citoplasma, o asociadas a la actina-f (Aberle y col.,
1994; Hiilsken y col., 1994; Graham y col., 2000; Coates y col., 2006; Yang y col., 2007),
demostrando que las proteinas PUB-ARMSs poseen localizacién nuclear, citoplasmatica
o asociadas con el reticulo endoplasmatico o con la membrana plasmatica (Amador y
col., 2001; Stone y col., 2003; Cho y col., 2008; Samuel y col., 2008; Drechsel y col.,
2011).

PUB-ARMSEN A. THALIANA: ATPUB-ARMS

A. thaliana contiene 41 proteinas con similitud a BhnARC1. Todas contienen el dominio
U-box seguido por el tdndem ARM. Un tercer dominio presente en 17 miembros de las
AtPUB-ARMs es el llamado dominio UND (U-box N-terminal Domain; Mudgil y col.,
2004) que también se encuentra en BnARC1, aunque su funcién es desconocida. Dado
que A. thaliana es una planta autocompatible, estos miembros de las AtPUB-ARMs

probablemente poseen diferentes funciones bioldgicas a las que desempeia BnARC1
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en una especie S, y esto se refleja en la diversidad de sus patrones de expresion de

ARN (Figura 23).
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Figura 23: Filogenia de las proteinas con dominios U-box y UND. Las filogenias se generaron con el
algoritmo neighboring joining con bootstraps igual a 400 y con raiz en el punto medio. Los valores de
bootstraps se muestran como porcentajes. La filogenia se generd utilizando las secuencias de
proteinas U-box de las proteinas AtPUB con ARM. Los nombres de genes AtPUB con ARM para los
cuales Mudgil y col. en 2004 probaron la expresién de ARN estan en cursiva. Asimismo, a la derecha
de cada gen se encuentran las organizaciones de dominios de las proteinas AtPUB-ARM. Adaptado de
Mudgil y col., 2004)

Aunque se han llevado a cabo una gran cantidad de investigaciones para abordar la
caracterizacion de las proteinas PUB-ARM en las plantas, se desconocen las funciones

de la mayoria de los miembros de esta familia (Sharma y col., 2014).

El objetivo del presente estudio consistié en explorar la superfamilia de proteinas PUB-

ARMs en el genoma de Arabidopsis en la etapa de desarrollo floral, especificamente
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durante el mecanismo de adhesién polen-estigma. Utilizando herramientas
bioinformaticas, junto con la informacién derivada de las bases de datos de plantas, se
realizé un detallado analisis filogenético para todo el conjunto de proteinas AtPUB-
ARM. Asimismo, se analizd la expresion génica bajo diferentes tratamientos utilizando
RT-sqPCR y PCR en tiempo real para obtener un detallado andlisis molecular vy

evolutivo con el objetivo de comenzar a dilucidar sus posibles funciones en las plantas.

Pagina 62



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas FBCB-UNL - Lic. Maria Gabriela Acosta

OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo de tesis fue investigar la naturaleza molecular

y el rol de la adhesion celular en plantas, particularmente en el proceso de interaccion

polen-estigma de Arabidopsis thaliana. El estudio se ha focalizado en la familia de

proteinas AtPUB-ARMs para intentar determinar tanto sus funciones bioldgicas, como

las posible/s via/s de sefializacién mediadas por estas moléculas.

Los objetivos especificos del plan de trabajo fueron:

Estudiar las caracteristicas morfolégicas macroscdpicas e histoldgicas de las
estructuras reproductivas involucradas en el contacto polen-estigma,
examinando el efecto de diferentes tratamientos quimicos frente a dicha

interaccion.

Analizar, mediante técnicas bioinformaticas, proteinas con dominios ARM con
homologia a moléculas que participan en mecanismos de adhesién celular

presentes en otros organismos eucariotas.

Establecer estudios sobre la estructura tridimensional de los componentes

proteicos involucrados en el proceso de adhesion polen-estigma.

Caracterizar los patrones de expresién de proteinas ARM implicadas en el

mecanismo de polinizacién.

Determinar los niveles de expresidn génica para la superfamilia de proteinas
ARM, caracterizando su respuesta frente a diferentes tratamientos en

diferentes genotipos de A. thaliana.
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MATERIALES Y METODOS

VARIANTES DE PLANTAS

Para el presente trabajo, fueron utilizados genotipos de A. thaliana, Heyhn, ecotipo
Columbia (Col-0) de tipo salvaje, cuyas semillas fueron provistas por Lehle Seeds
(Tucson, AZ, USA) y variantes mutantes knockout con inserciones de T-DNA de lineas
SALK (Alonso y col., 2003). Estas ultimas fueron adquiridas comercialmente a través del

Arabidopsis Biological Resource Center ABRC (Ohio State University).

Todas las lineas mutantes se confirmaron mediante PCR sobre ADN gendmico, a través
de dos reacciones en paralelo, utilizando oligonucledtidos especificos para el gen de
interés, asi como la combinacién de uno de éstos con un cebador especifico para la
insercion. Los niveles de expresién de cada uno de los genes se semicuantificaron por
retrotrancripcion seguida de PCR (RT-sgPCR). Las lineas mutantes estudiadas con
inserciones de T-DNA en la region codificante de los genes AtPUB16 y GIDI1A se

detallan a continuacion:

e SALK_091722: Insercion de T-DNA en la region codificante. La verificacion fue
realizada con cebadores LP_PUB16F — RP_PUB16R y LBalPUB16 F (especifico
para la insercién) - RP_PUB16R

e SALK_044317: Insercion de T-DNA en la region codificante. La verificacion fue
realizada con cebadores LP_GID1AF — RP_ GID1AR y LBal (especifico para la
insercion)- RP_ GID1AR

En el ANEXO | se proporciona una tabla con las secuencias de los oligonucledtitdos
utilizados a lo largo de todo el trabajo y los esquemas indicando la posicién de los

utilizados para la caracterizacién de sendas mutantes (publ16 vy gidla).

Con el objetivo especifico de testear la expresién de genes que participan en
mecanismos de PSC (Liu y col., 2007), se utilizd6 un genotipo de Arabidopsis SI:

Arabidopsis lyrata. Las semillas de A. lyrata AL8 (Origen: Sp21—05, Noruega) fueron
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donadas por el Dr. Sang-Tae Kim (Max Planck Institute for Developmental Biology,

Department of Molecular Biology, Tibingen, Germany).
CONDICIONES DE CRECIMIENTO
Cultivo de plantas en sustrato

Las semillas de A. thaliana fueron sembradas en una mezcla de tierra estéril,
vermiculita y humus en una proporcion 3:1:1. Este sustrato se colocé en cada una de
las macetas y una vez depositadas las semillas sobre el sustrato, fueron subirrigadas
con solucién Hoagland modificada (ANEXO 1), cubiertas con papel film con pequefios
orificios, e incubadas a 4 °C en oscuridad por 48 h para estratificacién e interrupcién de
la dormancia. Posteriormente fueron llevadas a la cdmara de crecimiento la cual se
ajusté a 23 °C y 70% de humedad generando fotoperiodos de dia largo 16/8 h de
luz/oscuridad, con luz fluorescente blanca fria e iluminaciéon complementada con GRO-
LUX® (Sylvania, Vinhedo, SP, Brasil) produciendo una intensidad total de flujo (fotones
fotosintéticos) de 100 a 150 mE/mzs. La frecuencia de subirrigacion fue de dos veces
por semana con 200 ml de solucién Hoagland modificada por placa (15 cm x 55 cm)

conteniendo 64 macetas (una planta/maceta).

Para evitar infecciones fungicas, las plantas fueron rociadas por aspersion dos veces
por semana con Carbendazim (2-metoxicarbamoil-bencimidazol) — Thiram (bisulfuro
de tetrametil carbamilo) 0,035g/l. Esta combinacion de fungicidas de acciéon
complementaria (thiram-contacto y carbendazim-sistémico) y de amplio espectro,
aseguran un adecuado control de los complejos de hongos. Como insecticida se utilizé
deltametrina (K-Othrina® de Bayer: (S)- alfa-ciano-m-fenoxibenzil 81R, 3R)-3- (2,2
dibromovinil) dimetil ciclopropano carboxilato) en una diluciéon 1/10, aplicado por

aspersion dos veces por semana.
Cultivo de plantas in vitro

Para los estudios radiculares de las mutantes pub16, fueron utilizados cultivos in vitro
en el medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962). Las semillas fueron esterilizadas
previamente durante 10 min en una solucion con lejia 50% y lavadas (hasta tres veces)
con agua estéril. A continuacidn, las semillas fueron sembradas en una mezcla de tierra

estéril, vermiculita y humus como se describié previamente. Para los estudios
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radiculares las semillas fueron crecidas verticalmente en placas cuadradas con Plant-
agar 1%. Las mismas fueron recubiertas con polietileno negro con el fin de que la luz
evitar la inhibicidn del desarrollo radicular. Las mediciones de la longitud de las raices

fueron realizadas a los 2 y 5 dias luego de la germinacion.

Las semillas de A. lyrata luego de estratificacién en agarosa 0,1% a 4 °C por una
semana, fueron sembradas en el suelo. Luego de 4 semanas se observaron las rosetas

listas para proceder a su vernalizacion (6 semanas) para lograr la adecuada floracion.
TECNICAS DE MICROSCOPIA

Microscopia dptica directa de luz transmitida (MO)

Ensayo de adhesion

Para monitorear la adhesion de poblaciones de granos de polen adheridos a estigmas
de ensayos en medios liquidos, se utilizé6 MO de luz trasmitida. Los estigmas en estadio
13 (Smyth y col., 1990) fueron colectados a las 0-8 h después de la floracién, lavados
con 500 pl de solucion tampdn fosfato de potasio 50 mM, pH=7,4 y conservados en
dicha solucién a 4 °C. Luego de mezclar por 5 s, fueron centrifugados 1 min a 7200 g
para su posterior incubacion en cada una de las soluciones a ensayar. Las soluciones
utilizadas fueron preparadas en diferentes concentraciones, barriendo un amplio
rango (Zinkl y col., 1999): NaCl 4 M-0,01 M, etanol 100%-10%, SDS 2%-0,01%, acido
acético 2 M-0,25 M, 4cido clorhidrico 2 N-0,125 N, cloruro de litio 8 M-0,01 M,
hidréxido de sodio 4 M-0,125 M, Triton-X100 1%-0,05%, EDTA 1 M-0,01 M y urea 8 M-
0,01 M. Para proceder a la cuantificacion fueron seleccionados al azar 5 estigmas para
cada tratamiento y luego de la incubacién en las diferentes concentraciones de cada
solvente por 1 h, fueron tefiidos durante 5 min con azul de anilina 1% (Sigma®, CAS
Number: 415049) preparado en etanol 90% (p/v). Luego, se realizd la cuantificacion de

los granos de polen adheridos a cada estigma mediante MO.

Caracterizacion morfoldgica e histologica

Para la caracterizacién morfolégica e histoldgica del tejido reproductivo de A. thaliana
se utilizaron dos resinas epoxi: Araldita 6005 (Ladd Research Industries®) y Epon 812

(Ladd Research Industries®) de uso de rutina en el LAMAE. Para la inclusion las
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estructuras florales fueron colectadas en el estadio 13 (Smyth, y col., 1990). Utilizando
pinzas de acero, se disecaron las estructuras florales bajo lupa binocular, separando
sépalos, pétalos, estambres y carpelo. A partir de estas ultimas estructuras se
obtuvieron los pistilos, los cuales fueron fijados en paraformaldehido 4% (v/v) y
glutaraldehido 2,5% (v/v) preparado en solucién amortiguadora fosfato salina (PBS) 0,1
M pH=7,4. Los pistilos fueron fijados a 4 °C durante 24 h y posteriormente se
realizaron 4 lavados con PBS a 4 °C de 10 min c/u. A continuacion fueron posfijados
con tetréxido de osmio (0sO4) 1% y ferrocianuro de potasio (Kz[Fe(CN)g]) 0,8% en PBS,
a 4 °C durante 24 h. Luego de realizar dos lavados con PBS, los pistilos fueron
deshidratados en series acetdnicas de concentraciones crecientes (50% (v/v) y 75%
(v/v) durante 5 min c/u, 90% (v/v) por 10 min y 3 veces con 100% (v/v) por 15 min c/u)
preincluidos en acetona — resina (1:3, 1:1 y 3:1 ) durante 2 h cada vez, a T,mp Y €N
Araldita pura durante toda la noche a 4 °C. Los tejidos fueron posteriormente
embebidos en Araldita y polimerizados durante 48 h a 60 °C. Para la inclusidn en Epon
812, los tejidos florales en estadio 13 fueron fijados y posfijados de acuerdo a los
procedimientos descriptos para Araldita. La deshidratacién fue realizada en la
siguiente serie etandlica: 70% por 10 min, 100% por 10 min, 100% por 15 min, 100%,
seguida de dos cambios en éxido de propileno por 15 min cada uno. El éxido de
propileno fue eliminado impidiendo que los tejidos se sequen totalmente y el solvente
fue reemplazado con una solucién 1:1 de 6xido de propileno: Epon 812 por al menos 1
h a Tanp. Finalmente, fue realizado un segundo cambio de 2:1 Epon 812: éxido de
propileno a T,np durante toda la noche y posterior eliminacion de la mezcla,
reeplazandola por Epon 812 100% durante 30 min-2 h a Tym,. La polimerizacién fue
realizada en dos etapas: 24 ha 45 °Cy 24 h a 60 °C. Los bloques obtenidos con ambas
resinas epoxi fueron conservados a T,np, hasta su seccionamiento. Los materiales
incluidos en ambas resinas fueron seccionados tanto transversal-, como
longitudinalmente mediante un ultramicrétomo Reichert Ultracut=S Leica. Las
secciones semifinas fueron depositadas sobre portaobjetos limpios, tefiidas con azul
de toluidina 0,5% (p/v) durante 1 min en platina caliente. La observacién y
caracterizacién del tejido se llevd a cabo a partir de imdgenes obtenidas utilizando
microscopio 6ptico (Olympus BX-50) equipado con camara CCD acoplada al

microscopio (Apogee Instruments Inc.).
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Microscopia electronica de transmision (MET)

Para el analisis ultraestructural por microscopia electrénica de transmisién (MET), los
estigmas en el estadio 13 fueron fijados, deshidratados e incluidos en resina Epoxi de
baja viscosidad (Spurr®). Los estigmas fueron fijados inmediatamente en frio con
glutaraldehido 2,5% (v/v) y paraformaldehido 4% (p/v) en 0,1 M de solucién
amortiguadora de fosfato de sodio, pH=7,4, durante 2 dias a 4 °C, con un cambio de
solucién de fijacién. Los tejidos fueron posteriormente posfijados con 0sO4 2% (p/v)
durante 1% h e incubados en acetato de uranilo 5% (p/v) durante 3 h. Los tejidos
fueron deshidratados en una serie etandlica de concentraciones crecientes,
preincluidas en Spurr: etanol (1:3, 1:1 y 3:1) e infiltradas con resina Spurr.
Posteriormente fueron polimerizados a 60 °C durante 2 dias. Las secciones ultrafinas
de 60-90 nm de espesor obtenidas en ultramicrétomo, fueron montadas en grillas de
malla 200 y posteriormente doblemente tefiidas con acetato de uranilo al 2% (v/v)
(ANEXO Il) y citrato de plomo (ANEXO Il) durante 30 s en una atmdsfera pobre en CO,.
Las grillas fueron cubiertas inmediatamente y se llevaron a 4 °C hasta su observacion

enel TEM.

Las secciones ultrafinas fueron obtenidas usando un ultramicrétomo Reichert Ultracut
=S, Leica. Las areas de interés de cada muestra fueron observadas sobre secciones
completas en el microscopio dptico directo, seleccionando la regién de interés y
posteriormente fueron observadas en el microscopio electrdénico de transmisién JEOL

JEM 1200 EX II.
Ensayo de Polinizacion por Microscopia de Epifluorescencia

Para llevar a cabo el ensayo de polinizacién en los genotipos de A. thaliana evaluados
en la presente tesis, las flores de estadio 13, tanto en condiciones normales de
crecimiento como bajo tratamiento hormonal y salino, fueron disecadas extrayendo
los sépalos, pétalos y estambres utilizando agujas de acero inoxidable bajo lupa
estereoscdpica. Los ensayos de polinizacion fueron realizados por quintuplicado
(Eschrich y col.,, 1964). Brevemente, los pistilos fueron fijados durante 1 h en
etanol/acido acético 3:1 (v/v), y luego de tres lavados con agua destilada, fueron
ablandados en NaOH 1N durante 10 min a 65 °C (para permitir el posterior prensado).

Los pistilos fueron posteriormente neutralizados en solucién amortiguadora fosfato
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salina 50 mM (PBS) pH=7,5, tefiidos durante 2 h con azul de anilina 0,1% en PBS 50
mM pH=7,5 y finalmente montados en portaobjetos (Dumas y Knox, 1983). Luego de
colocar el cubreobjetos, los pistilos fueron sometidos a aplastamiento (squash) entre el
cubreobjetos y el portaobjetos. Como control especifico de tincidn se utilizaron
estigmas no polinizados. La examinacién y posterior cuantificacion por microscopia de
epifluorescencia (Olympus BX50) de granos de polen adheridos y penetrantes fue

realizada bajo luz UV (excitacién 395 nm - emisidn 420 nm).
Microscopia electronica de barrido (MEB)

Para la obtencion de imdagenes de microscopia electrdnica de barrido, se trabajoé segun
Weigel y Gazebrook (2002). Brevemente, las inflorescencias fueron fijadas toda la
noche en FAA y deshidratadas una serie etandlica (2x50%, 60%, 70%, 85%, 95% y
3x100%). Posteriormente fueron congeladas en N; liquido, transferidas al
portamuestras de congelacién y recubiertas con oro mediante pulverizacién catddica
(sputtering) mediandte un Sputter Coater Edwards, S150B. Finalmente, las muestras
fueron colocadas en el portamuestras del microscopio electrénico de barrido JEOL
JSM-5410 y visualizadas con un voltaje de aceleracién de 20 keV (magnificacion 1030

X).
ESTUDIOS BIOINFORMATICOS

Para la identificacién de la superfamilia de proteinas con repeticiones ARM en el

genoma de Arabidopsis fueron realizados los siguientes estudios bioinformaticos:
Analisis de Secuencia

Todas las secuencias nucleotidicas analizadas en este trabajo fueron obtenidas de la
base de datos proporcionada por el Arabidopsis Biological Resource Center (Ohio State
University). Las busquedas fueron realizadas en NCBI (National Center for
Biotechnology Investigation). Los estudios de alineamientos de secuencias
nucleotidicas y de residuos de aminodacidos se realizaron utilizando el programa BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) Blastn o Blastp, respectivamente, Altschul y col., 1990,

asi como el programa ClustaW y ClustalX 2.0 (Larkin y col., 2007).
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Prediccion de Estructuras Secundarias y 3D

Las estructuras secundarias fueron predichas usando programas y base de datos
disponible en sitios web. Los dominios presentes en cada secuencia fueron definido las

bases de datos SMART (Simple Modular Architecture Research Tool: http://smart.embl-

heidelberg.de/) y Pfam (base de datos de dominios y familias de proteinas:

http://www.sanger.ac.uk/resources/databases/pfam.html) a través de UniProt

(Universal Resource Protein: http://www.uniprot.org/). Los archivos en formato .pdb

para el modelado 3D fueron obtenidos de las bases de datos Protein Model Portal y
Swiss Model. Asimismo se utilizd programa de anotacién estructural y funcional de
proteinas SUPERFAMILY que proporciona asignaciones estructurales (y por tanto
funcional implicitas) a secuencias de proteinas, donde se considera que una
superfamilia contiene todas las proteinas para las cuales existe evidencia estructural

de un antepasado evolutivo comun.
Analisis filogenético

Los arboles filogenéticos fueron construidos utilizando los alineamientos multiples con
tres algoritmos diferentes: algoritmo correspondiente a matrices de distancia Neighbor
Joining (NJ) (utilizando el software disponible en linea iTol
([http://itol.embl.de/upload.cgi]) (Letunic y col., 2007); el Método de Maxima
Parsimonia (MP) y el Método de Estimacién Filogenética por Maxima Verosimilitud
(ML), ambos a través del software disponible en linea en el sitio web:

www.mobyle.pasteur.fr/.

ANALISIS DE AcIDOS NUCLEICOS
Extraccion de ADN genomico (ADNg)

La extraccion de los ADNs gendmicos fue realizada con el equipo Nucleo Spin Plant Il
protocols (Macherey-Nagel®). En cada caso fueron utilizados 100 mg de tejido, los que
previa congelacién en N; liquido, fueron finamente pulverizados usando un micropilén.
Los extractos fueron transferidos a tubos limpios y se les afiadieron 400 pl de la
solucion amortiguadora PL1 (Anexo Il) y luego tratadas con 10 ul de RNase A Solution
(0,01mg/ul). Las suspensiones fueron incubadas durante 10 min a 65 °C. Los lisados

crudos fueron filtrados y clarificados mediante columnas filtradoras NucleoSpin®
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colocadas en tubos Eppendorf colectores (2 ml). Los tubos fueron posteriormente
centrifugados durante 2 min a 11000 g, colectdndose el flujo clarificado y
descartdndose las columnas. Para ajustar las condiciones de unién del ADN fueron
afiadidos 450 pl de la solucion amortiguadora PC (Anexo Il), seguido de mezclado por
pipeteo o mediante agitacién con vértex. La unién de los ADNs a la membrana de silice
fue llevada a cabo colocando columnas NucleoSpin® en nuevos tubos Eppendorf
colectores (2 ml) cargando un maximo de 700 pl de la muestra. Luego fueron
centrifugadas durante 1 min a 11000 g, descartandose el eluato. El lavado y secado de
las membranas de silice fue desarrollado en tres pasos: 1" fueron afiadidos 400 pl de
solucion amortiguadora PW1 (Anexo IlI) a las columnas NucleoSpin® seguidas de
centrifugacién durante 1 min a 11000 g, descartdndose la fase liquida. 2% fueron
afiadidos 700 pl de soluciéon amortiguadora PW2 (Anexo Il) a las columnas, seguidas de
centrifugacion durante 1 min a 11000 g, descartandose el remanente de los tubos. 3"
fueron agregados 200 pl de la solucidn amortiguadora PW2 (Anexo Il) a las columnas,
seguidas de centrifugacion durante 2 min a 11000 g hasta eliminar el tampdn de
lavado y permitir el secado completo de las membranas de silice. Para la elucién de
ADN las columnas fueron colocadas en nuevos tubos Eppendorf, a los que se
agregaron 50 pl de la solucion amortiguadora PE (65 °C) (Anexo Il) sobre las
membranas, las columnas fueron incubadas por 5 min a 65 °C y centrifugadas durante
1 min a 11000 g para la elucién de los ADNs. Este paso fue repetido con otros 50 ul de
la solucion amortiguadora PE (65 °C) y posterior elucién en los mismos tubos. El
protocolo estandar recomendado por el fabricante para la extraccion del ADN
gendmico de la planta, permite obtener una concentracion de ADN dentro del rango
0,30 — 0,35 pg/ul. Para comprobar la integridad de los ADNg se corrieron en geles de
agarosa 0,8% (p/v), 3 ul de ADNg con 10 pl de la soluciéon de siembra (Anexo )
(Sambrook y Russell, 2001).

Extraccion de ARNs totales

Los ARNs totales fueron aislados utilizando Trizol®, Invitrogen: 38% (p/v) fenol;
tiocianato de guanidina 0,8 M; tiocianato de amonio 0,4 M; acetato de sodio 0,1 M
pH=5,0 vy glicerol 5% (v/v). En cada caso fueron procesados 50 mg de muestra en tubos

Eppendorf con un pildon y N, liquido hasta la obtencién de un polvo fino.

Pagina 71



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas FBCB-UNL - Lic. Maria Gabriela Acosta

Posteriormente fueron agregados 0,5 ml de Trizol, mezclados vigorosamente para
resuspender el tejido y seguidamente se repitié el agregado 0,2 ml de Trizol a 4 °C,
dejandose reposar por 5 min a Tym,. Las muestras fueron centrifugadas a 12000 g a 4
°C por 10 min y los sobrenadantes transferidos a nuevos tubos Eppendorf en hielo.
Estos tubos fueron tratados con 0,14 ml de cloroformo (1/5 del volumen respecto del
Trizol), mezclandose vigorosamente durante 15 s, e incubandose 3 min a Tamp. LOS
tubos fueron posteriormente centrifugados a 12000 g durante 10 min a 4 °C. Las fases
acuosas superiores conteniendo el ARN, fueron transferidas a nuevos tubos
Eppendorf. Los ARNs fueron precipitados con 0,175 ml de isopropanol y 0,175 ml de
solucion salina (Anexo Il) y centrifugados a 12000 g a 4 °C por 10 min, descartandose
los sobrenadantes. Los pellets de ARNs precipitados, fueron lavados con 1 ml de etanol
70% (v/v) frio y luego desprendidos del tubo mediante el uso del vértex. Estos fueron
centrifugados a 7500 g a 4 °C por 5 min, descartdandose el sobrenadante, repitiéndose
este Ultimo paso. Los pellets fueron secados a 37 °C por 10 min y resuspendidos en 30

ul de agua estéril libre de ARNasas.
Cuantificacion de Acidos Nucleicos

La calidad y cantidad de los ADNgs purificados, fueron analizados por lectura
espectrofotométrica a 260/280 nm, considerando que DOy= 1 equivale a 50 pg/ml de
ADN y por electroforesis en geles de agarosa al 0,8% en presencia de bromuro de
etidio 0,3 pug/ml. Para verificar la calidad y concentracién de los ARNSs, las muestras
fueron medidas por espectrofotometria, utilizando radiacién UV a 260 y 280 nm. La
concentracion de los ARNs en solucién fue estimada a partir de la absorbancia a 260
nm, considerando que DOjg= 1 corresponde a 40 pg/ml de ARN, evaludndose su
calidad, mediante la corrida de las muestras sembradas en geles de agarosa 1,5% en

condiciones desnaturalizantes y tincion con bromuro de etidio 0,1 pg/pl.
Tratamiento de los ARNs con ADNasa

Para cada una de las muestras a analizar, fue preparada la siguiente reaccién (volumen
final 10 pl): 2 ug ARN (previamente cuantificado por espectrofotometria), 2 pl solucién
amortiguadora ADNasa | 10X, 1 ul ADNasa RQ1 libre de ARNasa y c.s.p. 10 pl de agua

estéril, libre de ARNasa. Estas soluciones fueron incubadas por 30 min a 37 °C vy
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posteriormente con 1 ul de solucidn de detencién de la ADNasa durante 10 min a 65 °C

para inactivar la enzima y permitir su decantacion.
Retrotranscripcion seguida de PCR (RT-PCR)

Los ADNcs fueron sintetizados a partir de los ARNs totales de A. thaliana (tratados con
ADNasa) utilizando la transcriptasa reversa M - MuLV (Thermo Scientific, Inc.). En cada
caso, fue agregado 1 ul de oligonucledtido dT.5 100 uM y 2 pg de ARN total tratado
con ADNasa, estos fueron incubados a 65 °C durante 5 min para romper las estructuras
secundarias del ARN. Transcurridos 5 min, las mezclas fueron rapidamente colocadas
en hielo. A continuacién fueron agregaros secuencialmente, segln instrucciones del
fabricante (First Strand Syntesis de ADNc, Thermo Scientific, Inc.) los siguientes
componentes: 4 pl de la solucion amortiguadora de la enzima 5X, 1 ul de RiboLock
RNasa Inhibitor (20U/ul), 2 pul de dNTPs 10 mM y 200 U de Transcriptasa Reversa M-
MuLV RT Revertaid, hasta un volumen final de 20 pl. La reaccion fue desarrollada
durante 60 min a 42 °C y luego la enzima fue inactivada durante 5 min a 70 °C. Una
décima parte del ADNc obtenido fue utilizado como molde en las reacciones de PCR.
Finalmente, cada uno de los genes estudiados fue cuantificado tanto por RT-sqPCR

como por RT-gPCR.

Amplificacion de fragmentos de ADN mediante la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR)

Diserio de cebadores

El disefio de los cebadores fue realizado con el programa Primer-BLAST (Ye y col.,

2012). En el ANEXO | se detallan los oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

PCR de punto final

En las reacciones de amplificacion por PCR fueron desarrolladas con volumenes finales
de reaccién de 25 ul, empleandose por cada reaccién 0,25 pl de la enzima Tag ADN
polimerasa (5U/ul) (Thermo Scientific, Inc.). Como solucién amortiguadora de la
reaccion fue utilizada la provista por el fabricante de la enzima, a la cual se agregaron:
2 pl MgCl, 50 mM; 2,5 pl dNTP 2,5 mM c/u y 2,5 ul de la primer mix 10X (ANEXO 1)

alcanzando una concentracién final de 0,2 uM de cada cebador. En esta mezcla de
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reaccion fueron incorporados el ADN molde y la enzima Tag Polimerasa. Las reacciones
fueron desarrolladas en el termociclador PTC -100 TM (MJ Research, Inc.) utilizando los
programas apropiados para cada caso (96 °C durante 2 min; 30 ciclos de 94 °C durante
1 min, Tm durante 1 min y 72 °C durante 1 min; extensién de 5 min a 72 °C). La
temperatura de hibridacién fue establecida de acuerdo a cada una de las secuencia de
los oligonucledtidos utilizados [Tm = 2(A+T) + 4(G+C)]. Para los distintos genes
estudiados fueron utilizados oligonucleétidos especificos, disefiados usando el
programa Primer-BLAST (Ye y col.,, 2012). (ANEXO 1) y para el control interno de
expresion (B-tubulina At5g62700, ANEXO I). Las condiciones de amplificacion (niumero
de ciclos) fueron seleccionadas de tal manera que ninguna de las muestras analizadas
alcance la fase de meseta al finalizar el programa de PCR. Los productos de
amplificacién obtenidos para cada uno de los pares de oligonucledétidos (incluyendo B-
tubulina como gen constitutivo) fueron recogidos cada tres ciclos, a partir del ciclo 25 y
hasta el ciclo 34. Para el analisis de cada reaccidn fueron utilizadas las sefiales de
amplificacién obtenidas a partir de la fase exponencial. Asimismo, la inexistencia de
competencia entre los cebadores fue corroborada tanto por la amplificacion
independiente de cada uno de los ADNc problema como coamplificando éstos, con el
gen constitutivo. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles

de agarosa.

PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)

A fin de obtener una medida cuantitativa de los niveles de los ARN de interés, se utilizd
la técnica de RT-gPCR. La misma fue llevada a cabo en un termociclador iCycler iQ3
(Bio-Rad®). Una alicuota de 0,2 pl del producto de la transcripcidn reversa previamente
descripto se utilizé como molde en la amplificacién mediada por PCR en tiempo real.
La amplificacion por PCR se realizd con los cebadores especificos de genes que figuran
en ANEXO |I. La eficiencia de la PCR varié de 95% a 105%. Todas las muestras se
ensayaron en pocillos por triplicado. Las muestras se amplificaron en una reaccion de
25 ul conteniendo 1 x SYBR Green Master Mix (Bio-Rad®) y 300 nM de cada cebador. El
perfil térmico consistié en un ciclo por 1 min a 95 °Cy 45 ciclos de 20sa 95 °C, 45 s a
62 °Cy 72 °C por 1 min. La eficiencia de union del oligonucledtido (primer binding) fue

determinada por regresion lineal y se graficd el valor Ct (cycle threshold) versus el
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logaritmo de la dilucion del ADNc (Soto y col., 2011). Las RT-gPCR fueron realizadas por
triplicado obteniéndose una alta reproductibilidad de los resultados. Los niveles de
expresion alcanzados por los genes en estudio fueron normalizados respecto de la
expresion del gen B-tubulina. Cada ejecucion, adquisicion y analisis de datos fue
realizada utilizando el software de iQ iCycler (version 3.0a; Bio-Rad®). La abundancia de
transcripcidn en las muestras fue determinada usando el método de Ct comparativo
(Livak y Schmittgen, 2001). Brevemente, las cantidades de ADNc de los genes
especificos fueron calculadas a partir de valores del ciclo umbral (Ct), expresadas en
relacién a los controles y normalizadas con respecto al ADNc de la B-tubulina, utilizada
como referencia interna. Los valores fueron normalizados por una referencia interna
(Ctr) de acuerdo con la ecuacion Ct = Ct — Ctr. Una segunda normalizaciéon por un

-AACt

control (Ctc) AACt = Ct - Ctc produce una cuantificacion relativa: 2 (Livak y

Schmittgen, 2001).
ANALISIS DE PROTEINAS
Extraccion de proteinas totales de A. thaliana

En cada caso fueron colocados 50 mg de tejido floral (estadio 13) en un tubo
Eppendorf de microcentrifuga. Los tejidos fueron tratados con N, liquido y
pulverizados utilizdndose un micropildn hasta la obtencién de un fino polvo.
Posteriormente fue adicionado un volumen de la solucion amortiguadora de
homogeneizacidn para proteinas (ANEXO 1) y 33 ul de cdctel inhibidor de proteasas
(Sigma®, P9599) por gramo de tejido. Luego de la homogeneizacion, las muestras

fueron clarificadas por centrifugacién a 10000 g durante 10 min.
Cuantificacion de proteinas totales

En cada caso, la cuantificacion de las proteinas obtenidas fue realizada utilizando el
reactivo de Bradford (Bradford, 1976) (ANEXO II) que permite determinar la
concentracion de proteinas en solucién. El procedimiento se basa en la formacién de
un complejo entre la unién del Brillant Blue G-250 y las proteinas en solucién, lo que
genera un cambio en la absorbancia dentro de un rango de 465 a 595 nm. Esta unién
es independiente de la composicion de aminoacidos de las proteinas. La cantidad de

luz absorbida es proporcional a la concentracién de proteinas presentes. El rango de
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concentracioén lineal de la curva estandar de proteinas fue de 0,1-1,4 mg/ml, usando
como estandar, albumina sérica bovina (BSA, del inglés Bovine Serum Albumin). Para la
elaboracién de la curva estandar fueron preparados una serie de tubos conteniendo 1
ml de una soluciéon de BSA de concentraciones conocidas de 10 a 100 pg a los que
fueron adicionados 3 ml de reactivo de Bradford previamente preparado. Los tubos
fueron agitados y su absorbancia fue medida a 595 nm después de 2 min y antes de 1
h, usandose un blanco de reactivos preparado en las mismas condiciones, pero
omitiendo la proteina. La absorbancia versus la concentracién de cada estandar fue
graficada y la concentracion de proteina de cada muestra fue determinada por

comparacion con el valor de la absorbancia en dicha curva.
TECNICAS ELECTROFORETICAS
Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para la separacion de los fragmentos ADNs obtenidos por PCR, fue utilizada la técnica
de electroforesis en geles de agarosa de tipo submarino, de acuerdo a lo descripto por
Sambrook y col. (1989). La concentracion de agarosa utilizada varié entre 0,8 y 1,5%
(p/v) de acuerdo con el tamafio de los fragmentos a analizar. Los geles fueron
preparados en solucién TAE 1X (ANEXO II). En cada caso fueron sembrados 3 ul de
ADNg en 1/10 vol de solucién de siembra (ANEXO Il) y visualizados por tincién con
bromuro de etidio 0,3 pg/ml. Las corridas electroforéticas fueron realizadas con
solucién TAE 0,5X con una intensidad de corriente constante de 80 V. Como patrén de
peso molecular fue utilizado el marcador Ladder de 100pb (Promega®). Los geles

fueron visualizados utilizando un transiluminador UV (A=310 nm).
Electroforesis de ARN en geles de agarosa desnaturalizantes

Para realizar la corrida electroforética de ARNs en condiciones desnaturalizantes se
sembraron 20 pug de ARN por calle (previamente cuantificados por lectura de la
absorbancia a 260 nm y 280 nm). Previo al sembrado, las muestras fueron
desnaturalizadas mezclando 1 volumen de ARN en solucion acuosa y 3 voliumenes de
solucién de desnaturalizacion [formamida 66% (v/v); HEPES 1,3X y formaldehido 8%
(p/v)]. Estas mezclas fueron incubadas a 65 °C durante 5 min. Los geles en condiciones

desnaturalizantes fueron preparados con agarosa 1,5 % (p/v) en solucién
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amortiguadora HEPES 1X (pH=7,8) y formaldehido 6% (p/v) segun Ausubel y col., 1987.
Las muestras a sembrar fueron diluidas con 1/10 volimenes de solucion de siembra
(ANEXO 1) y tefiidas con 1/20 volimenes de solucién de bromuro de etidio 0,3 mg/ml.
La electroforesis fue desarrollada en solucién de HEPES 1X, a 80 V. Los geles fueron

visualizados mediante un transiluminador UV (A=310 nm).

Electroforesis y cuantificacion de proteinas ARMs en geles desnaturalizantes

de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Esta técnica fue desarrollada utilizando geles verticales de poliacrilamida en presencia
del detergente anidnico, dodecil-sulfato sédico (SDS), segun el método de Laemmli
(Laemmli, 1970). Las electroforesis fueron desarrolladas en un sistema Mini-PROTEAN®
(Bio-Rad®). Los geles de concentracién fueron preparados al 5% en solucion tampon
Tris-HCI 1M pH=6,8 y SDS al 0,4%. Los geles de separacion fueron preparados al 7,5%
en solucién tampodn Tris-HCl 1,5M pH=8,8, conteniendo SDS 0,4% (p/v), persulfato de
amonio 0,05% (p/v) y TEMED 0,5% (p/v). 20 ul de cada muestra de proteina
previamente cuantificada por Bradford (concentracién no superior a los 10 pg de
proteina por pocillo) en presencia de 5 pl de la solucién amortiguadora de siembra 5X
de proteinas (ANEXO II). Las muestras fueron calentadas a 100 °C durante 3 min,
centrifugadas y sembradas en cada uno de los pocillos. Como marcador de peso
molecular se utilizé el Precision Plus Protein™ All Blue Standards (Bio-Rad®, 161-0373).
Las electroforesis fueron desarrolladas a voltaje constante (200 V durante 1 h), tras la
cual los geles fueron tefiidos con Coomasie® Brilliant Blue G- 250 o fueron utilizados

para la transferencia a membranas de PVDF.

Para la evaluacion de posibles cambios en la sintesis de proteinas ARMs, se realizé la
cuantificacién de las intensidades de las bandas presentes en los geles, en relacidn a la
intensidad de las bandas correspondientes a la subunidad mayor de RubisCO,
utilizando el programa ImageJ, tanto para las plantas control, como para las sometidas
a los distintos tratamientos. Dicha cuantificacién fue realizada promediando los valores
de intensidad de bandas correspondientes a cada uno de los tres grupos identificados

por western blotting.
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ELECTROTRANSFERENCIA A MEMBRANAS DE PVDF

Las proteinas previamente sometidas a SDS-PAGE fueron electrotransferidas a
membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) Immobilion™ (Millipore
Corporation, Bedford, MA, USA) con tamafio de poro de 0,45 um, mediante el sistema
Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad® laboratories, Richmond, CA,
USA) segun las especificaciones del fabricante: brevemente, de acuerdo al tamano del
gel a transferir, fueron seccionadas dos piezas de papel Whatman y una membrana de
PVDF del mismo tamafio que el gel a transferir (7 cm x 8 cm). El papel Whatman vy las
almohadillas de fibra fueron equilibrados en solucion amortiguadora de transferencia
(ANEXO 1l) durante al menos 15 min. La membrana de PVDF fue activada
prehumedeciéndola con metano metanol 100% durante 2 min, sumergida en agua
bidestilada durante 5 min para eluir el metanol y equilibrada con solucién
amortiguadora de transferencia (BT) durante 5 min, para desplazar el agua. Los
diferentes componentes fueron colocados en “sandwich” en el siguiente orden:
almohadilla de fibra, [dmina de papel Whatman, el gel de poliacrilamida y almohadilla
de fibra. La transferencia de las proteinas a la membrana fue desarrollada aplicando
una corriente constante de 30 mA — 9V durante toda la noche. El proceso fue
desarrollado utilizando la tincién reversible con rojo Ponceau para verificar la
transferencia de proteinas desde el gel hacia la membrana. Las membranas fueron
tefiidas con una solucion de 0,5% (p/v) de rojo Ponceau en 1% (v/v) de acido acético
durante 1 min, seguida de descoloracién en agua hasta la obtencién del contraste

deseado y de un lavado con NaOH 0,1 N para remover completamente la tincion.
Inmunodeteccion

La deteccidn de proteinas especificas transferidas desde el gel de poliacrilamida a la
membrana, fue realizada utilizando anticuerpos primarios anti-ARM. El anticuerpo
primario fue seleccionado evaluando el grado de conservacién de residuos de
aminoacidos en cada posiciéon (WebLogo 3.0: http://weblogo.threeplusone.com /) en
cada repeticion ARM de A. thaliana. Puesto que presenta un bajo nivel de
conservacion residuos de aminodcidos, se utilizé un anticuerpo cuyo epitope reconoce
diferentes regiones de las repeticiones ARM. De dicho andlisis surgié que el anticuerpo

mas adecuado es el anticuerpo policlonal anti-ARMC8 (H- 300: sc- 98534, Santa Cruz
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Biotecnology, Inc.) que reconoce 7 repeticiones ARM (de las 14 presentes en la
proteina). El ARMCS8 es un anticuerpo dirigido contra los residuos de aminoacidos 311-

610 dentro de una region interna de ARMC8 de origen humano.

Para el bloqueo de reacciones inespecificas las membranas fueron tratadas con BSA
3% (p/v) en TBS. El proceso fue realizado con agitacidon continua durante 2 h a Tamp,
seguido de tres lavados. Posteriormente las membranas fueron incubadas con el AC
primario anti-ARMC8 [diluciéon 1/200 en 10 ml de SB2] (0,5% BSA en TBS) durante toda

la noche a 4 °C con agitacion.

El anticuerpo primario fue removido por lavado con TBS (2 veces por 10 min cada una).
Posteriormente las membranas fueron incubadas durante 1 h con el anticuerpo
secundario Anti-Mouse, Rabbit and Rat IgG Biotin Conjugates (Sigma®, B1404)

rio

[dilucién 1/500 en 10 ml de SB2] con agitacion constante. Posteriormente el AC 2" fue
descartado y las membranas fueron lavadas con TBS 3 cambios durante 30 min y
posteriormente con al menos 3 cambios de SB2, 15 durante min con agitacion
constante. El revelado fue desarrollado; incubando las membranas con el reactivo
Vectastain ABC® (Anexo Il) al menos 30 min con agitacién constante. Posteriormente
fueron transferidas a la solucién del sustrato DAB (Sigma®, D4418), variando el tiempo
de incubacién para cada sustrato (mdximo 3 min a T,mp). Finalmente, las membranas

fueron lavadas con agua destilada (2 cambios de 5 min cada una) y dejaron secar al

aire. Las mismas se conservaron en la oscuridad y a 4 °C hasta su registro fotografico.
TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES
Giberelinas (GA)

El tratamiento con GA fue realizado tanto en plantas salvajes de A. thaliana (Col 0)
como en plantas mutantes pub16 y gidla de estadio 13 por triple aspersién cada 2 dias
con 100 uM y 1000 puM de GA; (Sigma®, G7645) bajo condiciones de crecimiento
controladas. Para cada tratamiento fueron registrados dos pardmetros: los valores de
altura de plantas hasta floracion y dias a floracion. El experimento fue repetido dos
veces. De cada replica, fueron recolectadas al azar 50 flores tratadas, estas fueron

congeladas y almacenadas en N; liquido para su posterior extraccion de ARN y
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proteinas. Como control negativo del experimento, el GA fue reemplazado por el

vehiculo (agua bidestilada, bdH,0).
Acido Abscisico (ABA)

Para los tratamientos con ABA (Sigma®, A1049) 50 flores de A. thaliana (Col 0) en
estadio 13 fueron seleccionados al azar de diferentes plantas. Las concentraciones y
los tiempos seleccionados fueron: 100 uM y 200 uM durante 2, 4, 8, 11 o 24 h. Estas
fueron colocadas en un disco de poliestireno con pequefios agujeros que contienen las
soluciones de ABA. Todo el arreglo fue dispuesto en cajas de Petri. Para ambas
concentraciones de ABA y los cinco tiempos ensayados, los experimentos se repitieron
dos veces. Las flores tratadas fueron congeladas y almacenadas en N, liquido para su
posterior extraccion de ARN y proteinas. Como controles experimentales, el ABA fue
reemplazado por el vehiculo (bdH,0). La medicién de la longitud de los pistilos fue
realizada registrando imdagenes de flores mediante una lupa binocular (Modelos TL3,
Olympus) equipada con una camara digital (Nikon). La longitud del pistilo fue
establecida como la distancia desde la base del pistilo a la base de las papilas estigma y
las mediciones fueron realizadas sobre los registros, utilizando el programa Image)

(NIH, Bethesda, Maryland, EE.UU.).
Estrés salino

El estrés salino fue desarrollado de acuerdo al procedimiento de Shavrukov, 2012 con
50 mM y 100 mM de NacCl (Sigma®, S5886) durante 10 dias a partir del estadio de
roseta de 8 hojas en plantas de A. thaliana (Col 0). El riego con solucién Hoagland
modificada, fue retomado una vez transcurrido el periodo de tratamiento. Para cada
tratamiento fueron registrados dos parametros: altura de plantas hasta final de
floracién y dias a floracién. El experimento se repitié dos veces. De cada réplica, fueron
colectadas al azar 50 flores, las que fueron congeladas y almacenadas en N, liquido
hasta su utilizacion para la extraccién de ARN y proteinas. Como control experimental,

el NaCl fue reemplazado por solucion Hoagland.
INMUNOFLUORESCENCIA DE PROTEINAS ARM

Para la localizacidn de proteinas in situ en montaje completo fue utilizada al técnica de

de Sauer y col., 2006 con leves modificaciones.
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Las flores de plantas de A. thaliana salvaje y las mutantes pub16 y gidla tanto crecidas
bajo condiciones normales, como tratadas con GA fueron colocadas en tubos de
microcentrifuga en la solucion fijadora por 5 h a Tyn (ANEXO Il). Posteriormente
fueron lavadas con 1X PBS a Tamb, (dos veces durante 5-10 min c/u), seguida de dos
lavados con agua destilada (5 min c/u) y depositadas sobre un portaobjetos con una
gota de agua hasta su completo secado (~1h a Tamp). Las muestras fueron rehidratadas
con PBS 1X a T,mb, Y luego de descartar el excedente, los portaobjetos fueron
transferidos a cdmara himeda e incubados en PBS-celulasa 0,5% y macerozima 0,15%
15 min a 37 °C. Después de dos lavados con PBS 1X las muestras fueron tratadas con
Tritdn X-100 durante 1 h a T,np. Transcurrido dicho periodo, el Tritdn X-100 fue
eliminado, el material lavado con PBS 1X e incubando durante 5-10 min a Tamb

repitiendo esta etapa de lavado entre 5 y 10 veces adicionales.

Los estigmas fueron incubados con BSA al 3% durante 60 min a Tamp. Luego de eliminar
el BSA los estigamas fueron incubados con 150 ul del anticuerpo primario: Rabbit
Polyclonal anti-ARMC8 (armadillo repeat containing 8) (sc-98534, Santa Cruz
Biotechnology Inc®.) dilucién 1/50. Los tejidos fueron cubiertos con tiras de Parafilm y
los portaobjetos transferidos a cdmara humeda e incubados durante toda la noche a 4

°C.

El anticuerpo primario fue eliminado utilizando PBS 1X de los portaobjetos e incubado
10 min a Tamp, este paso fue repetido cinco veces. Posteriormente fue agregado el
anticuerpo secundario: Goat anti-rabbitt IgG-Cy3 conjugated antibody, dilucién 1/500
(Chemicon-Millipore®, AP108C) sobre los portaobjetos, durante 3 h a 37 °C.
Transcurrido dicho periodo el anticuerpo secundario fue eliminado de los portaobjetos
y los tejidos fueron lavados con PBS 1X e incubados durante 10 min a T,mp. Este paso
fue repetido cinco veces. A continuacion fue eliminado el PBS 1X, seguido de la adicion
de medio antidecayente (VECTASHIELD®, Vector #H1400) a los portaobjetos.
Finalmente, los tejidos fueron cubiertos con cubreobjetos y mantenidos en la
oscuridad hasta su observacion. Las observaciones y registros fueron realizados bajo el
microscopio de epifluorescencia (Olympus BX50) y mediante una camara de CCD

refrigerada Apogee.
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CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA MUTANTE PUB16

Dicho procedimiento debio realizarse antes de acometer los estudios experimentales,

ya que al presente no se hallaron registros de la caracterizacién fenotipica de las

plantas mutantes Atpubl6. Para la seleccion de los parametros se siguieron los

criterios establecidos por Griffiths y col., (2006) y se éstos fueron comparados con

obtenidos en plantas salvajes, tanto las crecidas en condiciones de sustrato estéril,

como in vitro. Cada condicidn fue realizada por octuplicado. En los tratamientos con

GA se selecciond la concentracién de 1000 uM, 3 veces por semana, tanto en el

periodo vegetativo, como en el reproductivo; siguiendo los procedimientos detallados

previamente. Se evalud el periodo que abarca el fin estadio de plantula hasta el fin de

la floracion (aparicién de silicuas).

Las variables relevadas fueron:

*

Periodo de germinacion: para la determinacion de dicho valor fueron contados
los dias desde la siembra, hasta la aparicion de las 2 primeras hojas
cotiledonares. Esta determinacidn fue realizada a ojo desnudo.

Medicion de la longitud de la rama principal: para la evaluacion de la altura de
la rama principal las plantas fueron tutoradas mediante precintos fijados a una
columna por cada maceta generando una serie de anillos. La medicion fue
realizada cada 48 h.

Medicion del diametro de la roseta: esta fue realizada sobre las 2 hojas en
estado vegetativo de mayor tamafo, una vez que la medida fue constante
durante 3 mediciones sucesivas, luego de la elongacién de la vara floral.
Elongacion foliar: los valores de longitud foliar fueron relevados desde el
momento de la aparicién de la primera hoja verdadera, hasta valores
constantes de la misma. Dicha operacidn fue llevada a cabo cada 48 h.
Medicion de longitud radicular: la siembra fue realizada segun el apartado
“condiciones de crecimiento” y las mediciones fueron tomadas por un calibre.
Recuento de silicuas, caracteristicas y numero de granos: el recuento fue
realizado sobre la rama principal de cada planta para cada tratamiento
experimental y los valores obtenidos fueron promediados. Para Ia

determinacion de las caracteristicas morfoldgicas de las silicuas fueron
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utilizadas las silicuas que se encontraban aproximadamente en la mitad de la
rama principal, el criterio fijado consistié en tomar las medidas promediando
los valores obtenidos mediante el relevamiento de las silicuas 16™ a la 20™.
Fueron medidos tanto el largo como el ancho de las mismas. Dicha medicién
fue realizada una vez que la planta dejo de emitir flores sobre la rama principal.
Para el didmetro, longitud y nimero de granos en las silicuas se aguardd que
éstas evidenciaran cierto grado de senescencia, indicio fehaciente de cese de
actividad fisioldgica de crecimiento. Para el recuento de granos se tomd una
silicua de la posicién 18" o la mas cercana en el caso de que ésta fuese infértil.
# Dias a floracion: dicho parametro fue determinado contando los dias
transcurridos desde la emergencia de la plantula hasta la aparicion de la

primera flor.
ANALISIS ESTADISTICO

Para los andlisis estadisticos los estudios se realizaron por triplicado o quintuplicado
(dependiendo de cada ensayo). Los datos adquiridos fueron promediados y en cada
caso se calculé el desvio estandar (SD). Los datos fueron analizados por andlisis
unidireccional de varianza, utilizando el programa SAS (Statistical Analysis Systems,
SAS. Institute, Inc., 1999). Los resultados del andlisis de la varianza (ANOVA) y las
diferencias de medias fueron obtenidas por el test de Tukey (a = 0,05) para cada uno
de los ensayos de cuantificacion tanto de expresion génica como los de sintesis de
proteinas. Las columnas con diferentes letras corresponden a las diferencias
estadisticas detectadas. Para el ensayo de polinizacidn y la seleccidn de tratamientos
se utilizé el test de Student. Los asteriscos indican el grado de significatividad
estadistica de las diferencias encontradas entre las plantas tratadas y las plantas

control (¥*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001).
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LA NATURALEZA QUIMICA DE LA ADHESION POLEN-ESTIGMA EN

A. THALIANA

Para estudiar la naturaleza quimica de la adhesion polen-estigma en A. thaliana, se
examinaron compuestos que interfieren con las interacciones electrostdticas o
hidrofébicas y que se postula que podrian estar involucrados en la perturbacién de los
contactos adhesivos. Se realizaron incubaciones de 5 estigmas por 1% h, con diferentes
compuestos quimicos preparados en distintas concentraciones segun se especificé en
la seccidn correspondiente de Materiales y Métodos. Para la cuantificacion de granos
de polen adheridos a los estigmas se utilizé azul de anilina como colorante especifico
para calosa, un polisacdrido presente en las paredes celulares y los tapones de los

tubos polinicos de la mayoria de las angiospermas (O’Brien y McCully, 1981).

Figura 24: Tincion con azul de anilina de granos de polen adheridos al

estigma de A. thaliana salvaje. A la izquierda se muestra estigma

polinizado (A) y a la derecha uno sin polinizar (B). Las flechas sefialan

algunos de los granos de polen (azul oscuro) adheridos.
En la figura 24 se muestran ejemplos de estigmas de A. thaliana, tefidos con azul de
anilina observados por microscopia de luz transmitida. Dado que este colorante se une
al polisacarido calosa impregnando algunas membranas y obturando los orificios de las
paredes celulares transversales de los tubos cribosos, permite la visualizacion de cada

uno de los granos de polen y su correspondiente cuantificacién. Dicho procedimiento

se repitid para cada uno de los cinco estigmas incubados en cada una de las
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concentraciones evaluadas para cada compuesto quimico usado en el estudio (Tabla

1).
Etanol 10% - 100%
NacCl 0,01M-4M
LiCl 0,01M-8M
EDTA 001M-1M Tabla 1: Compuestos quimicos con
Urea 0,01M-8M sus  respectivos rangos de
DTT 0,5 mM - 250 mM concentraciones utilizados para
Tripsina 0,05 mg/ml - 3,5 mg/ml evaluar la naturaleza quimica de la
Acido acético 0,25M-2M interaccién polen-estigma.
Acido clorhidrico 0,125N-2N
Hidréxido de sodio 0,125M - 4M
Tritén X-100 0,05% -1%
SDS 0,01% -2 %

En la tabla 1 se muestran los rangos de concentraciones de los compuestos quimicos
ensayados: cloruro de sodio (NaCl), EDTA, urea, ditiotreitol (DTT), tripsina, cloruro de
litio, etanol, SDS, acido acético, acido clorhidrico, hidréxido de sodio y Triton X-100. En
las figuras 25 y 26 se resumen los resultados obtenidos para cada uno de los

tratamientos (diferentes compuestos quimicos en distintas concentraciones).

En estos ensayos se corrobora que algunos tratamientos permiten la remocién de los
granos de polen del estigma y con otros no se observa este efecto. Algunas sales,
incluyendo el NaCl hasta 1M y altas concentraciones de LiCl, o cadtropos como urea
6M, resultan completamente ineficaces en la remocién de los granos de polen unidos
al estigma. Esto puede observarse dado que el nimero de granos de polen que
permanecen unidos, es similar al control negativo del experimento. De la misma
manera, se pudo observar que el etanol, tampoco logra el desprendimiento del grano
de polen, aun en altas concentraciones. Lo propio ocurrié en los tratamientos
enzimaticos con proteasas, como la tripsina, que no fueron efectivos en remover los
granos de polen adheridos, aunque estas enzimas por el método empleado, podrian

haber tenido un acceso limitado a las moléculas de adhesion bajo estudio (Figura 25).
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Figura 25: Diferentes concentraciones de agentes quimicos que resultan incapaces de remover granos
de polen adheridos a estigmas de A. thaliana.

Tanto los acidos (clorhidrico y acético) como la base (hidréxido de sodio) sélo fueron
efectivos en la remocion del grano de polen a concentraciones en las cuales la
integridad del tejido se vio comprometida. Sin embargo, algunos agentes quimicos
fueron efectivos en bajas concentraciones, como el detergente desnaturalizante
aniénicos (SDS) y el no desnaturalizantes no iénicos (Tritén X-100). La adhesién polen-

estigma fue también resistente a agentes reductores fuertes como el DTT.
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Figura 26: Diferentes concentraciones de los agentes quimicos con capacidad de remover los granos de
polen adheridos a estigmas de A. thaliana.
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En la tabla 2 se resumen las concentraciones minimas necesarias para reducir la
adhesién del polen al estigma y las concentraciones minimas para la remocién

completa de los granos de polen para aquellos compuestos quimicos que resultaron

capaces de afectar la interaccion polen-estigma.

L. Concentracion minima Concentracion minima para la remocion
Compuesto quimico . L s
para reducir la adhesion* completa de granos de polen

Acido acético 0,25 M 1,5 M

Acido clorhidrico 0,125N 1N

Hidréxido de sodio 05N 2N

Tritén X-100 0,05% 0,5%

SDS 0,1% 1,5%

Tabla 2: Agentes quimicos capaces de remover granos de polen: concentracién minima para reducir
la adhesién y concentracion minima de los mismos para la remocién completa de los granos de
polen adheridos a los estigmas. *Concentraciéon a la cual el 50% de los granos de polen son
removidos

MORFOLOGIA E HISTOLOGIA DE LAS ESTRUCTURAS REPRODUCTIVAS INVOLUCRADAS

EN EL CONTACTO POLEN-ESTIGMA EN A. THALIANA

Para la caracterizacién morfolédgica e histologica de las estructuras reproductivas
(polen y estigma), se utilizaron técnicas de microscopia Optica de luz transmitida
directa (MO), electrénica de transmision (MET), electrénica de barrido (MEB) y de
epifluorescencia (MEF). Estas técnicas se llevaron a cabo segun los protocolos de
fijacion, deshidratacidn, inclusion en resinas y seccionamiento previamente reportados
(Kandasamy vy col., 1994, Ruzin, 1999, Sorensen y col., 2002), descriptos en la seccién

Materiales y Métodos.
Morfologia del polen y estigma utilizando MO y MET

La morfologia de las estructuras reproductivas involucradas en el contacto inicial, es
decir, entre la cubierta del polen y el estigma, se llevd a cabo utilizando MO mientras
gue la interaccion polen-estigma a nivel ultraestructural se realizé por MET. Para ello
se realizaron las inclusiones en los medios correspondientes segun el tipo de técnica
de microscopia a utilizar: parafina o Histoplast® para MO y resinas tipo epoxi para MET

(Acosta y col., 2008).
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Figura 27: Caracterizacion morfoldgica de las estructuras reproductivas de A. thaliana utilizando MO.
(A) Diafanizado y tincion con safranina de la flor completa. (B) Orientacion del corte de la estructura a
estudiar (cortes transversales: barra azul y longitudinales: barra roja. (C) y (D) interaccién polen-
estigma. (E) Corte semifino con ultramicrétomo del estigma y estilo utilizando el protocolo de inclusidn
en Araldita. (F) Corte con micrétomo tipo Minot correspondiente al estigma y estilo utilizando
protocolo de inclusién en parafina o Histoplast . (G) Interaccién polen-estigma. (H) Estomas en el
estilo. (1), (J) y (K): Cortes longitudinales del ovario. (L) y (M): cortes transversales del ovario. En ambos
sentidos de corte puede observarse la disposicidon caracteristica de las estructuras reproductivas del
género Arabidopsis. Barra: 1 mm (a-b); 10 um (c-h) y 20 um (i-n). a: antera; c: citosol; ct: cuticula; dc:
depdsitos de calosa, dl: depdsito lipidico, e: estoma; f: filamento; F: funiculo; gp: grano de polen; L1:
[6culo 1; L2: léculo 2; M: micrépilo; Ov: ovario; ov: 6vulo; P: pared del ovario; p: pétalo; pp: papila
estigmatica; R: replum; sg: estigma; st: estilo; Tp: tubo polinico; tt: tejido de transmisidn.
Para los estudios ultraestructurales, se ensayaron inicialmente inclusiones utilizando
dos resinas tipo epoxi: Araldita 502 y Epon 812. Los cortes semifinos de 0,5 um
obtenidos por ultramicrotomia fueron registrados con la cdmara CCD acoplada al
microscopio Optico. En la figura 27 se observan los resultados obtenidos para la
caracterizacién por MO. El seccionamiento se llevé a cabo en flores en estadio 13, en el
que los pétalos se hacen visibles entre los sépalos y contindan alargandose
rapidamente. El estigma es receptivo en esta etapa (Figura 27 (A)). Los filamentos de
los estambres se extienden aun mas rdpido por lo que éstos superan la longitud del
gineceo, habilitando asi el proceso de autopolinizacién. En el gineceo maduro se
pueden distinguir sus tres regiones: un estigma apical, un estilo, (Figura 27 (E)) y un
ovario basal (Figura 27 (I-M)). En los cortes longitudinales pueden observarse los
O6vulos de orientacién parietal y sus respectivos rudimentos seminales de tipo
anatropo, esto es, con la curvatura localizada a nivel del funiculo. En la extremidad
libre del rudimento se observa una pequefa abertura en los tegumentos llamado
micrépilo (Figura 27 (K)). En los cortes transversales del ovario pueden distinguirse
claramente dos léculos, en los que se encuentran alojados de 15 a 20 évulos parietales
separados por el tejido de transmision y el correspondiente replum (Figuras 27 (L) y

(M)). Una vez que se produce la polinizacidn, los tubos polinicos crecen alcanzando los
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ovulos para fecundar, los estambres se extienden por encima del estigma y se define la

delimitacion entre el replum y las valvas.

Ademas, se observa la presencia de granos de polen tricolpados y trinucleados, tipicas
estructuras adaptadas a la germinacion sobre estigmas secos donde la hidrataciéon es
lenta y regulada. Cuando las flores fueron incluidas en la resina Epon 812, dada su baja
viscosidad exhibié mejor capacidad de infiltracién y su seccionamiento resultdé mas

adecuado y sencillo comparado a la infiltracién con Araldita.

Figura 28: Ultraestructura del estigma y del grano de polen de A. thaliana. (A) Morfologia caracteristica
de una papila estigmatica previa al contacto con el grano de polen, (B) Imagen de un grano de polen en
contacto con la papila, (C) Detalle de Ila interacciéon polen-estigma, nétese que los precipitados
osmiofilicos (flechas) caracteristicos de depdsitos lipidicos se disponen de modo discontinuo indicando
que la interaccion puede no ser exclusivamente lipidica. (D) Detalle ultraestructural de una papila de la
cudl ha sido removido el grano de polen. Las flechas indican la huella del grano de polen. Se indica en el
extremo inferior derecho la pared celular y membrana plasmatica del estigma, (E) Ultraestructura de un
grano de polen hidratado mostrando los depdsitos lipidicos osmiofilicos en su interior (flecha), (F) Imagen
representativa del detalle de las baculas del grano de polen en el contacto inicial con el estigma, se indica
con la flecha el depésito lipidico caracteristico del contanto, B: baculas; E: exina; P: grano de polen: PC:
pared celular; MP: membrana plasmatica; St: estigma; V: gran vacuola central. Barras en: (A), (B) y (D) 0,5
um; (C) 1 pm; (F) 0,2 um; (E) 2 um.

Utilizando MET y como un primer paso para el posterior andlisis del sistema molecular
gue se intentaba estudiar, se caracterizd la compleja estructura subcelular de Ia
interaccion polen-estigma. En la figura 28 se observan los detalles ultraestructurales de

los componentes involucrados en dicho proceso. La figura 28 (A) es una imagen
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panoramica, de baja magnificacién, representativa de una papila estigmatica en los
momentos que preceden al contacto con el grano de polen. En la imagen puede
visualizarse claramente la separacion del complejo formado por la cuticula, la pared
celular, la membrana plasmatica de la papila, respecto de la membrana que limita a la
vacuola. También se destaca el escaso a nulo contenido particulado en el interior de
vacuola, reflejando una exigua actividad metabdlica. Dicha situacidn es caracteristica
de esta estructura en los periodos que preceden el establezcimiento del contacto
polen-estigma. Las figuras 28(B) (panoramica) y 28(C) (con mayor magnificacion),
ejemplifican momentos iniciales de la interaccién del complejo polen-estigma. En esta
fase se destaca la presencia de un precipitado osmiofilico discontinuo entre ambas
estructuras reproductivas. Dicho depésito corrobora el caracter lipidico de Ia
interaccion, constituyendo una caracteristica tipica de la interaccion de los estigmas
secos con los granos de polen. Sin embargo, el examen mas cuidadoso del fenémeno
revela que la interaccién no es uniforme, representando un hallazgo original que
impide caracterizar esta interaccién como exclusivamente lipidica. Asimismo, en esta
imagen se observa claramente la reorientacién de la red vacuolar hacia el sitio de

contacto (Figura 28(C)).

La figura 28(D) constituye un ejemplo de la generacién de una huella o footprint en la
superficie de la papila a posteriori de la remociéon del grano de polen como
consecuencia de la accion de agentes fisicos, quimicos (o una combinacién de ambos)
como los descriptos en el apartado precedente. Adicionalmente, en esta imagen se
observan claramente los cambios acaecidos en la vacuola, la qué luego del contacto
con el polen, adquiere abundante material particulado en su interior y se orienta hacia
el punto de contacto, reflejando una intensa actividad metabdlica (flechas rojas) en

respuesta al contacto previo con el grano de polen.

Las figuras 28(E) y 28(F) muestran la ultraestructura del grano de polen, con los
caracteristicos depésitos lipidicos, las baculas electrodensas y el tectum. Se destacan
las vacuolas dilatadas que se crean por la fusién de pequefias vacuolas preexistentes
(Owen y Makaroff, 1995) posteriormente sufren escisiones por la invaginacion del
tonoplasto y algunas vacuolas son exocitadas (Yamamoto y col.,, 2003). El analisis

ultraestructural del sistema en estudio permitid corroborar caracteristicas descriptas
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en la bibliografia, pero también sembrd nuevos interrogantes a develar en el presente

trabajo de tesis.

Caracterizacion del Polen y el Tubo Polinico por MEF y MEB

Ensayo de polinizacion utilizando MEF

Como se indicd previamente, el procedimiento estandarizado para el estudio de los
estigmas vy estilos polinizados, es mediante la tincién con el colorante azul de anilina,
especifico para callosa y su observaciéon por microscopia de fluorescencia (O’Brien y
McCully, 1981). Las paredes de los tubos polinicos y los tapones de calosa producidos
en el interior de los mismos, muestran una senal de fluorescencia caracteristica
(Kearns e Inouye, 1993). Esta prueba también es util para determinar la presencia de
autoincompatibilidad gametofitica en la que los tubos polinicos incompatibles son

arrestados durante el crecimiento del tubo polinico en el estilo.

Figura 29: Ensayo de polinizacion de A. thaliana. Luego de la interaccién polen-estigma, el grano
de polen se hidrata y germina (A). El tubo polinico emerge luego de esto y avanza por el estilo y
tracto de transmisién (B) hasta alcanzar los évulos donde ingresa a través del micrépilo (C). Se
indican los depdsitos de calosa con flechas rojas. Barra en (A): 50 um, barras en (B) y (C): 100 um.

El ensayo de polinizacion utilizando MEF (Figura 29) permitié llevar adelante todos los
experimentos funcionales que permitieron la deteccién y cuantificacion especifica de
los contactos polen-estigma. Este bioensayo permite diferenciar los sistemas Sl de los
SC y detectar los granos de polen germinados y los depésitos de calosa sintetizados a
lo largo del tubo polinico (Kerhoas y col., 1983), caracteristicos de una especie SC como

A. thaliana.
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Morfologia del polen utilizando MEF y MEB

Utilizando MEF combinada con MEB se llevé a cabo la caracterizacién de los granos de
polen. En la figura 30A se observan granos de polen tefiidos con azul de anilina, donde
se destacan los colpos o aperturas de la exina. A través de estas estructuras ocurre su
germinacién, con la posterior emergencia del tubo polinico. En las micrografias
correspondientes a MEB (Figuras 30B y C) se observan los granos de polen

caracteristicos, con el reticulado propio de las especies del género Brassica.

Como para la mayoria de las angiospermas, el grano de polen posee una pared de
doble capa (endexina debajo de la ectexina) separados por baculas o columelas (Saenz
Lain, 2004). Las baculas se encuentran formando un patrén regular. Estas especies de
columnas poseen generalmente un agrandamiento apical, que permite que
establezcan contactos entre si, dando lugar al tectum con un tipico patrdn reticulado,
como es el caso de A. thaliana. Dentro de los pardmetros morfolégicos mas
importantes para los granos de polen, se midieron la longitud o eje polar: P=28 um,
didametro ecuatorial E=21 um (relacién P/E= 1,33). La morfologia del grano de polen es
del tipo subprolato (en los qué la relacién entre el eje polar y el didmetro ecuatorial
debe encontrarse en el rango 1,14 a 1,33), con tres colpos. Estas aperturas alargadas
se observan claramente dado que presentan una disminucién en el grosor de la exina.
Estas caracteristicas pueden ser identificadas utilizando ambos tipos de microscopia

MEF y MEB.

Figura 30: MEF y MEB para caracterizar los granos de polen de A. thaliana. (A) MEF
de los granos de polen donde se observan los colpos y la estructura reticulada de la
exina. (B) y (C) MEB de los granos de polen. Las micrografias electrénicas fueron
utilizadas para la caracterizacion morfolégica del mismo, como se describe en el
texto.
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ESTUDIO DE PROTEINAS CON REPETICIONES ARMADILLO EN A. THALIANA: ATARMS

Caracterizacion funcional de la familia de proteinas AtARMs, utilizando

herramientas bioinformaticas

Anadlisis filogenético de proteinas AtARMs

Luego de la caracterizacién morfoldgica de la interaccién polen-estigma, y en funcién
de los hallazgos que permitian relativizar que en dicho proceso la interaccion fuese
exclusivamente de indole lipidica, se realizaron estudios bioinformadticos con el
objetivo de encontrar probables proteinas del estigma que pudiesen estar
involucradas en la via de sefializacién que se dispara como consecuencia de dicho
contacto. Como se demostrd previamente, esta interaccion es de naturaleza lipofilica
como evento inicial, que se complejiza a continuacién por la activacidon de una cascada
de seiializacién que permite la aceptacién o rechazo del polen propio mediado por
interacciones de naturaleza proteica. En B. napus, se ha postulado que en esta via
participan proteinas claves, como BnARC1, pertenecientes a la suUperfamilia de
proteinas con ARM. En la presente tesis se realizo la blisqueda de proteinas con un alto
grado de homologia a BnARC1 en A. thaliana. Para realizar un rastreo (screening) de
los genes de las proteinas ARM presentes en el genoma de Arabidopsis se utilizo la
base de datos TAIR. Mediante dicho procedimiento, se encontraron 113 posibles
polipéptidos pertenecientes a la superfamilia de proteinas AtARM, codificados en 113
loci. Con el objetivo de comparar las secuencias de residuos de aminodcidos de estos
posibles polipéptidos se alinearon las secuencias de aminodcidos de esta superfamilia
de proteinas AtARM, con la secuencia de aminoacidos correspondiente a ARC1. Como
fue indicado en la introduccién, BnARC1 es un polipéptido ARM involucrado en la
aceptacién o rechazo del polen propio en especies de Brassica (Stone y col., 2003).
Para incrementar la consistencia de los resultados bioinformaticos, algunos autores
sugieren utilizar procedimientos conciliatorios empleando diferentes métodos
filogenéticos (Pefa, 2011). En la presente tesis, se adoptd este ultimo criterio para
conferir un mayor grado de confiabidad a los estudios. Para ello se utilizaron tres
algoritmos de reconstruccion diferentes, basados en distintos principios de
ponderacién, para la construccién de arboles filogenéticos: un algoritmo basado en

una matriz de distancias Neighbor Joining (NJ) (Letunic y Bork, 2007), un algoritmo
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para la construccion del arbol filogenético basado en el método de maxima parsimonia
(MP) (Felsenstein, 1993) y un algoritmo para estimaciones de la relacion de parentesco
entre moléculas a través de maxima verosimilitud (ML) (Strimmer y col., 1996). Se
asume que si las topologias de los arboles obtenidos usando los diferentes métodos
son concordantes, la hipdtesis filogenética resultante es considerada robusta (Pefia,
2011). En las figuras 31A, B y C se presentan respectivamente los resultados obtenidos.
En dichas reconstrucciones se observé que el locus mas cercano a BnARC1l es
At1g29340 (AtPUB17, PM: 79,834 kDa) cuya expresion y funcion han sido
completamente caracterizadas (Yang y col., 2006). Siguiendo el dendrograma basado
en ancestros comunes, en segundo lugar de proximidad se encontrd, utilizando tanto
el analisis filogenético mediante matriz de distancias NJ como los algoritmos de
reconstruccion MP y ML, At5g01830 (AtPUB16, PM: 73,600 kDa). Analizando los
arboles filogenéticos, ademas de AtPUB17 y AtPUB16, los polipéptidos putativos
ubicados en tercer lugar en cuanto a su proximidad a BnARC1 (At1g08315 vy
At5g15680), codificarian ambos para proteinas ARM no PUB dado que en su estructura
secundaria no se predicen regiones U-box. Continuando el analisis, el siguiente
candidato en los tres arboles corresponde a At1g60190 (AtPUB19, PM: 76,014 kDa) el

cual codificaria para otra proteina AtPUB-ARM.

Finalmente, siguiendo el andlisis filogenético, las otras proteinas putativas préximas a
BnARC1 son: Atlg71020 (AtPUB10) y At1g23030 (AtPUB11). Dichos polipéptidos
también resultaron coincidentes en cuanto a su posicién filogenética, en las tres
reconstrucciones realizadas. Hasta aqui, todas las secuencias analizadas poseen un
porcentaje de identidad superior al 30%, el cual es el umbral minimo requerido para

realizar los posteriores estudios de homologia funcional (Pearson, 2013).

A continuacién se describen las figuras correspondientes a los arboles filogenéticos

con sus respectivos algoritmos de reconstruccion (Paginas 93-95):

Figura 31: Arboles filogenéticos obtenidos luego del alineamiento de los 113 loci correspondientes a la
super familia de proteinas AtARMs con BnARC1. (A) Se utilizé el algoritmo de matriz de distancias
Neighbor joining (NJ) y para la reconstruccién del arbol, el programa disponible en linea iTol
([http://itol.embl.de/upload.cgi]) (Letunic y Bork, 2007). En cada nodo se indican los valores de
bootstrap (en rojo). La distancia evolutiva se muestra en la parte superior izquierda. (B) Arbol
filogenético obtenido por el método de maxima parsimonia (MP). (C) Arbol filogenético utilizando el
método de estimacion de filogenia a través de maxima verosimilitud (ML). Para (B) y (C) se utilizé el
programa disponible en linea, en el sitio web www.mobyle.pasteur.fr/
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Figura 31 (C)
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En resumen, de los estudios bioinformaticos surgié que los genes candidatos para ser
estudiados serian, en orden de proximidad filogenética a BnARC1, aquellos aque

codifican para las proteinas: AtPUB17; AtPUB16; AtPUB19; AtPUB11 y AtPUB10.
PREDICCION DE ESTRUCTURAS SECUNDARIAS Y TERCIARIAS DE PROTEINAS ATARMS

Teniendo en cuenta los resultados observados en los arboles filogenéticos en los que
las secuencias de aminoacidos de las mencionadas moléculas se encuentran préximas
a BnARC1, se realizé el andlisis bioinformdtico comparativo de las estructuras
secundarias y terciarias de las mismas. En la figura 32 se presenta un cuadro
comparativo de las estructuras secundarias para proteinas ARM de algunos eucariotas.
Se destacan en el recuadro verde los polipéptidos recientemente caracterizados en

plantas.

[ ] BN JAtPUB16
C N ] BN 1BnARC1
(N ] BN JAtPUB17
C IR ] [ DN D JACRE276

CE PHOR1

| ARABIDILLO1
R | B-catenina
NN I |rlacofilinal

(NI | o-Importina

[ UND: dominio N-terminal U-box

| | U:dominio U-Box

B ARM: repeticién armadillo, [ tipo ARM
@ 8TB: dominio BTB/POZ

B H: dominio HECT

Figura 32: Comparacion de estructuras secundarias presentes en familias de proteinas
ARM de plantas (recuadro verde) y animales. Debajo de la figura, se indican con cajas de
color los dominios de estructura secundaria presente en cada secuencia. Ver descripcion
en el texto. anartado Discusion.

El alineamiento multiple entre BnARC1, AtPUB17, AtPUB16, AtPUB19, AtPUB10 y
AtPUB11 arroja como resultado un arbol filogenético que relaciona estrechamente a
AtPUB16 con el nodo que conecta a BnARC1 con AtPUB17 (Figura 33A), en
concordancia con lo observado en los arboles filogenéticos mostrados previamente en

la figura 31. En esta figura se muestran ademas las estructuras 3D en las que se
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pueden observar que los plegamientos espaciales de los extremos C-terminales de las

ARM resultan similares en todos los casos (Figura 33B).

0.1
A AT1G23023_PUB11

AT1G71020_PUB10

AT1G60190_PUB19

ATS5G01830_PUB16

AT1G29340.1_PUB17

BnARC1

Figura 33: Predicciones de relaciones evolutivas y estructura espacial 3D de BnARC1, AtPUB17,
AtPUB16, AtPUB19, AtPUB10 y AtPUB11. (A): se muestra el arbol filogenético resultante de la relacion
evolutiva entre ellos obtenido utilizando el algoritmo NJ y se indica la distancia evolutiva en la parte
superior derecha. (B): utilizando la herramienta de visualizacidon molecular PyMOL se observan
similitudes en el patrén de plegamiento de cada una de las proteinas ARM. A continuacién se indican
las posiciones de los aminoacidos presentes en el modelado 3D de las ARM en el extremo C-terminal
mostrado: BnARC1: 379-648, AtPUB16: 371-645, AtPUB17: 392-684, AtPUB19: 411-595, AtPUB10: 340-
568 y AtPUB11:329-508.

Utilizando la base de datos UniProt junto con el programa de visualizacién de
estructuras 3D, PyMol, se predijeron los dominios ARM para cada una de las

secuencias estudiadas segun la tabla 3.

De acuerdo a los andlisis filogenéticos realizados, la secuencia AtARM mads cercana a
BnARC1 es AtPUB17 y tal como fue descripto en el apartado introductorio, esta
molécula ha sido caracterizada funcionalmente como una ligasa de ubiqutina E3 (Yang
y col.,, 2006). A continuacién, la molécula cuya secuencia estd filogenéticamente
relacionada es AtPUB16, la cual hasta el presente trabajo de tesis, no habia sido
descripta en la literatura (Acosta y col., 2012). Como puede observarse en la figura 32,
AtPUB16 posee tres secuencias ARMs, mientras que BnARC1 exhibe cuatro y en ambos
casos, un dominio U-box y uno N-terminal segun los predictores de dominios de las

bases de datos utilizadas (ver apartado Materiales y Métodos). Del alineamiento
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multiple que compara las secuencias de aminodcidos correspondientes a BnARC1 vy
AtPUB16 resulta que ambas moléculas poseen una similitud del 51% y una identidad
del 34% (Figura 34). Esto corrobora la similitud observada a nivel de estructuras
secundarias presentando las ARMs en tdndem y el dominio U-box, tal como se

describié previamente.

Numero de

Secuencia Posicion: rango de aminoacidos
ARMSs g

ARM 1:403 -444
BnARC1 4 ARM 2: 445 — 487
ARM 3:489-529
ARM 4:530-568

ARM 1:438-477
AtPUB17 4 ARM 2:479-520
ARM 3:523 - 562
ARM 4:564 - 601

ARM 1:399-438

AtPUB16 3 ARM 2:441-481
ARM 3: 484 - 523 Tabla 3: NUmero y posicién de ARM en la
secuencia de residuos de aminoacidos de
ARM 1: 406 - 445 BnARC1, AtPUB17, AtPUB16, AtPUB19,

AtPUB19 5 ARM 3:491 -533

ARM 4:536 - 577
ARM 5:579 - 620

ARM 1:373-413
ARM 2:415-454
AtPUB10 5 ARM 3:456 — 495
ARM 4:497 - 537
ARM 5:539-578

ARM 1: 363 -402
ARM 2:404-443
AtPUB11 5 ARM 3:445-484
ARM 4: 486 - 526
ARM 5: 528 - 567
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BnARC1 MATDSAMFASSRRRQSPSLEAFLSPVDLSDVPLLQTLSSISSEIVSCFSNARFSFQRRNT 60
AtPUBLGE MAVTLDSPSPARKRRPLVVGSFESPKLSSDTKLTRSLFLASHEISSMQPLP--FILRRNS 58
". :':Q:':- e :0 - Qt. - ::' - L - 2 . H 0'0:
BnARC1 RSLIRKVQVFAVLLQHLAPESS----LDPTAVLCFKELYLLLHHSKFLLRYCAHSSKLWL 116
AtPUBl6 LSLIRKVKILASVFDELLLPRSQLVVYSQSAHLCFEEMQIVMQORIKSLIDDCSRVSKLWL 118
LR N ... - - - L - .. L LR
BnARC1 LLQSPSLSSFFHDLSKDYSTLLDVFLPVDSLCLNDDVREQVQLLHMQH~~~~YVDDNNDE 172
AtPUBl6& LLQIDIVAFNFHELVTDLSTVLDILP-LHDFDLSDDAQDLISLLTKQCSDSVQFVDARDV 177
LR - .t:' '. .t:..:: ...: 0....:: :.ti - - - .'
BnARC1 TLRNRLYSFLDEFENGSVPNSEELRFFFFEKLAIKDPTSYREEIEFLEEQIKSHGCDLDP 232
AtPUBLlé ALRRKVTDTIAGIKHQISPDHSTL IKIFNDLGLSDSASLTDEIQRLEDEIQDQIDDRS- 235
- .. ... * . - - -, - . - - . - v, .Q.-t- . -
BnARC1 TRSVINGFIDITRYVMFLLFKIEDGNEIKKQRKRLISEEIENTFTTTLPKDFICSISLNL 292
AtPUBl6 ~KSAAASLIGLVRYSKCVLYGPSTPAPDFRRHQSLS ~~~ ==~~~ DANIPADFRCPITLEL 286
e <SS AN o S SN MR kAL
BnARC1 MNDPVIISTGQTYDRTSIARWIHQEGRSTCPKTGQKLVDLSFVSNLALRHLTTLWCEVTG 352
AtPUBl6 MRDPVVVATGQTYDRESIDLWIQS-GHNTCPKTGQVLKHTSLVPNRALKNLIVLWCRDQK 345
t."':::.ttﬁt.i - QQ:. .:.ttﬁtﬁtﬁ - 2 ':t‘. t-::n .Q.'.
BnARC1 LSHDSPKESLPKVFQTRASTEANKATLSILVQONLAHG-SELAAGEIRVLTRTVTETRTLI 411
AtPUB16 IPFELYGDGGGEPAPCKEAVEFTKHMVSFLIEKLSVADSNGVVFBLRALAKSDTVARACI 405
- - - LR IR .. 0.0 L - - -
BnARC1 VETGAIPYLRSLLKSQNAVAQENAVASIFNLSIDEANRSLIVEEHDCLEPIMSVLVSGLT 471
AtPUBl6 AEAGAIPKLVRYLATECPSLQINAVTTILNLSILEQNKTRIMETDGALNGVIEVLRSGAT 465
L - - .. - L B - .. LR .. .. - LRl -
BnARC1 MRAKEIAAATLYTLSSVHDYKKAIANADGCIEALALVLRNGTVRGKKDAVYALHSLWLHP 531
AtPUB16 WEAKANAAATLFSLAGVSAYRRRLGRKARVVSGLVDLAKQGPTSSKRDALVAILNLVAER 525
LR EARA N e » L - - - - .- LY LY -
BnARC1 DNCSLMVKRGGVSALVGALGEEAVAEKVAWVLGVMATESLGAESIGREETVVTGLMELMR 591
AtPUBl6 ENVGRFVEAG- VMGAAGDAFQELPEEAVAVVEAVVRRG—-GLHAVSAAFSLIRLLGEVMR 582
-n - - . - - - - - L - .. .. - LR
BnARC1 CGRPRGKEKAIATLLQLCTAGGAVVTEKVVKTPALAVLTRKLLLTGTDRAKRKAVSLSKV 651
AtPUBl6 EGADTTRESAAATLVTMCRKGGSELVAEMAAIPGIERVIWEMIGAGTARGGRKAASLMRY 642
- - " - t't¢ .. h . - . - - s ﬁ' L LRl - &
BnARC1 CRGCDONTOR———~———————————— === 661

AtPUBl6 LREWAAGDTHNTAAETQSIVVPTPSRIFSPVL 674

Figura 34: Alineamiento de secuencias de proteinas de BhnARC1 con AtPUB16. Se indican con
"*" Ja identidad (34%) y con ":" y "." la similitud (51%). Los colores de cada residuo de
aminodcido fueron asignados de acuerdo al algoritmo ClustalW segln las propiedades
fisicoquimicas de cada aminoacido (aa): rojo: AVFPMILW (aa pequeiios e hidrofébicos,
incluyendo aromatico Y); azul: DE (aa acidos); magenta: RK (aa basicos); verde: STYHCNGQ (aa
con grupos hidroxilos, amina, sulfhidrilos, incluyendo G); gris: aa inusuales.

ESTUDIO DE LA EXPRESION PROTEICA Y GENICA DE ATARMS HOMOLOGAS A BNARC1

PRESENTES DURANTE LA INTERACCION POLEN-ESTIGMA

Una vez obtenidos los datos bioinformaticos, que permitieron acotar la busqueda de
posibles moléculas AtARMs implicadas en la interaccidon polen-estigma durante el
proceso de fecundacion en A. thaliana, y con el objetivo de intentar dilucidar lo/s

posible/s rol/es de éstas en el mismo, se analizaron los perfiles de expresion proteica y
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génica en condiciones normales de crecimiento y bajo diferentes condiciones de
tratamiento hormonal y estrés salino, postulados como factores condicionantes de la

expresion de las proteinas ARMs en diversos procesos de regulacién celular.

Los extractos de proteinas totales a partir de los tejidos florales de A. thaliana (control
y sometidos a tratamiento hormonal y estrés salino), fueron analizados a mediante la
técnica de western blotting para intentar detectar y caracterizar a estas moléculas, en

el sistema bajo estudio.

En dicha metodologia se utilizé un anticuerpo dirigido contra las repeticiones armadillo
de las proteinas postuladas como participantes en el mecanismo de polinizacién de A.

thaliana.

Una vez logrado el reconocimiento por inmunoblot del conjunto de proteinas AtARMs,
se realizd un andlisis de localizacidon subcelular en estigmas polinizados de flores de
plantas control y sometidas a tratamientos, mediante técnicas de

inmunofluorescencia, usando el mismo anticuerpo.

Para correlacionar los datos obtenidos a nivel proteico, y dada la inexistencia de
anticuerpos especificos dirigidos contra las distintas AtARMs postuladas, se estudiaron
y cuantificaron los perfiles de expresién génica de las AtARMs objeto de estudio
mediante retrotranscripcion seguida de PCR (RT-sqgPCR) semicuantitativa en cada una
de las condiciones evaluadas previamente. También se evaluaron por esta técnica, los
niveles de expresion del posible receptor (ARK3) y la molécula postulada como blanco
de las AtARMs (EXO70A1), tanto en condiciones normales de crecimiento como bajo

los diferentes tratamientos analizados.

En cada caso particular se correlacioné la expresiéon de proteinas y ARNms de las
AtARMs, con bioensayos funcionales de polinizacién mediante técnicas de microscopia

de epifluorescencia y RTsg-PCR para Cal5S.

Finalmente y de manera particular, se utilizé la técnica de PCR en tiempo real (RT-
gPCR), ensayo de polinizacién e inmunofluorescencia, para caracterizar la expresién
génica y proteica de la molécula que emergidé como la principal candidata a jugar un rol
clave en el proceso en esta especie (AtPUB16), tanto en genotipos salvajes como

mutantes, sometidos al tratamiento con GA.

Pagina 102



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas FBCB-UNL - Lic. Maria Gabriela Acosta

SELECCION Y EVALUACION DE LOS ENSAYOS DE TRATAMIENTO HORMONAL Y ESTRES

SALINO

Varios estudios han postulado que las proteinas ARMs se expresan en respuesta a
diferentes condiciones de estrés ambiental (abidticos, temperatura, sequia, salinidad,
etc.) (Banzai y col., 2002; Yee y col., 2009). Por tal motivo y con el objetivo de intentar
dilucidar el rol de este grupo de proteinas en el sistema bajo estudio, se diseiié un
ensayo sobre plantas de A. thaliana en floracién (estadio 13: antesis -
autopolinizacién). En el mismo se evaluaron los efectos hormonales (GA y ABA) y salino

(NaCl) sobre la expresién de genes para este conjunto de AtARMs.

En el tratamiento hormonal se analizaron los posibles efectos de dos fitohormonas
antagonistas: acido abscisico (ABA) el cual esta involucrado en la dormancia de la
semilla y la abscision de las hojas y giberelina (GA) que estimula la floracion
promoviendo el desarrollo de los frutos. Ambas hormonas se evaluaron en dos
concentraciones y los tratamientos se llevaron a cabo segun el siguiente protocolo:
tratamiento hormonal con ABA 100 y 200 uM (2, 4, 8, 11 y 24 h en contacto directo;
Figura 35) y con GA 100 uM y 1000 uM (triple rociado de plantas en floracién cada dos
dias; Figura 36). El estrés salino se indujo usando soluciones de riego NaCl 50 mM y
100 mM durante 10 dias consecutivos, desde el estadio de roseta de 8 hojas (Figura
37) restaurando posteriormente el riego con solucion Hoagland N° 1 (Figura 35)

(Banzaiy col., 2002; Sunkar y col., 2003; Yan y col., 2006; Shavrukov, 2013).

Los ensayos realizados sobre flores de A. thaliana con 100 uM de ABA, a partir del
tratamiento de 8 h mostraron incrementos significativos de la longitud promedio de
los pistilos, respecto de los controles no tratados. Se observa claramente una
tendencia de aumento de la longitud estilar, de aproximadamente un 23% a partir de
dicho tratamiento. Por otro lado, las flores tratadas con ABA 200 uM mostraron una
elongacion aun mayor del estilo (33%) con respecto a las plantas control.
Adicionalmente, estas mayores diferencias significativas, fueron detectadas mas
tempranamente, a partir de las 4 h de tratamiento, manteniéndose en valores

semejantes a las 8, 11y 24 h (Figura 35).
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Figura 35. Ensayo con ABA: (A) Flor al
comienzo del tratamiento (B) se
colocaron 50 flores en contacto con las
soluciones de ABA 100 y 200 pM. Las
mediciones de la longitud del pistilo se
realizaron luego de transcurridas 2, 4, 8,
11y 24 h las flores fueron colectadas y se
procedié como se indicé en Materiales y
Métodos. En (C) se muestra una flor
después de 4 h de tratamiento con ABA
200 uM. (D) Histogramas mostrando las
longitudes promedio de los pistilos con
ambas concentraciones y durante los
distintos tiempos de muestreo de los
tratamientos. Los asteriscos indican
diferencias significativas entre las plantas
tratadas (*P <0,05; **P <0,01).

En las plantas tratadas con GA 100 uM, se observé un adelantamiento del inicio de

floracién de aproximadamente 6 +

1,5 dias y las plantas presentaron una talla de

aproximadamente 11,4% menor que las control, sin tratar (Figura 36). Dicho efecto

resulta aln mas dramdtico, cuando se analizan las plantas sometidas a aspersiéon con

solucion de GA 1000 uM. En este caso, el adelantamiento de la floracién alcanza

valores promedio de 10 +

1,5 dias respecto de las plantas control; mientras que la

merma en la altura promedio de las plantas alcanza valores del 29,5% respecto de las

plantas control.
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Figura 36: Ensayo con GA: En (A) y (B) se muestran los histogramas
correspondientes a los dias a floracion y a las alturas finales alcanzadas por las
plantas (78 dias posgerminacién) en funcién de las condiciones de tratamiento,
respectivamente. Los asteriscos indican diferencias significativas entre las
plantas tratadas y las plantas control *p <0,05, **P <0,01). (C) Fenotipos de
plantas de A. thaliana (44 dias posgerminacién) en condiciones normales de
crecimiento (-GA) (promedio de 24 cm * 3 c¢cm de alto) y (D) luego de la
aspersion con GA con promedios de 12,5 cm 3 cm de alto (1000uM).

Finalmente, en relacion a las plantas sometidas a estrés salino con NaCl durante diez
dias consecutivos, éstas no exhibieron cambios fenotipicos significativos con respecto
a las plantas control en cuanto a los dias a floracion y a la altura final alcanzada por las

plantas para ambos tratamientos (50 y 100 mM de NaCl) (Figura 37).

Figura 37: Ensayo con NaCl: las plantas en estadio roseta de 8 hojas
(extremo superior izquierdo) fueron regadas durante diez dias consecutivos
con NaCl 50 mM y 100 mM, retomando luego el riego con solucidn
fertilizante de Hoagland hasta floracién. No se registraron diferencias
estadisticas comparadas con el control (-NaCl) para los parametros
cuantificados, bajo ambos tratamientos salinos.
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SDS-PAGE E INMUNODETECCION DE ATARMS

El inmunoblotting (western blotting) es un ensayo rapido y sensible para la deteccién y
caracterizacién de proteinas. Este se basa en la especificidad inherente del
reconocimiento de los antigenos por los anticuerpos. Esta técnica involucra la
solubilizacién y separacién electroforética de proteinas, glicoproteinas o
lipopolisacaridos, seguida de la transferencia cuantitativa e irreversible ligada a
nitrocelulosa, PVDF o nylon. La técnica de inmunoblotting ha sido util en la
identificacién de antigenos, tanto usando anticuerpos policlonales como monoclonales

con alta sensibilidad (hasta 1 ng de antigeno).

En una primera aproximacién, para la caracterizacion de las posibles proteinas AtARMs
implicadas en el proceso de polinizacion, se llevaron a cabo extracciones de proteinas
totales de flores de A. thaliana en estadio 13 (Smyth y col., 1990). Dicha extraccién se
realizé tanto en plantas control, como de cada una de las condiciones ensayadas: ABA
100 uM y 200 uM por 2, 4, 8, 11y 24 h; GA 100 y 1000 uM y NaCl 50 y 100 mM. Para
ello, se pusieron a punto las técnicas para el analisis molecular de proteinas (SDS-PAGE
y western blot). Se realizaron SDS-PAGEs al 10% y se compararon los patrones de
expresion de proteinas de diferentes concentraciones de extractos totales de tejido

floral (10, 15y 20 pg/ul).

Como resultado de estos ensayos preliminares, se detectaron clisteres de proteinas en

el rango de 25-200 kDa en los extractos totales evaluados (Figura 38).

Calle

Figura 38: SDS-PAGE. Gel mostrando las
diferentes concentraciones de extractos
florales. Calle 1: patrén de peso molecular,
calles 2, 3 y 4: concentraciones 10, 15y 20
pg/ul de proteinas totales de A. thaliana
de tipo salvaje respectivamente.

Para la realizacién de la inmunodeteccién con el anticuerpo de reconocimiento de las
proteinas ARM, se selecciond una concentracién de proteinas totales de 20 pg/ul para

sembrar en cada calle del SDS-PAGE. El objetivo de estos experimentos consistio en
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estudiar, cuales son las proteinas AtARMs que se estarian expresando en dichas
condiciones en el tejido floral para intentar determinar la existencia de alguna

correlacién con aquellas filogenéticamente relacionadas con BnARC1.

Luego de realizar los SDS-PAGE al 10%, se compararon los patrones de expresién de
proteinas totales de flores provenientes de plantas control y bajo los diferentes tipos

de tratamiento como se ejemplifica en las figuras 39A y 39B.

Para llevar a cabo la inmunodeteccidn, fue necesario realizar una seleccién previa del
anticuerpo primario a utilizar. Teniendo en cuenta los datos bioinformaticos sobre
secuencias de proteinas ARM, se realizé una busqueda entre los anticuerpos primarios
comercialmente disponibles, el que exhibiese una mayor especificidad para los
epitopos de las mencionadas proteinas putativas en dichas plantas (ver Figura 39 (C) y
pie de figura, en la que se describe la metodologia utilizada). El anticuerpo que cumplid
mas ajustadamente con estas condiciones fue el anticuerpo primario anti-ARMC8
(Santa Cruz Biotechnology). Utilizando este anticuerpo, se pudieron identificar
intensidades de bandas diferentes para extractos totales de flores de plantas con y sin
tratamiento. De acuerdo a los resultados obtenidos en las variables fenotipicas para
cada tratamiento, se seleccionaron aquellos tratamientos que exhibieron las mayores
diferencias respecto del control: para ABA los tratamientos de 8 y 4 h para 100 uM vy
200 uM respectivamente; GA 100 uM y 1000 uM; y dado que no se observaron
diferencias fenotipicas para el estrés salino con NaCl (altura de plantas y dias a
floracion sin diferencias significativas con el control) se eligié la mayor, de las dos

concentraciones de NaCl utilizadas (100 mM).

Como puede observarse en la figura 39, el ensayo permitié la deteccion de un clister
de proteinas AtARM, en el rango de 34-80 kDa (Figura 39 (D)) en el cual se detectaron
tres grupos de proteinas con posiciones de banda correspondientes a 73-80 kDa (grupo

A), 58-66 kDa (grupo B) y 34-41 kDa (grupo C).
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Figura 39: Caracterizacion de la expresion proteica de AtARMs. (A) y (B) SDS PAGE: Patrones de
proteinas totales de tejido floral en condiciones normales (CN) y bajo estrés salino: NaCl 50 mM y 100
mM; ABA 100 uM y 200 uM por 2, 4, 8, 11 y 24 h; GA 100 pM y 1000 pM; MPM: marcador de peso
molecular. Flecha negra: banda correspondiente a la subunidad mayor de la RubisCO. (C) Logo de
secuencia obtenido con WebLogo 3.0 (Crooks y col., 2004) para repeticiones armadillo de ARMC8: se
realizé el correspondiente alineamiento multiple para los residuos de aminoacidos correspondientes a
las 7 repeticiones armadillo (311 al 610) que reconoce el anticuerpo anti-ARMC8. Cada una de las
repeticiones armadillo cuenta con 40 posibles posiciones para residuos de aminoacidos. Puede
observarse una amplia variabilidad en cada posicién, dado que se asigna mas de un posible residuo por
posicion con frecuencias similares (eje x: posicién del aminodcido en cada repeticiéon armadillo, eje y:
frecuencia de cada residuo de aminodcido en una determinada posicion). (D) Western blot utilizando
anti-ARMCS, para la deteccidn de proteinas ARM presentes en tejidos florales tratados con GA 100 uM
y 1000 pM, ABA 100 mM y 200 mM por 8 h y 4 h respectivamente y NaCl 100 mM) y sin tratar
(condiciones normales de crecimiento CN). En todos los casos tratados se presentan tres bandas
correspondientes a tres cllsteres de proteinas AtARM de pesos moleculares 73-80 kDa, 58-66 kDa y 34-
41 kDa. En CN, se observan solo dos clusteres de proteinas inmunopositivas al anticuerpo, (E) Control
de sembrado de proteinas: membrana tefiida con Rojo Ponceau para cada una de las calles mostradas
en el western blot. Flecha negra: banda correspondiente a la subunidad mayor de RubisCO.
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Para evaluar los posibles incrementos de la sintesis de proteinas ARMs putativas, se
realizé la cuantificacién, utilizando el programa /mageJ, de las intensidades de las
bandas presentes en los geles en relacion con la intensidad de las bandas
correspondientes a la subunidad mayor de la RubisCO tanto para las plantas control
como para las sometidas a los distintos tratamientos. Se valuaron y promediaron cada
una de las bandas correspondientes a los 3 grupos presentes en las membranas. En
dichos estudios se verifica que todos los tratamientos realizados provocan aumentos
en la expresidn proteica, los que resultan particularmente remarcables con los
agregados exdgenos de ABA 200 uM y GA 1000 uM en los que se observan aumentos
estadisticamente significativos de proteinas ARM cuando se las compara con las
condiciones normales de crecimiento, particularmente en las bandas clasificadas en el

grupo A (Figura 40 (A)).
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Figura 40: (A) Expresion de proteinas ARMs. Cuantificacién de las intensidades de las bandas
presentes en los geles en relacién a la intensidad de las bandas correspondientes a la subunidad
mayor de RubisCO utilizando el programa Imagel. Las letras distintas indican diferencias
significativas utilizando el test de Tukey (p < 0,05). (B) Relaciones de las AtPUB-ARMs tanto
las basadas en los pesos moleculares como en las relaciones filogenéticas.
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En base a los estudios bioinformaticos previamente realizados, se encontré que dentro
de los rangos de PM determinados se hallaron varios polipéptidos AtARMs (ANEXO IV).
El grupo A podria reunir a: AT1G29340 (AtPUB17), AT5G01830 (AtPUB16), AT1G60190
(AtPUB19), AT5G67340 (AtPUB2), AT4G31520 (FL17 no-PUB) y AT4G36550 (AtPUBS). El
aumento en la expresion proteica se observa para todos los casos, particularmente
para el agregado exdgeno de ABA 200 uM y GA 1000 uM. Para este conjunto de
proteinas con PM entre 73 kDa y 80 kDa se observa un aumento significativo de su

expresion cuando se somete el tejido floral al tratamiento con GA (Figura 40 (B)).

ENSAYOS DE POLINIZACION UTILIZANDO MEF BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE

TRATAMIENTO HORMONAL Y ESTRES SALINO

Con el objetivo de correlacionar los resultados de expresién proteica con el mecanismo
de polinizacién, se propuso evaluar cuantitativamente el nimero de granos de polen
(adheridos y que exhiben tubos polinicos penetrantes) en cada estigma. En los
resultados previos se observd que la expresion de algunas proteinas AtARMs se
modifica como consecuencia de la aplicaciéon de un tratamiento hormonal o de un
estrés salino, por lo que se planteo estudiar si estos resultados estdn correlacionados
con los mecanismos de adhesidn polen-estigma. Para poder obtener evidencias
cuantitativas sobre la alteracion o no del nimero de granos de polen que germinan
bajo las distintas condiciones experimentales, se llevd a cabo el ensayo de polinizacién
utilizando MEF. Tomando como base los resultados obtenidos mediante la técnica de
western blot para cada tratamiento, se seleccionaron las condiciones en las que se
verificaron las mayores diferencias respecto del control: para ABA la concentracién de
200 uM por 8 h, para GA 1000 uM y para NaCl 100 mM. El andlisis cuantitativo se llevd
a cabo utilizando flores autopolinizadas (estadio 13), las cuales fueron clasificadas en
cuatro clases de acuerdo al niumero de granos de polen (adheridos y tubos polinicos
penetrantes en el estigma): 0-20, 21-40, 41-60 y >60 granos de polen. El analisis de
varianza se realizd utilizando test de diferencias de medias de Tukey. Como puede
observarse en la figura 41(A), (D) y (E), este bioensayo permitid verificar un incremento
extremadamente significativo (p<0,001) del nimero de granos de polen germinados
sobre los estigmas de las flores de plantas tratadas con GA, comparadas con las plantas

control. Por el contrario, el tratamiento con ABA, mostré un efecto opuesto, es decir
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las plantas sometidas a este estimulo hormonal exhibieron una disminucién
extremadamente significativa del nUmero de granos de polen germinados sobre las

papilas estigmaticas respecto a las plantas control (Figura 41D).
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Figura 41: Ensayo de polinizacién. (A) La aplicacion de giberelinas (+GA) en las plantas incrementa
de modo extremadamente significativo (p <0.001) el nimero de granos de polen sobre los pistilos
comparadas con las plantas rociadas sin la hormona (-GA). Un notable incremento en el numero de
granos de polen germinados sobre el estigma bajo condiciones de estrés hormonal puede verse
claramente en las imagenes que corresponden a la tincién con azul de anilina de los granos de
polen sobre el estigma +GA (B) y -GA (C). Barra = 50 um. (D) La aplicacion de ABA (+ABA) en las
plantas disminuye extremadamente significativo (p <0,001) el nimero de granos de polen sobre los
pistilos comparadas con las plantas sin la hormona (-ABA). (E) El tratamiento con NaCl (+NaCl) de
las plantas no modifica significativamente (p <0,05) el nimero de granos de polen sobre los pistilos
comparadas con las plantas sin estrés salino (-NaCl). En todos los graficos el eje de las “y”
corresponde al porcentaje (%) de estigmas que se encuentran en alguno de los cuatro rangos
evaluados.

Finalmente, el estrés salino no produjo modificaciones significativas del nimero de
granos de polen sobre las papilas del estigma dado que el nimero de granos de polen
adheridos y tubos polinicos penetrantes fue similar en CN y posteriormente al estrés
salino con NaCl. A modo de ejemplo, en las figuras 41(B) y (C), se pueden observar las

micrografias de MEF mostrando un estigma tratado con GA y un estigma sin tratar,

correspondientes al ensayo de polinizacién.
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EXPRESION GENICA DE LA CALOSA SINTASA CALS5S RESPONSABLE DE LA SINTESIS DE

CALOSA EN LOS TEJIDOS FLORALES DE A. THALIANA

Los bioensayos de polinizacidn presentados previamente (Figuras 41A, 41B y 41C),
permitieron determinar que el tratamiento con GA provoca un incremento
extremadamente significativo (p<0,001) en el numero de granos de polen adheridos a
la superficie del estigma; mientras que el tratamiento con ABA produce el efecto
inverso, detectdndose depodsitos de calosa en el interior de las papilas, lo que
constituye una respuesta tipica que asemeja los de activacién de los mecanismos SI

(Figura 42).

il ” & - — — S ' L 7

Figura 42: Ensayo de polinizacién en estigmas bajo estrés hormonal y salino en A. thaliana. Estigma
en presencia de (A) ABA, (B) GA, (C) NaCl y (D) CN. Las flechas rojas en (A) indican los depdsitos de
calosa (B-1,3 glucano) en el interior de las papilas estigmaticas, caracteristica tipica de los
mecanismos SI. Barra =20 um.

Para corroborar los estudios morfolégicos, se realizo el estudio de la expresion del gen
gue codifica para la calosa sintasa Cal5S en todas las condiciones experimentales
objeto de estudio: tratamiento hormonal con giberelinas 1000 uM (GA) y acido

abscisico 200 uM (ABA) por 4 h; estrés salino con cloruro de sodio 100 mM (NaCl).

Para ello, se llevo a cabo la extraccidn, cuantificacion y chequeo de integridad del ARN.
Se realizé la retrotranscripcion seguida de PCR (RT-PCR), para la obtencién de ADNc y
posterior amplificacion por PCR (Sambrook y col., 2001; Weigel, 2002) utilizando el
protocolo provisto por el proveedor. Para la amplificacién, se disefiaron
oligonucleétidos especificos (ver seccion Materiales y Métodos) y se realizaron los

controles pertinentes para la RT-PCR, segln indicaciones del fabricante.

En concordancia con los estudios morfoldgicos, los resultados de la cuantificacion
muestran que los niveles de expresién del gen Cal5S se incrementan significativamente

en presencia de ABA (p<0,05), mientras que no se obtuvieron diferencias significativas
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en condiciones normales de crecimiento ni en las plantas tratadas con GA o NacCl

(Figura 43).
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Figura 43: (A) Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio mostrando la expresiéon del gen Cal5S
(At4g03550) de 355 pb frente a: ABA, GA, NaCl y CN (condiciones normales de crecimiento). Cabeza
de flecha: control de expresién interna (B-tubulina: At5g62700 de 151pb). (B) Niveles de expresidn
génica de Cal5S bajo las diferentes condiciones de estrés ensayadas. Letras distintas indican
diferencias significativas utilizando el test de Tukey (p < 0,05).

CARACTERIZACION DE LOS PATRONES DE EXPRESION GENICA DE ATPUB-ARMS BAJO

DIFERENTES TRATAMIENTOS HORMONALES Y ESTRES SALINO

Los resultados obtenidos a nivel bioinformatico y de inmunoblot permitieron concluir

que:

# Juego de la proteina AtPUB17, AtPUB16 es la que se encuentra
filogenéticamente mas proxima a BnARCl1, seguida de AtPUB19; AtPUB10 y
AtPUB11;

# AtPUB16 posee similitud a nivel de estructura secundaria y terciaria con otras
proteinas PUB-ARMs;

+ AtPUB17, AtPUB19, AtPUB2 y AtPUBS5 se encuentran en el rango de pesos

moleculares al que pertenece AtPUB16.

En funcion de estos resultados, se llevaron adelante los estudios de la expresidn génica
por RT-sqPCR para dichas proteinas AtPUB-ARMs bajo los diferentes tratamientos
hormonales y de estrés salino previamente ensayados. Para ello, se llevd a cabo la
extraccién, la cuantificacidon y chequeo de integridad del ARN. Para la amplificacién, se
disefiaron oligonucledtidos especificos teniendo en cuenta que, en aquellos casos en
los que los genes poseen intrones, estos fueron disefiados comprendiendo segmentos

exon-exon (ver Materiales y Métodos). Cada par de cebadores fue utilizado para la
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amplificacién del ADNc obtenido de los diferentes tratamientos seleccionados
previamente: hormonales con GA (1000 uM) y ABA 200 uM por 4 h; estrés salino con
NaCl 100 mM. En los casos de genes carentes de intrones, los ARNs fueron tratados
con ADNasa previo a la RT-PCR, para evitar la amplificacidon a partir de ADN gendmico
(ADNg) contaminante. Asimismo, se realizaron los controles pertinentes para la RT-

PCR, segln indicaciones del fabricante.
EXPRESION GENICA DE ATPUB-ARMS (RT-SQPCR)

Para discriminar el posible efecto diferencial de los tratamientos sobre la expresién de
los genes bajo estudio, se cuantificaron tanto los niveles de expresién génica de las
proteinas AtARMs evolutivamente relacionadas con BnARC1 (AtPUB17, AtPUBI1S6,
AtPUB19, AtPUB10 y AtPUB11) como las de peso molecular semejante (AtPUB2,
AtPUBS5 y FL17).

De acuerdo a los resultados obtenidos en los estudios de western blot, las moléculas
mas relacionadas filogenéticamente con BnARC1, son las que encuentran en el rango
de pesos moleculares correspondientes al grupo A (73-80 kDa): AtPUB17: 79,8 kDa,
AtPUB16: 73,6 kDa, AtPUB19: 76,0 kDa).

Adicionalmente, se verifica que a este ultimo grupo también pertenecen AtPUB5 (79,9
kDa), AtPUB2 (78,1 kDa) y FL17 (79,1 kDa), las cuales pese a no exhibir cercania

filogenética, también fueron incluidas en los analisis de RT-sqPCR.

En figura 44 se resumen los resultados obtenidos. En los estudios cualitativos puede
observarse que la expresion de AtPUB17, en comparacion con la de las plantas control,
no exhibe diferencias bajo ninguna de las tres condiciones ensayadas. La expresion de
AtPUB16, es inducida fuertemente, en las flores de las plantas tratadas con GA; exhibe
un débil incremento en los niveles de expresion en plantas tratadas con NaCl, pero
resulta insensible al tratamiento con ABA respecto de los controles no tratados, en los
gue no se verifica sefal. En cuanto al gen para AtPUB19, los ensayos permitieron
determinar que ésta se expresa sin variaciones aparentes, en todas las condiciones
ensayadas, aungue mas levemente en las condiciones normales de crecimiento. Sin
embargo, se observa un aumento de la expresién génica de AtPUB11 con GA y una

leve disminucidén de AtPUB10 frente al tratamiento hormonal provocado tanto por GA.
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La expresion génica de AtPUB5 se mostré inhibida en presencia de los tres
tratamientos. En relacidon con la expresién génica de AtPUB2, las tres condiciones
ensayadas (GA, ABA y NaCl) indujeron su expresién respecto del control en condiciones
normales de crecimiento. Finalmente, para FL17 se observé una leve inhibicién por GA
y niveles comparables al control normal en los tratados con ABA y los sometidos a

estrés salino.

ABA GA NaCl CN

Arus17 » I
hed A X B

AtPUBlGP_’ Figura 44: Expresion génica de AtPUB-
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A continuacidn, se realizd el estudio cuantitativo de los niveles de expresién génica
(RT-sgPCR), tomando como referencia el gen de B-tubulina. Dicha cuantificaciéon se
realizé utilizando el programa ImageJ siguiendo la metodologia descripta en Materiales

y Métodos (Di Stilioy col., 2010; Lee y col., 2011).

En la Figura 45, se presentan los histogramas correspondientes a las RT-sqPCR para
todos los genes estudiados. En todos los casos se comparan la expresidon génica en

condiciones normales de crecimiento con los distintos tratamientos estudiados.

Los niveles de expresidn para AtPUB17 resultan semejantes en todas las condiciones
analizadas. De su andlisis resulta evidente que dicho gen es insensible a la aplicacién

de los tres tipos tratamientos analizados en la presente tesis.

En relacion con AtPUBI16, el resultado mas destacado se verifica en las plantas
sometidas a la adicion exdgena de GA. Estas exhiben un dramatico incremento de la

expresion del ARNm, ostentando niveles incrementales de practicamente 1,44 veces
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respecto del CN; mientras que la respuesta es de sélo 0,23 veces respecto del mismo
control en las plantas sometidas a estrés salino con NaCl. Este leve aumento en los
niveles de expresidn génica detectado con NaCl 100 mM, coincide con el efecto que
este estrés causa sobre otros genes AtARMs que se expresan en condiciones de estrés
salino (Bazai y col., 2002) y cuyo significado se discutirda mdas adelante. Resulta
particularmente remarcable que la adicion de ABA no modifica significativamente los

niveles de expresion de este gen.

En relacidn a la expresion de AtPUB19, se observaron incrementos significativos por la
adicion de GA (0,72 veces respecto del control sin tratamiento). Este gen también es
regulado positiva- y significativamente en las flores sometidas al tratamiento con ABA
(0,95 veces respecto del control sin tratamiento). Los niveles de expresién de este gen
fueron también significativamente inducidos por el estrés generado por el tratamiento

con NaCl (0,2 veces respecto del control).

En el caso de AtPUBI10, se verifica que GA parece ejercer un efecto de regulacion
negativa con valores de inhibicion del orden de 0,4 veces menos que los registrados en
el control normal, mientras que ABA y NaCl no presentan variaciones significativas

respecto del control en condiciones normales de crecimiento.

En cuanto a la expresidn génica de AtPUB11 se verifica que la accidn de GA exhibe una
muy débil regulaciéon positiva de este gen (0,4 veces respecto del control normal)
mientras que ABA y el estrés salino parecerian no tener efecto sobre su expresion

génica respecto de los valores control.

La expresion para el gen AtPUBS5, en los tres tratamientos a los que se sometieron las
plantas, cayd a niveles prdacticamente indetectables. Dicha disminucién resultd
significativamente diferente en relaciéon al registrado en las flores de plantas crecidas

en condiciones normales.

En el otro gen analizado, AtPUB2, los transcriptos se incrementan significativamente
(1,1 veces) en las plantas tratadas con GA. Esta molécula también es positivamente

regulada por ABA y por NaCl 150 mM (0,59 y 0,81 veces respectivamente).

Finalmente, la expresidn del gen para FL17 es positivamente regulada en presencia de

ABA (0,7 veces respecto del control) e inhibida por GA y NaCl.

Pagina 116



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas FBCB-UNL - Lic. Maria Gabriela Acosta

s

expresion génica

Nivelesrelativos de

Figura 45: Niveles relativos de expresién génica de AtPUB17, AtPUB16, AtPUB19, AtPUBI10,
AtPUB11, AtPUBS5, AtPUB2 y FL17 en plantas sometidas a distintos tratamientos (CN, ABA, GA, NaCl).
Letras distintas indican diferencias significativas utilizando el test de Tukey (p < 0,05).

ESTUDIO DE LA EXPRESION DE GENES CANDIDATOS PARA INTERACTUAR CON
ATARMS

A continuacion y con el objetivo de intentar determinar potenciales activadores y
moléculas blanco de las AtARMs en el sistema bajo estudio, se realizd, utilizando
herramientas bioinformaticas similares a las descriptas previamente, una busqueda
entre aquellos genes que exhibiesen similitud con el receptor SRK y con el target de

BnARC1, EXO70 de B. napus.

Como se indicd en la introduccidn, SRK (S-locus Receptor Kinase) se encuentra anclado
a membrana plasmatica del estigma e interactua con el ligando SCR (S-locus Cys-Rich),
presente en el grano de polen (Nasrallah, 2000), mientras que la proteina EXO70A1
presente en las papilas estigmaticas, es clave para la aceptacién del polen compatible,
ya que la inhibidén de su actividad a través de la ubiquitinacién por BnARC1, provoca el
bloqueo de la secrecién en la papila, necesaria para la aceptacién del grano de polen

(Samuel y col., 2009).

En el primer caso se encontré que el receptor tirosina quinasa ARK3 de A. thaliana
exhibe un 67% de identidad con SRK. Utilizando herramientas similares, se encontré
gue EXO70A1 de A. thaliana, posee un 95% de identidad con EXO70 (Figuras 46A y
46B).
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Teniendo en cuenta los resultados de este andlisis, fueron disefiados los
oligonucleétidos especificos y establecidas las condiciones de trabajo, para llevar a
cabo las RT-PCR y evaluar por RT-sgPCR las expresiones génicas de ambos genes en A.
thaliana. En la figura 47A puede observarse que en relacion con el gen de ARK3, aun
cuando se expresa en todas las condiciones ensayadas (CN, ABA, GA y NaCl), no se

verifican cambios, en relacidn con las plantas control (Figuras 47 y 48).
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Figura 46A: Alineamiento de secuencias de proteinas entre SRK y AtARK3. Se indican con "*" la
identidad (67%) y con ":" y "." la similitud (79%). Los colores de cada residuo de aminoacido
fueron asignados de acuerdo al algoritmo ClustalW segun las propiedades fisicoquimicas de cada
aminodcido (aa): rojo: AVFPMILW (aa pequefios e hidrofdbico, incluyendo aromatico Y); azul: DE
(aa 4cidos); magenta: RK (aa bdsicos); verde: STYHCNGQ (aa con grupos hidroxilos, amina,
sulfhidrilos, incluyendo G); gris: aa inusuales.
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Figura 46B: Alineamiento de secuencias de proteinas entre EXO70 y EXO70A1. Se indican con "*" la
identidad (95%) y con ":" y "." la similitud (98%). Los colores de cada residuo de aminodcido fueron
asignados de acuerdo al algoritmo ClustalW segun las propiedades fisicoquimicas de cada
aminodcido (aa): rojo: AVFPMILW (aa pequefios e hidrofébicos, incluyendo aromatico Y); azul: DE (aa
acidos); magenta: RK (aa bdsicos); verde: STYHCNGQ (aa con grupos hidroxilos, amina, sulfhidrilos,
incluyendo G); gris: aa inusuales.

En relacion con la expresiéon del gen EXO70A1 se pudo determinar que exhibe un
dramatico incremento en su expresion tanto en el tratamiento con GA (1,7 veces
respecto del control normal) como al estrés salino (1,2 veces respecto del control
normal). En las flores sometidas a ABA, también se verifica un incremento en la

expresion respecto de las condiciones control (Figura 47B y 48).
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Figura 47: Geles de agarosa teiiidos con bromuro de etidio: (A) Expresion del gen
correspondiente a ARK3 de 204pb. (B) Expresion del gen correspondiente a EXO70A1 de
334pb. Flecha negra: control de expresion interna (B-tubulina: At5g62700 de 151pb).
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ESTUDIOS DE LAS ATARMS POR INMUNOFLUORESCENCIA

Las técnicas de inmunofluorescencia han tenido un gran impacto en la biolgia celular
de las plantas desde mediados del siglo XX hasta la actualidad. Esta técnica ha sido
aplicada en numerosas investigaciones de células vegetales, particularmente las
relacionadas con el citoesqueleto y las organelas asociadas (Lloyd, 1987). La MEF
permite el rapido examen de la organizacion tridimensional subcelular en érganos y
tejidos completos (Baskin y col., 1992), via la deteccidn in situ de macromoléculas

marcadas con distintos fluoréforos.

Para la deteccion de proteinas ARMs en estigmas sin polinizar y en los estadios de
interaccion polen-estigma, se utilizo la técnica de IF de acuerdo a la técnica reportada
por Sauer y col., (2006). La puesta a punto de la técnica, inicialmente se llevé a cabo
utilizando estigmas de flores de A. thaliana de plantas salvajes tratadas con GA. Las
reacciones permitieron demostrar que la deteccién de proteinas con repeticiones

armadillo se localizan en la vacuola central de las células estigmaticas de flores de A.
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thaliana tratadas con GA. Dicha localizacién sélo se evidencia una vez que se ha
establecido el contacto polen-estigma (Figura 49). Estos hallazgos resultan
concordantes con el modelo tedrico postulado por lwano y col., (2007) basado en

estudios ultraestructurales en B. napus.

Memdeara
plasmatca

Pared
telul e

G
vicedl»
cortipd

panta e 13 papda estigmatica

Figura 49: Las imagenes de IF corresponden a estigmas de flores de plantas de A. thaliana tratadas con
GA: (A) estigmas en la etapa previa al contacto con el grano de polen y (B) contacto polen-estigma. Se
observa que luego del contacto polen-estigma se detectan proteinas con repeticiones armadillo en el
interior de la papila del mismo (flechas). La deteccidn se llevd a cabo con utilizando el anticuerpo primario:
Rabbit Polyclonal anti-ARMC8 (armadillo repeat containing 8) y como anticuerpo secundario: Goat anti-
rabbitt IgG-Cy3 conjugated antibody. Los controles omitiendo el anticuerpo primario se encuentran
colocados como insertos en cada imagen (recuadro a la izquierda). Barra = 5um. (C) y (E) Esquemas
adaptados de Samuel y col. (2008) donde puede visualizarse la red vacuolar en un estigma no polinizado
(C) y en un estigma polinizado (E) con polen compatible. Aqui la red vacuolar en la papila estigmatica
sugiere un direccionamiento hacia el punto de contacto polen-estigma, posiblemente para la posterior
transferencia de agua. (D) Se muestra una micrografia en campo claro indicando la interacciéon polen-
estigma. Se indica en la parte inferior de la figura una escala color esquematizando el rango de la sefal
fluorescente. La sefial detectada en la cubierta del polen corresponde a sefial autofluorescente.
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CUANTIFICACIONES POR RT-QPCR DE LA EXPRESION GENICA DE ATPUB16 EN

GENOTIPOS SALVAJES Y MUTANTES DE A. THALIANA

Con el objetivo de corroborar los resultados basados en RT-sgPCR y particularmente en
los ensayos de las plantas tratadas con GA se realizaron estudios cuantitativos

complementarios de la expresion génica utilizando la técnica de PCR en tiempo real.

Estos experimentos permitieron verificar que en los tratamientos con GA, AtPUB16
implicé incrementos de practicamente 2,8 veces respecto del control no tratado
(Figura 50). Dicha técnica exhibe una mayor sensibilidad respecto de la RT-sqPCR,
previamente descripta. Asimismo, se realizd la cuantificacién de la expresién génica
por RT-gPCR de los genes postulados como integrantes de la cascada de eventos
involucrados en los mecanismos de autopolinizaciéon en A. thaliana. En el primer
genotipo mutante analizado, el gen publ16 se logrd por la insercion T-DNA en el gen
gue codifica para la proteina correspondiente. El segundo mutante consistié en
mutantes de A. thaliana para el receptor para GA, gidla, el cual se expresa a lo largo
de todo el pistilo (Griffiths y col., 2006; Nakajima y col., 2006; luchi y col., 2007). La
eleccién del receptor GID1A se baso en los hallazgos reportados por Hauvermale y col.,
2014 en los qué los efectos fenotipicos de mutantes loss of function individuales, de los
tres receptores que existen en Arabidopsis (GID1A, GID1B y GID1C), GID1A es el que
manifiesta mayores alteraciones fenotipicas durante los procesos de polinizacién-

fecundacion.

En las plantas con genotipos salvajes de A. thaliana sometidas a tratamiento hormonal
con GA, los niveles de expresién génica para AtPUB16 resultan superiores a los
verificados en las plantas sin tratamiento hormonal con un nivel relativo de expresion
igual a 1. Cuando se analizd el genotipo mutante publ6, los niveles de expresidon
génica de AtPUB16 son inexistentes. Mientras que para las plantas mutantes gidla, la
expresién de AtPUB16, en relacién con los genotipos salvajes, disminuye 0,5 veces en
el genotipo mutante respecto del salvaje (Figura 50). Dicha disminucién, constituye
una sélida prueba sugieriendo que la activacién la expresion de AtPUB16 promovida

por GA, se realiza principalmente via el receptor GID1A.
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Niveles relativos de expresion génica
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Figura 50: Niveles
relativos de expresion
génica de AtPUB16 por
RTqPCR para A. thaliana
salvaje y las mutantes:
publé vy gidla bajo
estrés hormonal con GA.
Se muestran los niveles
relativos de expresion
génica  utilizando el
método del AACt, donde
el gen calibrador es
aquel sin tratamiento.

ENSAYO DE POLINIZACION PARA DIFERENTES GENOTIPOS DE A. THALIANA

Con el objetivo de realizar un analisis funcional de los genotipos mutantes, se llevd a
cabo la cuantificacion del nimero de granos de polen por estigma, a través del test de
polinizacidn tanto en plantas sometidas a tratamiento hormonal como a plantas no
tratadas con GAs. En la figura 51 se presentan los resultados de este ensayo en donde
se pudo corroborar que en genotipos salvajes aumenta significativamente el nimero
de granos de polen adheridos por estigma cuando se aplica GA, mientras que
disminuye a un 25% en estigmas control (-GA). En los genotipos mutantes no se
observaron diferencias significativas con y sin tratamiento con GA. Para la mutante

publ6 el nimero de granos de polen se reduce al 10% y para la mutante gidla al 20%,

dichos porcentajes no se modifican con el agregado exdgeno de GA.
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Figura 51: Ensayo de polinizacién para distintos genotipos de A. thaliana. Para el genotipo salvaje
se observan diferencias significativas entre tratamientos, mientras que para los genotipos mutantes
publ6 y gidla no se observan diferencias significativas entre tratamientos. Se observa asimismo en
el genotipo mutante pub16 una disminucidn importante en el nimero de granos de polen adheridos
por estigma y en gidla un numero que significativamente no difiere del genotipo salvaje sin estrés
hormonal. Los asteriscos indican diferencias significativas entre las plantas tratadas (+GA) y las
plantas control (-GA) **p <0,01 para cada genotipo

INMUNOFLUORESCENCIA PARA LA DETECCION DE PROTEINAS AT-ARMS EN

GENOTIPOS MUTANTES DE A. THALIANA

Teniendo en cuenta el conjunto de resultados obtenidos, la proteina AtPUB16 parece
constituir un jugador clave del proceso inicial de polinizacién bajo la accién de GA en
esta especie, se realizaron los experimentos con genotipos mutantes de A. thaliana
tanto para la propia AtPUB16 (publ6), como para el receptor de GID1A (gidla),

conducentes a corroborar su rol en el proceso bajo andlisis.

Para el cumplimiento de este objetivo, se estudié la expresién de proteinas ARM en
ambos mutantes. Las mutantes pub16 se caracterizan por poseer una insercién en el
gen At5g01830 que reprime la transcripcidn. El segundo mutante utilizado fue gidla
gue tiene reprimida la transcripcién en el receptor GID1A. Los resultados obtenidos se

presentan en la figura 52.

Pagina 125



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas FBCB-UNL - Lic. Maria Gabriela Acosta

+GA
salvaje publé

PreC C PreC C PosC PreC

Nw

salvaje

Figura 52: Imagenes de inmunofluorescencia para la deteccion de AtARMs en estigmas. En el
panel superior, se muestran, para los tres genotipos evaluados (salvaje, publ6 y gidla) los
resultados obtenidos en plantas tratadas con giberelinas (+GA) previo al contacto polen-estigma
(PreC), durante (C) y posterior al mismo (PosC). En los insertos ubicados debajo de cada imagen, se
presentan los controles negativos en los que se omitié el anticuerpo primario. Las flechas en las
imagenes PosC indican la huella que se distingue sobre la papila luego del contacto con el grano de
polen. En el panel inferior de la figura se muestran los resultados de la IF en las regiones de
contacto polen-estigma en plantas que no han sido sometidas a estrés hormonal (-GA) para cada
uno de los tres genotipos evaluados. Las flechas indican el punto de contacto polen-estigma. Todas
las imagenes fueron sometidas a pseudocolor para mejorar contraste. Se indica en el extremo
superior derecho de la figura una escala color esgematizando el rango de la sefial fluorescente. La
sefial detectada en la cubierte del polen corresponde a autofluorescencia.

En dicha imagen pueden Vvisualizarse ejemplos de las reacciones de
inmunofluorescencia realizadas para cada genotipo analizado (salvajes, pub16 y gidla),
en tres momentos diferentes: previo al contacto polen-estigma (PreC), durante el
contacto (C) y posterior al mismo (PosC). Tal como se informd previamente, los
resultados mostraron su reproducibilidad para el genotipo salvajes, esto es, las plantas
tratadas con GA, exhiben una inmunomarcacion correspondiente a proteinas AtARMs
en el interior del estigma. Por el contrario, para ambos mutantes, puede verificarse
una disminucién notable de la expresidon de las proteinas AtARMs en la vacuola central

del estigma durante el contacto.
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La cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de cada ensayo fue realizada
mediante la utilizacidon del programa ImageJ. De acuerdo a los resultados mostrados
en la figura 53, el genotipo salvaje responde significativamente al agregado exdgeno
de GA, dado que se observa marca fluorescente correspondiente a proteinas ARM en
el interior de las papilas estigmaticas durante el contacto polen-estigma. Los genotipos
mutantes no presentan diferencias significativas con y sin tratamiento, detectdndose
marca fluorescente muy débil en ambos casos. Para pub16 la IFR cae al 10% de la IFR
observada para la misma condicién en el genotipo salvaje, mientras que para gidla la

IFR es del orden del 30% comparado con el mismo genotipo.
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Figura 53: Cuantificacion utilizando Imagel de la intensidad de fluorescencia relativa (IFR) en
funcién de los genotipos de A. thaliana evaluados. Las mediciones fueron realizadas durante el
contacto polen-estigma (C). Puede observarse que para genotipos salvajes existen diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados (+GA y -GA), mientras que para las dos mutantes
estudiadas publ6 y gidla no existen diferencias significativas entre los tratamientos dentro del
mismo genotipo.

CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA MUTANTE PUB16

La linea mutante publ6 de A. thaliana posee una secuencia de insercién T-DNA
generada por infiltracién al vacio de plantas Columbia (Col) con Agrobacterium
tumefaciens con el vector pROK2 (Alonso y col., 2003), tal como se describié en

Materiales y Métodos. Dado que la informacién suministrada por el sitio web TAIR no
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proporciona descripcion fenotipica de esta mutante se propuso como parte de este
trabajo de tesis caracterizar el genotipo mutante pub16, abordando diversas variables
fenotipicas. Entre ellas se encuentran los siguientes parametros: fenoldgicos (dias a
emergencia y dias a floracién), vegetativos (nUmero de hojas finales, radio de rosetas,
longitud de rama principal, longitud de radicula) y reproductivos (longitud de silicuas,
numero de silicuas, nimero de semillas por silicua) en el genotipo mutante publ6y en
el genotipo salvaje Col-0; bajo dos tratamientos hormonales: con y sin giberelinas (+GA
y -GA). Como se describe en el apartado introductorio, las GAs son reguladores de
crecimiento endégeno en las plantas superiores, participando en una gran cantidad de
procesos relacionados con el desarrollo, incluyendo la germinacién de semillas, el
crecimiento de las plantulas, la determinacion del tamafio y la forma de las hojas, el
tallo y la extensién de la raiz, la induccion de la floracidon y el desarrollo, polinizacion,
desarrollo de semillas y la expansion del fruto. Los mecanismos moleculares por los
cuales las GA bioactivas regulan el crecimiento y desarrollo de las plantas son
escasamente conocidos, aunque los estudios genéticos y bioquimicos recientes han
identificado varios elementos clave en la sefializacion por GA (Gomi y Matsuoka, 2003;
Sun y Gubler, 2004). El estudio de la respuesta a GA en A. thaliana, se ha complejizado
por el alto nivel de redundancia funcional dentro de los componentes de sefializacién
por GA (Dill y col., 2004; Strader y col., 2004; Nakajima y col., 2006). La utilizacion de
mutantes ha sido en gran parte una herramienta muy util para la identificacion
funcional de genes involucrados en esta via de sefializacién.

Dado que se conoce que GA promueve el desarrollo vegetativo en Arabidopsis
(Koornneef y van der Veen, 1980; Fu y Harberd, 2003), en primer lugar, se evaluaron
pardmetros que afectan a dicho desarrollo. Los resultados mostraron que entre las
plantas salvajes y las mutantes no hubo diferencias significativas respecto al numero
de hojas finales, al radio de roseta y a la longitud del tallo alcanzado para ambos
tratamientos (— GA: tabla 4 y +GA: tabla 5). Analizando cada genotipo —GA y +GA, pudo
detectarse que +GA, las plantas salvajes alcanzaron alturas menores (50%) comparadas
con las plantas -GA, hecho que también fue observado para plantas mutantes.
Asimismo, se detectd un adelantamiento de la floracién para ambos genotipos en

presencia de GA
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La Unica variable vegetativa que se mostrdé afectada fue la longitud radicular
detectdndose diferencias significativas entre Col-0 y publ6, observandose raices
primarias 92% mds cortas para el genotipo mutante. Asimismo, estos valores se
incrementaron para las plantas +GA, tanto salvajes (43%) como mutantes (21%),
mostrando diferencias significativas entre los genotipos.

Las GAs estan involucrados en muchos aspectos de la fisiologia reproductiva. En
Arabidopsis, promueven la iniciacion floral y el desarrollo de 6rganos florales, semillas,
y silicuas (Singh y col., 2002; Cheng y col., 2004). Bajo fotoperiodo de dia largo, la
mutante publ6 florece 23 dias (en promedio) posteriores a Col-0. La formacion de
flores se ve retardada en las mutantes, pero se observa respuesta a GA adelantado la
floracion. Asimismo para publ6 se observé una reduccion en el numero de silicuas

(20%), en la longitud de silicua (36%) y en el nimero de semillas (60%) por silicua.

Genotipo Dias a Dias a N°de hojas Radiode Longitud del Longitudde N°de semillas Longitudde N°de
emergencia floracion finales roseta tallo silicua por silicua raiz silicuas
(d) (d) (mm) (cm) (mm) (mm)
Col-0 2+0,1 29,625+2,56 10,5+0,93  52,242,18  41,5t1,6 13,8+1,6 53,1+4,2 18,7+1,3 102,5+0,9
publ6 3.9+1,45*% 5224225*% 14,443,85  47,6+1,26 37,2432 9+1,8 * 22,643,5 * 1,440,8*  71,310,8*

Tabla 4: Caracterizacion fenotipica de genotipos Col-0 y pub16 de A. thaliana en condiciones normales
de crecimiento (-GA). Las mediciones corresponden a las medias + DE de 8 plantas por linea (a
excepcién de la longitud de la raiz) . Para las mediciones de la longitud de la raiz primaria , las semillas
fueron disecados para eliminar la testa y se sembraron en placas de agar MS verticales. Las mediciones
fueron tomadas después de 5 d y son la media + DE (n = 10 a 15). *: Valores significativamente
diferentes de Col- 0 (P < 0,01). Ver Materiales y Métodos para mas detalles del disefio experimental.

Genotipo Dias a Dias a N°de hojas Radiode Longitud del Longitudde N°de semillas Longitudde N°de
emergencia floracion finales roseta tallo silicua por silicua raiz silicuas
(d) (d) (mm) (cm) (mm) (mm)
Col-0 2+0,1 19,25+1,39  83+1,28 42,3+1,52 22,816 14,540,3 59,3+5,4 42,2425 107,541,2
publ6 3.9+1,45*% 4524258 * 1364261  42,7+1,87 19,5¢1,8 8,5+1,5 * 25,3432 * 6,8+1,2*  96+05*

Tabla 5: Caracterizacion fenotipica de genotipos Col-0 y publ6 de A. thaliana crecidas bajo
tratamiento hormonal con GA (+GA). Las mediciones corresponden a las medias + DE de 8 plantas por
linea (a excepcidn de la longitud de la raiz) . Para las mediciones de la longitud de la raiz primaria , las
semillas fueron disecados para eliminar la testa y se sembraron en placas de agar MS verticales. Las
mediciones fueron tomadas después de 5 d y son la media + DE (n = 10 a 15). *: Valores
significativamente diferentes de Col- 0 (P < 0,01). Ver Materiales y Métodos para mas detalles del disefio
experimental.

ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA DE ATPUBS8

Otro aspecto que resulté de interés estudiar en la presente tesis, fue el rol de las
moléculas AtPUBs postuladas como participantes en la ruptura de la barrera de

polinizacién en sistemas S| en estadios de floracién avanzados, fenémeno conocido
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como pseudo-autocompatibilidad (PSC) o SI transitoria. En este proceso, la molécula

candidata mas estudiada es AtPUBS.

En este sentido se ha reportado que At4g21350 (AtPUBS8) es un gen clave en la PSC,
expresandose en estadios florales avanzados (Nasrallah, 2005; Liu y col., 2007).
Utilizando modelos transgénicos de A. thaliana (en el genoma de A. thaliana, SRK
existe como pseudogen, no funcional), estos autores han demostrado que PUB8 regula
los niveles de transcriptos de SRK. Sin embargo, y adn como se indicd en la seccidn
anterior en relacion con el receptor ARK3, en la presente tesis, se pudo demostrar que
en A. thaliana, AtPUBS8 se expresa en todas las condiciones ensayadas, observandose
un aumento significativo en el tratamiento mediado por ABA (1,0 veces respecto del
control normal) y en el promovido por GA (0,8 veces respecto del control normal). En
cuanto al estrés salino, el mismo parece provocar un aumento algo mdas moderado,

aunque estadisticamente significativo (0,4 veces), respecto de las plantas control

(Figura 54).
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Figura 54: Cuantificacion de la expresion génica para PUB8 en A. thaliana bajo estrés. Gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio. Expresidén del gen correspondiente a PUBS8 de 257pb (flecha
roja). Se expresa en todas las condiciones ensayadas. La banda de mayor intensidad del marcador
de peso molecular (MPM) corresponde a 500 pb. Flecha blanca: control de expresién interna (B-
tubulina).
Adicionalmente a los estudios en A. thaliana, se utilizd otra especie del género
Arabidopsis, A. lyrata, dado que ésta presenta un sistema de polinizacién
autoincompatible. Adicionalmente en este caso se analizo la expresion génica en hoja.
En esta ultima especie, la expresidon génica de AtPUBS8, es critica para garantizar la
polinizacién en condiciones extremas. La expresidon génica se evalué tanto en tejidos

florales como foliares, aunque sélo se pudieron realizar los analisis de plantas de A.

lyrata en condiciones normales de crecimiento y sometidas a tratamiento hormonal
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con GA. La restriccion se debid a que como consecuencia del alto grado de SI que
presenta A. lyrata para este genotipo, no se pudieron obtener la cantidad de flores
necesarias para evaluar todas las condiciones previamente ensayadas. Aunque se
verificd una menor expresion de AtPUBS8 en tejido vegetativo resultd que estos ultimos
también expresan esta proteina putativa. Sorprendentemente, en estos experimentos
se verificd que en hoja la respuesta a GA fue estadisticamente significativa respecto de
los controles no tratados (0,7 veces respecto de las plantas no tratadas). Por el
contrario, en tejido floral la expresidn génica de AtPUBS8 en tejidos florales de A. lyrata
sometidos a tratamiento hormonal con GA, no exhibe diferencias significativas
respecto de las condiciones normales de crecimiento (Figura 55). En cuanto a la
expresion de AtPUBS8 en tejido foliar de A. thaliana, se verifica que también hay una
respuesta positiva a la accion de GA (0,7 veces respecto de la registrada en plantas
crecidas en condiciones normales). En el caso del tejido floral de A. thaliana, también
se verificaron incrementos estadisticamente significativos en las plantas sometidas a

tratamiento hormonal con GA respecto de las plantas control (0,6 vs. 1,4 veces) (Figura

54).
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Figura 55: Cuantificacion de la expresion génica para AtPUBS8 en A. thaliana y en A. lyrata. Gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio. Expresion del gen correspondiente a AtPUB8 de 257pb en
condiciones normales de crecimiento y bajo estrés hormonal con GA, en dos tejidos: flor (F) y hoja
(H), en dos genotipos de Arabidopsis: A. thaliana y A. lyrata. Control de expresion interna (B-
tubulina: At5g62700 de 151pb).
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DISCUSION

ADHESION CELULAR DURANTE LA POLINIZACION

Naturaleza quimica lipoproteica de las moléculas que intervienen en la

interaccion polen estigma en A. thaliana

El registro mas antiguo que se ha encontrado sugiriendo un interés humano en los
mecanismos de polinizacién y fecundacion de las angiospermas, es la de un relieve
tallado del palacio del rey sirio Ashuirnasir-pal 1l, 883-859 aC, que muestra a un
hombre alado portando una inflorescencia masculina y esparciendo el polen sobre las
femeninas de arboles de palma (Stanley y Linskens, 1974). Pero no fue sino hasta 1824
gue el matematico y astronomo Giovanni Battista Amici (1786-1863) observé por
primera vez los tubos de polen en germinacién, sobre un estigma. Mas tarde el propio
Amici propuso que el tubo polinico lleva los nucleos espermaticos al 6vulo donde
reside la célula huevo. En 1884, Eduard Adolf Strasburger (1844 — 1912) (Maheshwari,
1950) demostré la fecundacién como la fusiéon de la célula huevo y los nucleos
espermaticos en las angiospermas. En 1898, la doble fecundacidn fue reconocida como

una caracteristica Unica de las plantas con flores.

La reproduccidn en las angiospermas es un proceso que estd sujeto a diferentes tipos
de regulacion mediados por la interaccidon entre el polen y el estigma. Esta interaccién
permite a los tejidos reproductivos femeninos de la planta, identificar y rechazar los
granos de polen de especies estrechamente relacionadas (incompatibilidad
interespecifica) y en muchas especies de plantas superiores, discriminar granos de
polen producidos por la misma planta (autoincompatibilidad). Ambos procesos
involucran un rol activo del estigma en el rechazo del polen incompatible y son
asimismo muy distintos de la falla de la fecundacion que resulta de las cruzas
interespecificas entre plantas filogenéticamente distantes (incongruencia). En casos de
incongruencia, los sistemas reproductivos de las especies de plantas han divergido
tanto, que fracasan en interactuar entre si en algin punto del proceso de la

fecundacion. Asi, la incongruencia representa una simple falla en la interaccion, en
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contraposicién al rechazo activo del gametofito masculino por los tejidos
reproductivos femeninos. En cruciferas autoincompatibles, el arresto del desarrollo del
polen que sigue a la autopolinizacién tiene lugar primariamente antes que el grano de
polen germine. En una polinizacion compatible, el estigma libera agua y otras
substancias al grano de polen maduro deshidratado después que se deposita sobre el
estigma. Esto habilita la germinaciéon delgrano de polen y la penetracién del tubo
polinico al estigma, asi como su crecimiento a través del tejido de transmisidon del
estilo y finalmente su llegada al 6vulo permitiendo que tenga lugar la fecundacién
(Dickinson y Lewis, 1973; Heslop-Harrison, 1979; Dickinson y Ellemann, 1985; Pruitt y
Hulskamp, 1994). En la polinizacién incompatible, el estigma no libera agua a los
granos de polen propio, impidiendo su germinacién. Los granos de polen propios que
germinan sobre la superficie del estigma estan sujetos al arresto durante el
crecimiento del tubo polinico y la penetracién del estigma. El locus simple, responsable
de la especificacién de una identidad individual de una planta, se denomina locus-S y
ha sido genéticamente estudiado y caracterizado desde hace varios afios (Nasrallah y
col., 1991; Dzelzkalns y col., 1992). Los dos alelos presentes en el locus-S, definen la
identidad de la planta, con todos los granos de polen que expresan ambos alelos. Esto
implica que estos genes actlan esporofiticamente, presumiblemente por ser
expresados en las células tapetales diploides que rodean el grano de polen en
desarrollo y son responsables tanto de la sintesis y depdsito de la pared polinica
externa esculpida (exina) asi como también de la matriz lipoproteica (trifina)
encontrada en las cavidades de la exina. Los posibles productos moleculares han sido
identificados como glicoproteinas especificas del locus-S (SLSGs) (Nasrallah y col.,
1985; Kandasamy y col., 1993) y los receptores S quinasa (SRKs) (Stein y col., 1991). Los
genes que codifican SLSGs o SRKs son grandes familias multigénicas en Brassica
oleracea y la funcidn de estas proteinas durante la fecundacion u otros aspectos del
desarrollo de la planta permanecen como materia de especulacién. En Arabidopsis
existe una familia de genes relacionados, aunque sin funcién conocida (Dwyer y col.,

1994).

Arabidopsis thaliana es una planta de pequeiio tamafio, de la familia de las cruciferas,

gue carece de respuestas de autoincompatibilidad. Arabidopsis es particularmente
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adecuada para la caracterizaciéon genética de las interacciones polen-estigma. Las
caracteristicas que la tornan un modelo ideal para dichos estudios incluyen su corto
ciclo de vida, el pequefio tamafio de la planta madura, el pequefo tamano de su
genoma, la autofecundacién de flores hermafroditas y un alto nimero de progenitores
por flor (Rédei, 1970; Meyerowitz, 1987). Los enfoques genéticos han sido
exitosamente aplicados para identificar genes en varios procesos del desarrollo
(Meyerowitz, 1987; Schiefelbein and Somerville, 1990; Jurgens y col., 1991; Coen,
1993; Pruitt y Hulskamp y col., 1994). Preuss y col., 1993 han reportado una mutacion

gue provoca el bloqueo del paso inicial de hidratacién.

La adhesién celular desempefia un papel muy importante en todos los sistemas
bioldgicos, participando en los procesos de diferenciacion y/o en los de migracion
celular. Aunque la mayoria de las células vegetales, excepto los granos de polen
durante la germinacién del tubo polinico, carecen de capacidad de migracién, las
células implicadas en los procesos de fecundacién establecen contactos adhesivos de
novo. Asi, se ha demostrado que las gametas de las plantas establecen complejos
mecanismos de interaccion finamente regulados que permiten la orientacién del tubo
polinico hacia el ovario, un proceso que requiere procesos de adhesién célula-célula
(Lord y Sanders, 1992; Wilhelmi y Preuss, 1996). En A. thaliana la antesis y la
autopolinizacién ocurren durante el estadio 13 (Smyth y col., 1990). Pese a que este
proceso es clave en la reproduccion de esta especie, se han realizado escasos estudios
sobre el mecanismo involucrado y la posible contribucién de las moléculas de adhesién
celular asociadas al mecanismo de polinizacion. En 1999 Zinkl y colaboradores
definieron y caracterizaron varios aspectos de la adhesidon celular durante la
reproduccidon de Arabidopsis. Estos fendmenos de adhesion se producen en cuestién
de segundos, generan una fuerte interfaz de unién y son especificos de cada especie.
En estigmas secos, esta interaccion inicial es mediada por moléculas con caracteristicas
lipofilicas. La compleja cubierta extracelular del polen de muchas plantas con flores
utiliza proteinas y lipidos para interactuar con las células estigmaticas receptivas
femeninas (Dickinson, 2000; Fiebig y col., 2000). Se ha postulado que ésta cubierta
facilita la comunicacidn en plantas con estigmas secos, proveyendo una funcién similar

al exudado rico en lipidos de los estigmas humedos (Wolters-Arts, y col., 1998). La
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proteina mas abundante de la cubierta del polen en Arabidopsis, es la proteina
anfipdtica de unidn a lipidos denominada oleosina u oleopoleina GRP17 (Glycine-Rich
Protein 17) y ha mostrado ser una proteina clave en el inicio de la polinizacién
(Mayfield y Preuss, 2000). Los estudios preliminares realizados en el marco de esta
tesis, permitieron ampliar y corroborar los hallazgos de Zinkl y col., 1999. En dichos
estudios se determind que la especificidad para la adhesidon polen-estigma en A.
thaliana es mediada inicialmente por moléculas de caracteristicas lipidicas que asumen
conformaciones sensibles a ciertos detergentes (Zinkl y col., 1999; Acosta y col., 2007).
En dichos estudios, fueron ampliados los rangos de concentraciones ensayadas para
los diferentes solventes. Asi, se corroboré que el polen unido es insensible a los
agentes que interrumpen las interacciones electrostaticas; mientras que un
subconjunto de reactivos hidrofdbicos logré desplazar al polen unido, indicando que
moléculas de naturaleza hidrofébica, posiblemente lipofilicas, son las responsables de
mediar la adhesién o el anclaje adhesivo inicial. Estos resultados sugieren la posibilidad
gue las moléculas implicadas en la adhesién, estén ancladas a la superficie celular a
través de las interacciones hidrofdbicas y que los detergentes son capaces de liberar

todo el complejo de adhesién.

Aunque el reconocimiento celular en otros reinos es fundamentalmente mediado por
proteinas, se ha demostrado que las moléculas de naturaleza lipidica, pueden
asimismo proporcionar un alto grado de especificidad (Coll y Miller, 1991; Fisher y
Long, 1992; Podila y col., 1993). Por lo tanto, moléculas hidrofébicas, tales como los
lipidos, los lipopolisacdridos, o eventualmente las proteinas hidrofébicas, podrian
proporcionar la especificidad necesaria para la adhesién polen-estigma. Asi, tomados
en conjunto, estos resultados sugieren que la adhesion polen-estigma no seria
Unicamente mediada por una interaccion proteina-proteina, sino que implica
interacciones de una mayor complejidad adaptativa de los multiples mecanismos de

fecundacion encontrados en plantas superiores.

Ya que las oleopoleinas poseen un rol clave en la estabilizacién de los granulos de
triacilglicerol, no puede descartarse que estas interrupciones afecten indirectamente
también a dichas proteinas e indirectamente las interacciones adhesivas polen-

estigma. Estudios con mutantes de la AtGRP17 muestan que dicha mutacién resulta en
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retardos significativos en la hidratacién del polen, cuando se compara con los tipos
salvajes (Mayfield y Preuss, 2000). Se ha especulado que los dominios simil-oleosina
estabilizan los cuerpos oleosos en el tapetosoma o alternativamente, que podrian
actuar como una secuencia de sefializacién para la poleina madura (Murphy, 2001).
Alternativamente, también se ha especulado que los dominios polenina podrian tener
una funcion como canales acuosos que facilitan la permeabilidad del agua a través de
la cubierta lipidica durante la hidratacion del polen, o funcionar como moléculas de
sefializacion especifica de especie hacia moléculas receptoras sobre la superficie del

pistilo que desencadena nuevos pasos en el proceso de polinizaci én (Kim y col., 2002).

En las células eucariotas animales se ha demostrado que las interacciones adhesivas
mediadas por cadherinas pueden ser interrumpidas por agentes quelantes de cationes
divalentes como el EDTA (Nose y col.,, 1986; Argreves y col., 1987), pero estos
compuestos no afectaron la adhesién inicial polen-estigma de A. thaliana. Estos
experimentos permitirian descartar que los mecanismos de adhesién, puedan estar

relacionados con este tipo de moléculas de adhesién-Ca*? dependientes.

En cuanto a los acidos, tales como el clorhidrico y el acético y las bases como el
hidroxido de sodio, provocaron remocién del polen, pero sélo a concentraciones en las
cuales se compromete la integridad tisular, sugiriendo que sus efectos no son
especificos. En estudios previos se reportd que el efecto de la variacién de pH en la
union polen-estigma afecta la cuticula estigmatica altamente hidrofébica y modifica la
capacidad germinativa del grano de polen y el posterior avance del tubo polinico por el
tracto de transmision (Roggen y Van Dijk, 1973; Roberts y col, 1983; Hiscock y Allen,
2008). Este efecto no especifico, fue inicialmente testeado con diferentes
concentraciones de acidos y bases por Zinkl y col. (1999). Tal como fue demostrado en
dicho reporte, las diferentes concentraciones de acidos y bases no permitieron la
liberacién de los granos de polen del contacto con el estigma, demostrando que los
cambios de pH, en este caso, no son determinantes para la alteracién de los procesos

de polinizacién, germinacién y fecundacion.

El conjunto de reactivos que no provocaron la interrupcidn de los procesos de
adhesidn, demuestran las notables propiedades de la interfaz polen-estigma. La union

es resistente a disruptores cldsicos, como quelantes de cationes divalentes, agentes
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caotrépicos, agentes reductores y oxidantes (sugiriendo independencia,
respectivamente, de los enlaces disulfuro o una conformacion similar a la exhibida por
los hidratos de carbono) y sales. Los mecanismos de adhesidn también resultaron
refractarios a la accién de proteasas, aunque estas enzimas podrian haber tenido
impedimentos estéricos para acceder y afectar a moléculas de adhesién de naturaleza
proteica que pudiesen actuar en esta interfaz. Tampoco se puede descartar la
posibilidad que existan proteinas implicadas en el proceso de adhesién, pero que estas
sean notablemente estables e insensibles a la accion de proteasas. Sin embargo, como
se ha indicado, el conjunto de ensayos realizados y los antecedentes previos, permiten
sugerir que la interaccion de adhesion inicial no estaria mediada por proteinas y que
las interacciones electrostaticas no son las Unicas responsables de tal fendmeno. Los
detergentes no desnaturalizantes, no iénicos (como el Triton X-100), y los
desnaturalizantes aniénicos (como el SDS) promovieron el desprendimiento del polen
unido, sugiriendo que los detergentes de esta naturaleza perturban la estabilidad de

las moléculas de adhesion.

Morfologia e histologia de las estructuras reproductivas involucradas en el

contacto polen-estigma

Luego de estos primeros estudios funcionales, en la presente tesis se realizd la
caracterizacién morfoldgica de las estructuras que participan en el mecanismo de
adhesién celular durante el contacto polen-estigma en A. thaliana. Dichos estudios se
basaron en un conjunto de técnicas de microscopia. Las técnicas de MO se utilizaron
para la visualizacion de células tefidas con azul de toluidina, aunque su resolucién
gueda restringida a 0,2 um. La utilizacion de MET permitié estudiar los detalles
ultraestructurales intracelulares, los cuales pueden ser visualizados con una resolucién
tedrica de 0,2 nm, mientras que la MEB permitié observar detalles de la superficie de
las muestras con niveles de resolucién de entre 4 y 20 nm, los que no se podrian
resolver de otra manera con las técnicas de microscopia de luz transmitida. Las
imagenes aportan una buena profundidad de campo (Wilson y Bacic, 2012), facilitando
la visualizacion de muestras bioldgicas tales como las estructuras reproductivas

presentes en tejido floral de A. thaliana.
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Utilizando MO pudo observarse la presencia de papilas estigmaticas unicelulares. El
estigma de A. thaliana, de acuerdo a la morfologia de la superficie receptiva y la
cantidad de secrecion presente durante el periodo receptivo (Helsop-Harrison, 1977),
puede caracterizarse como un estigma seco, con células receptivas concentradas en
zonas o cabezas y superficie papilada. Estas caracteristicas son las que particularmente
se encuentran en el género Brassica. Como parte del ovario, se distinguen el tracto de
transmisién y el replum que separan ambos ldculos, con sus respectivos évulos
parietales. Esta disposicion se verifica en las especies del género Arabidopsis (Heslop-
Harrison y col., 1977; Roberts y col., 1984; Spielman y col., 1997; Hiscock y Allen, 2008;
Safavian y Goring, 2013).

Dado que la MO no permite caracterizar en detalle al contacto entre el grano de polen
y el estigma, se utilizé MET con el fin de obtener los detalles ultraestructurales de
dicha interaccidn. En las papilas sin polinizar se observaron claramente la cuticula y la
pared celular adyacentes a la membrana plasmatica. En dichos estudios se detectaron
depdsitos osmiofilicos, caracteristicos del metabolismo intracelular, pequenos y
dispersos, sugiriendo escasa actividad metabdlica. Cuando se produce el contacto
inicial del grano de polen con la papila estigmatica, se observa claramente el depdsito
lipidico, que seria exudado por el gametofito masculino, que como se sefiald
previamente, es caracteristico de las especies de estigmas secos, tales como los de
Brassica. Sin embargo, en la presente tesis se logré determinar que la superficie de
contacto lipidico de dicha interaccidn, es discontinua lo que hasta el presente trabajo
no habia sido reportado en la literatura. Dicha discontinuidad en la interaccién polen-
estigma, habilita la posibilidad que, adicionalmente a la naturaleza lipofilica de este
contacto, también intervengan proteinas en el proceso. Dicha hipdtesis incrementd el
interés de indagar sobre posibles actores proteicos en el proceso de adhesién de las
gametas femeninas y masculinas. Adicionalmente, luego de este contacto inicial, se
observa una dramadtica reorientacion de la gran vacuola central hacia el punto de
contacto. Asimismo, se detecta un aumento en el nUmero de agregados osmiofilicos y
pequenas vacuolas ubicadas en el punto de contacto. Como se discutird mas adelante,
estos hallazgos fueron corroborados posteriormente en los estudios

inmunohistoquimicos en los que se detectaron proteinas ARM en las papilas,
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presentes durante el contacto polen-estigma en presencia del tratamiento hormonal
con GA. Esta reorientacién vacuolar hacia el contacto con el gametofito masculino,
muestra que existen proteinas que activan su expresion en determinadas condiciones
de tratamiento, favoreciendo el contacto para su posterior hidratacién. Estos
resultados constituyen una evidencia morfoldgica que soporta la idea que, durante la
interaccion polen-estigma, existiria alguna clase de comunicacion cruzada entre ambas
células. En mamiferos, los contactos entre las células y la matriz extracelular inducen la
remodelacion del citoesqueleto y la activacidon de cascadas de sefializacién (Gumbiner
y col., 1996; O'Toole y col., 1997). Del mismo modo, los eventos de adhesién polen-
estigma demuestran que desencadenan procesos de reorganizacion citoplasmatica e
inician la sefializacion que regula la hidrataciéon del grano de polen y el posterior
avance del tubo polinico (Elleman y col., 1992). Después de la hidratacién, el grano de
polen produce una excrecencia a través de una abertura o area delgada en la pared.
Este es el sitio de crecimiento que resulta en la produccion del tubo polinico, que en
ultima instancia, transmitira las células espermaticas hacia el saco embrionario. El
proceso inicial de germinacién esta regido por un complejo control, un regulador
importante de este proceso es ROP (Rho-like GTPase of plants), una GTPasa que
comparte el mismo ancestro que Cdc42, Rac y Rho de la familia RHO de pequeiias
GTPasas (Fu y Yang, 2001). La funcion de ROP en la germinacion fue estudiada en
Arabidopsis utilizando la sobreexpresion de ropl y mutantes rop. La expresién de un
mutante ropl dominante negativo (DN) inhibe la germinacién del polen (Li y col.,

1999), mientras que la sobreexpresion del rop1 salvaje promueve dicha germinacion.

Una vez que ocurre la germinacién, el mantenimiento del crecimiento polar del tubo
polinico es también controlado por ROP en una compleja red de sefializaciéon que
incluye la regulacién de un gradiente de Ca*? y la regulacién de la polimerizacién de

actina F (Heplery col., 2001).

Finalmente, en la presente tesis, los experimentos con reactivos que perturban el
contacto polen-estigma, mostraron que luego de la remocién quimica de los granos de
polen, se observa sobre la superficie de la papila una huella que revela la existencia del
contacto. En esta situacidn también se verifican indicadores de una intensa actividad

metabdlica y reorientacidén de la gran vacuola central hacia el sitio de contacto. Como
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se discutira mds adelante, estos hallazgos se corroboraron en los estudios de
localizacién de las proteinas AtARMs por inmunohistoquimica, en las que se detecta
una huella en la superficie de la papila estigmatica, posterior al contacto. Dichas
evidencias morfoldgicas e inmunohistoquimicas sugieren que el complejo de adhesién
polen-estigma es el responsable de la comunicacion entre ambas células, ya que previo
a dicho contacto se observa, utilizando técnicas de MET, una escasa cantidad de
agregados osmiofilicos, que son indicativos de una actividad metabdlica muy
restringida. Por el contrario, durante y luego del contacto se incrementa la actividad
metabdlica desencadenada por la interaccion inicial y se verifica un aumento de
particulas osmiofilicas en el interior de la gran vacuola central y en el citoplasma
circundante, esto también se comprueba en la intensidad de la marcacién de la red
vacuolar de las imdagenes de inmunohistoquimica de los estigmas polinizados en las
plantas salvajes. Sin embargo, al presente no se ha podido dilucidar si la sefalizacidon a
través de la trifina ocurre simultdneamente con, o inmediatamente después, del

proceso de adhesion (Zinkl y col., 1999).
Adhesion del grano de polen al estigma

Las superficies ornamentadas de las células reproductivas masculinas y femeninas en
las flores han sido objeto de atencidn por su variedad vy significado evolutivo. Estas
estructuras y las moléculas que participan en las interacciones sexuales, siguen
estando entre las caracteristicas mas diversas y de mds rapida evoluciéon conocidas.
Aun cuando puede verificarse una amplia variedad de estrategias, cada elemento
participa en la realizacidon de las mismas funciones, ya sea protegiendo el polen vy el
estigma del medio ambiente, como garantizando la entrega y la captura de polen asi
como la promocién de su hidratacién y germinacion para permitir la entrada de los
tubos polinicos apropiados en el estigma y guiar los tubos al ovario. Asi, la captura de
los granos de polen por los estigmas involucran estrategias ecolégicas mediadas por un
conjunto de polinizadores bidticos y abidticos (insectos, viento, etc.) y moleculares que
generan fuertes interacciones adhesivas para posibilitar su retencién. La interfaz
polen-estigma difiere en las distintas especies como resultado de la amplia variabilidad
en la morfologia y el contenido de los exudados del estigma asi como la naturaleza de

la exina y la cubierta de polen.
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Sobre los estigmas secos de las Brassicaceae, especialmente los de A. thaliana, los
granos de polen de otras familias botanicas no se adhieren correctamente, lo que
demuestra una especificidad que restringe el acceso al polen inapropiado (Luu y col.,

1998; Zinkl y col., 1999).

En Arabidopsis, la naturaleza de la interface polen-estigma sufre modificaciones a
medida que progresa la polinizacién, tornandose con el tiempo considerablemente
mas fuerte, con diferentes tipos de contactos adhesivos (Luu y col., 1997a; Luu y col.,

1997b; Zinkl y col., 1999; Edlund y col., 2004; Acosta y col., 2007).

Es ampliamente reconocido que la autopolinizacion no necesariamente conduce a
procesos de autofecundacion ya que un alto porcentaje de plantas con flores (hasta el
70%) presentan sistemas genéticos que promueven la autoincompatibilidad (Sl)
garantizando de este modo la variabilidad genética, via la fecundacién cruzada. Estos
sistemas guardan ciertas semejanzas con los sistemas de receptores basados en
interacciones proteicas y se ha postulado que serian activados inmediatamente a
continuacion del establecimiento de la interaccién de tipo lipofilica. Estos mecanismos
son los responsables del reconocimiento del polen propio por el pistilo y su
subsiguiente rechazo, mucho antes de que exista el riesgo de autofecundacién y su
efecto en la depresién endogdmica. Asi, es ampliamente reconocido y aceptado que
los sistemas de S| permiten optimizar el potencial de la exogamia. Debido a las
consecuencias genéticas, ecoldgicas y evolutivas, durante los Ultimos 20 afios la S| ha
sido ampliamente estudiada y caracterizada (Franklin-Tong, 2008; Ferrer y Good, 2012;
Leducq y col., 2014). En especies de Brassica se han identificado las moléculas que
actuan mediando el reconocimiento del polen por el estigma y que inician la respuesta
SI. La base molecular para el reconocimiento del polen durante la respuesta Sl ha sido
estudiada demostrandose que la proteina BnARC1 es una molécula central en la
respuesta SI de este género (Stone, 1999; Stone, 2003). Esta proteina contiene
dominios con repeticiones armadillo que participan en las interacciones proteina-
proteina. Dichas interaciones especificas son dependientes de la fosforilacién del
dominio quinasa de SRK (Gu, 1998). Sin embargo, tanto la via de transduccién de la

sefial desencadenada por la activacién de SRK, como el mecanismo celular por el cual
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se rechaza el polen incompatible aun permanecen sin haber sido completamente

dilucidadas.

A diferencia de la atencion que se ha prestado a las investigaciones sobre los
mecanismos que involucran la Sl, los procesos de la autofecundacién y SC han sido
sistematicamente soslayados y subvalorados, como si estos no constituyesen un
dispositivo fundamental en la evolucién y la ecologia de las plantas superiores. La
importancia de la autopolinizacién (asi como de la apomixis) fueron originalmente
reconocidas por Baker como mecanismos claves en las plantas con flores (Baker, 1948;
Baker, 1967). La ley de Baker invoca la importancia del aseguramiento reproductivo
basado en la seleccidn de los mecanismos de autofecundacion, SCy apomixis (Horandl,

2008).

En los modelos de metapoblaciones, la seleccién para garantizar la reproduccién es
mayor, conforme disminuye la tasa de ocupacién de nuevas colonias (Levins, 1969;
Pannell y Barrett 1998). Mas alld de la fase de la colonizacién, la reproduccién
uniparental actuaria aliviando la fecundidad reducida que surge como consecuencia de
la limitada cantidad de polen en pequefias poblaciones fundadoras y/o como
compensacion de la falta de polinizadores adecuados en la regién colonizada
(Rambuda y Johnson 2004). Varias lineas de evidencia sugieren que las transiciones
desde la fecundacion cruzada a la autofecundacién han ocurrido varias veces en linajes
independientes. En las angiospermas, tales transiciones tienden a estar asociadas con
conjuntos de cambios, incluyendo las diferencias morfoldgicas (por ejemplo,
disminucion del tamario floral) y gendmicas (por ejemplo, reduccién en el tamafio del
genoma), asi como propiedades genéticas de la poblacién (por ejemplo, la reduccién
de la heterocigosidad; revisados en Charlesworth 2003). Sin embargo, en la mayoria de
los casos, la escala temporal (timing) y los procesos que impulsan dicha transicion, se
han mantenido fuera del alcance de la investigacién experimental, incluso para
especies con mecanismos de autofecundacion muy bien estudiados, (como
Caenorhabditis elegans y A. thaliana) los que se sabe cambiaron de mecanismos de

fecundacion cruzada a autofecundacién (Marais y col., 2001; Nasrallah y col., 2004).

Investigaciones recientes han encontrado evidencias que la transicién de

autoincompatibilidad ancestral a autocompatibilidad completa en A. thaliana habria
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ocurrido muy recientemente (Kusaba y col., 2001) y sugiere que dicho proceso fue
consecuencia de una fijacién selectiva de un alelo no funcional (wSCR1) del gen SCR,
que determina la especificidad en la respuesta de incompatibilidad. La principal
evidencia es la carencia de polimorfismo en el locus SCR en A. thaliana. Sin embargo, el
gen SRK estrechamente emparentado, que determina la especificidad estigmatica en
las especies de Brassicaceae autoincompatibles, posee una extremadamente alta
diversidad de secuencia, con tres haplotipos SRK divergentes, dos de ellos presentes en
multiples cepas. Esta alta diversidad es extremadamente inusual en esta especie y
sugiere la posibilidad que multiples diferentes haplotipos de SRK puedan haberse

preservado de ancestros autoincompatibles de A. thaliana (Bechsgaard y col., 2006).

Por este motivo y con el objetivo de profundizar sobre el mecanismo de adhesion
polen-estigma en una especie SC como A. thaliana, en una tercera etapa, los estudios
de la presente tesis se orientaron a tratar de comenzar a clarificar este proceso tanto a
nivel molecular como funcional. Para la consecucion de este objetivo se trabajé en el
rastreo de moléculas con niveles de homologia a BnARC1 en A. thaliana, que permitan
comenzar a explicar los posibles roles de éstas en sistemas SC, asi como los

mecanismos moleculares implicados en este tipo de polinizacién.
PROTEINAS CON REPETICIONES ARMADILLO EN A. THALIANA: ATARMS
AtPUB16 se encuentra filogenéticamente relacionada a BnARC1

Las estrategias de control de las funciones proteicas, basada en su inactivacién por
destruccién desarrollada por las plantas, son un conjunto de procesos bien estudiados
y conocidos. Como ya se indico previamente, un mecanismo fundamental para las
plantas, se basa en el Sistema Ubiquitina/Proteosoma (UPS), un mecanismo altamente
regulado de degradacién y turnover intracelular. A través de la accidn concertada de
una serie de enzimas, las proteinas son marcadas con ubiquitina, senalizando su
degradacion proteosomal. Aun cuando no existen datos definitivos, si se considera la
homologia de las secuencias de aminodacidos, se estima que 5% del genoma de
Arabidopsis, se compone de elementos de la via del UPS (Smalle y Vierstra, 2004). Las
vias que utilizan el sistema UPS para controlar la sefalizacion de GA se encuentra

altamente conservada en especies que van desde monocotiledéneas (como el arroz y
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la cebada) hasta las dicotiledéneas (como Arabidopsis). En plantas, de la totalidad de
los componentes de la maquinaria de ubiquitinacién, aproximadamente la mitad son
redundantes o parcialmente redundantes, e influyen sobre diversas respuestas al
ambiente o modulan diversos procesos del desarrollo de las plantas. Notablemente,
multiples aspectos de las respuestas a estreses bidticos y abidticos requieren o son
modulados por ubiquitinacion (Callis, 2014). EI UPS posee un amplio espectro de
acciones desde su actividad como componentes amplificadores de la expresidén génica,
a reguladores de la abundancia de proteinas. Estas estrategias que implican la
degradacion de proteinas, a simple vista podrian considerarse como un costo
energético desfavorable. Sin embargo, dicha estrategia dotaria a las plantas de la
capacidad de responder mas rdapidamente ante posibles cambios ambientales (o los
requeridos durante la ontogenia), que aquellos demandados para modificar las tasas
de transcripcidn. Recientes reportes en este campo han identificado a la conjugacién
de ubiquitina, como un mecanismo importante en la regulacion de factores de
transcripcién de respuesta a estrés y otras proteinas reguladoras. Mediante Ia
modulacion de la concentracién y la actividad de estas ultimas, la ubiquitinacion
jugaria un rol central en la regulacion de los cambios transcripcionales requeridos para
la adaptacion al estrés abidtico (Cho y col., 2006, Samuel y col., 2008; Park y col., 2011;
Lyzenga y Stone, 2011; Dubois y col., 2013; Clark y Millar, 2015).

Con el objetivo de caracterizar en A. thaliana proteinas ARMs, homélogas a BnARC1, se
realizd un estudio bioinformatico basado en la realizacion de un alineamiento multiple
y a partir del mismo, se efectuaron estudios comparativos, utilizando herramientas

gue permiten el calculo de distancias filogenéticas.

En trabajos previos se ha reportado una caracterizacion filogenética de AtARMs
agrupandolas de acuerdo a la presencia de dominios ARM y U-box (Mudgil y col.,
2004). En la presente a tesis se decidié incluir en dichos analisis tanto las AtARMs,
como la secuencia correspondiente a BnARCl. Esta inclusién provocé un
reordenamiento de las secuencias, diferente a la obtenida por el grupo de Mudgil,
ubicando mads cerca de BnARC1 a aquellas secuencias que poseen relacién evolutiva
con la misma. Es sabido que existen diversas formas de determinar la historia evolutiva

de un conjunto de secuencias relacionadas. Algunos métodos utilizan como
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informacién de partida, conjuntos de caracteristicas (por ejemplo: el tipo de residuo
presente en cada posicion de las secuencias comparadas) mientras que otros se basan
en medidas de distancias entre las secuencias. Los métodos basados en distancias (NJ),
permiten construir arboles filogenéticos basados en la distancia genética entre pares
de secuencias de ADN o proteinas. Estos requieren un alineamiento multiple como
informacién de entrada (Saitou y Nei, 1987). Difieren de los métodos basados en
caracteres (MP, ML), en que los datos utilizados se presentan en una matriz de
distancias, obtenida a partir del alineamiento de las secuencias, en lugar de emplear el
propio alineamiento como ocurre en el resto de los métodos (Otu y Sayood, 2003). De
esta manera se comparan las secuencias completas, otorgando un mayor significado

Ill

evolutivo y evocando una imagen intuitiva del “grado de parentesco” entre ambas
(Kahl y Meksem, 2008). Los primeros son los llamados métodos algoritmicos, agrupan
las secuencias segun distintos criterios, creando un nuevo nodo en cada paso y
conduciendo a la obtencién de un uUnico arbol, considerado el mas ajustado a los datos
(Figura 31 A). La principal ventaja de los métodos basados en distancias, es su bajo
costo computacional, lo que resulta de particular utilidad cuando se desea comparar
un gran numero de secuencias. Entre las desventajas mas relevantes se pueden
mencionar que el alineamiento multiple conlleva pérdida de informacidn, es sensible al
orden de entrada de los datos y se genera un arbol Unico, por lo que se desechan

arboles que podrian ser igualmente validos y consistentes con los datos (Farris y col.,

1996).

El método de maxima parsimonia (MP) se basa en caracteres y por tanto trata de
utilizar cada una de las posiciones del alineamiento multiple como una pista en la
busqueda del arbol mas probable. Tiene la ventaja de ser relativamente rdpido con
grandes matrices de datos, robusto si las longitudes de rama son cortas (amplio
muestreo o baja divergencia) y se pueden inferir estados ancestrales (Kahl y Meksem,

2008).

El método de maxima verosimilitud (ML), selecciona el drbol con mayor probabilidad
de explicar los datos, utilizando el modelo evolutivo para establecer la probabilidad de
cada tipo de mutacién en las secuencias. Tiene la ventaja de ser robusto y poco

sensible a la violacién de sus asunciones (Huelsenbeck, 1995), es el método menos
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afectado por el error de muestreo ya que proporciona las estimaciones con menor
varianza y permite la superposicién de multiples cambios en una misma posicion (Hillis
y col.,, 1996). En este trabajo, el analisis filogenético se llevé a cabo con secuencias
pertenecientes a una superfamilia, por lo que se trata de secuencias de proteinas
homélogas con una estructura similar para las que existe alguna evidencia que sugiere

un origen evolutivo comun y con muy diversas funciones (Murzin y col., 1995).

Con el fin de otorgar consistencia y robustez al andlisis de filogenia, en esta tesis se
utilizaron los tres métodos de reconstruccion filogenética: vecinos cercanos (NJ)
basado en distancias, maxima parsimonia (MP) y maxima verosimilitud (ML) basado en
criterios de optimizacién. Todos los arboles filogenéticos reconstruidos permitieron
identificar un conjunto de genes que codifican para polipéptidos que pertenecen a la
superfamilia de las proteinas ARM de A. thaliana. AtPUB16 es la secuencia que se
encuentra ligada mas directamente al nodo que conecta BnARC1 y AtPUB17. En todas
las reconstrucciones filogenéticas obtenidas, se verifica una posicidon coincidente de
AtPUB16 en el nodo préximo mads cercano al punto que une a BhnARC1 con AtPUB17,
sugiriendo funciones biolégicas para AtPUB16 relacionadas tanto con la presencia de
dominios ARM como U-box homdélogos en las tres secuencias (Kahl y Meksem, 2008).
La funcidn bioldgica como ligasa de ubiquitina E3, que actia marcando proteinas para
su degradacién via proteosoma involucradas en diferentes vias de sefializacién, se ha
descripto tanto para BnARC1 como para AtPUB17. BnARC1 actla marcando proteinas
involucradas en la via de hidrataciéon y posterior germinacion del grano de polen
compatible (Stone y col., 2003), mientras que AtPUB17 participa en mecanismos de
defensa a patégenos (Yang y col., 2006). Ambas poseen dominios ARM, caracteristicos
de proteinas involucradas en la interaccién proteina-proteina y un dominio U-box
presente en todas las ligasas de ubiquitina E3. Dado que AtPUB16 es la secuencia
proxima siguiente a ambas en las reconstrucciones filogenéticas, se propone para la
misma, una funcién biolégica similar como ligasa de ubiquitina E3 en un mecanismo de

sefializacion nuevo, aun no caracterizado.
AtPUB16 posee dominios y estructura 3D similares a BnARC1 y AtPUB17

La existencia de una asociacion entre la secuencia de aminodcidos y las estructuras

secundarias adoptadas en la proteina, es la hipétesis fundamental sobre la cual estan
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basados todos los métodos de prediccion de estructura secundaria (Sander vy
Schneider, 1991). Cuando se utilizan bases de datos tales como SMART o Pfam, se
pueden predecir patrones y perfiles que conforman una region particular o dominio en
la arquitectura de una proteina. La similitud observada a nivel de las estructuras
secundarias, evidencia una frecuencia relativamente alta de aminoacidos comunes.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el analisis filogenético se utilizé la
base de datos SUPERFAMILY (Gough y col.,, 2002) detectdndose dos regiones
importantes en AtPUB16: una region RING/U-box de los residuos de aminoacidos 265
al 346 y una regidon ARM que comprende la secuencia de residuos de aminodcidos del
385 al 639. Esto sugiere que AtPUB16 podria codificar para una proteina con
caracteristicas funcionales homologas a las desempefiadas por BnARC1 y/o AtPUB17.
Se ha demostrado que estos ultimos polipéptidos actian como ligasas de ubiquitina
E3, BnARC1 en el citosol de las papilas estigmaticas de especies de B. napus,
promoviendo el rechazo de granos de polen propio (Stone y col., 2003), mientras que
AtPUB17 esta involucrada en procesos de muerte celular programada y defensa en A.
thaliana (Yang y col., 2006), tal como se ha descripto ateriormente. Un homdlogo
funcional de BnARC1 en A. thaliana podria desempenar funciones diferentes, dado que
se trata de una especie SC. Esto fortalece la idea propuesta por algunos autores
qguienes afirman que las proteinas PUBs-ARM podrian estar involucradas en diversos
procesos del desarrollo: el reconocimiento y rechazo del polen incompatible (BhnARC1),
en respuesta al estrés por luz como a giberelinas (PHOR1 de Solanum tuberosum),
interactuando con receptores quinasa involucrados en desarrollo y crecimiento
(NtPUB4 de Nicotiana tabacum), regulando los procesos de muerte celular y de
respuestas defensivas (SPL11 de arroz) (Coates, 2003; Samuel y col., 2006; Coates y
col., 2006) o como regulador positivo de procesos relacionados con la defensa en A.

thaliana (AtPUB17) (Yang y col., 2006).

El modelado por homologia constituye un conjunto de métodos de predicciéon que
utiliza técnicas muy potentes basadas en el modelado tridimensional (3D). Estos
métodos se basan en el hecho de que todas las parejas de proteinas que presentan
una identidad de secuencia mayor al 30%, poseen estructuras 3D similares, sugiriendo

roles biolégicos andlogos (Sander y Schneider, 1991). De este modo es posible
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construir el modelo de una proteina de estructura desconocida, partiendo de la
semejanza de secuencia con proteinas de estructura conocida (Blundell y col., 1987).
En base a estos antecedentes, en la presente tesis se utilizd el programa PyMOL
(Molecular Graphics System), una herramienta de visualizacién de fuente abierta para

estudios de biologia estructural (http://sourceforge.net/projects/pymol/). Este

programa permite generar imagenes de alta calidad 3D de macromoléculas bioldgicas,
como las proteinas. Los resultados obtenidos de la modelizacién, mostraron que
espacialmente AtPUB16 exhibe una estructura C-terminal similar a BnARC1, AtPUB17,
AtPUB19, AtPUB10 y AtPUB11, lo que permite asumir que poseen mecanismos de
accién semejantes, aunque las funciones puedan diferir tanto tisular como

temporalmente.

Las AtARMs muestran diferentes patrones de expresion proteica en funcion
del tratamiento aplicado, aunque sélo GA favorece la interaccion polen-

estigma

Tal como ha sido propuesto por Coates (2007), las proteinas ARM participan en las vias
de sefializacién por GA y ABA, funcionando como ligasas de ubiquitina E3 en diferentes
procesos del desarrollo, regulando la degradacién de proteinas que conduce a diversas
respuestas celulares especificas. Un ejemplo de proteina ARM que participa en las vias
de seiializacidn hormonal es PHOR1 que, como ya se describié previamente, funciona
como ligasa de ubiquitina E3, regulando el proceso que promueve la acumulacién de
sustancias de reserva, como el almidén (Amador y col., 2001), en estrecha relacién con
la via de sefalizacién por GA (Zawaski y col., 2012). Asimismo, ARIA es una proteina
ARM de A. thaliana que actia como regulador positivo de respuesta a ABA,
modulando la actividad transcripcional del factor de trascripcion ABF2. En respuesta al
estrés salino se han identificado aumentos transcripcionales de genes que codifican
para proteinas ARMs involucradas en la degradacion de proteinas por ubiquitinacién
en los que a las 6 h posteriores al estrés con NaCl, se activa la expresidon génica de
BG55, una proteina ARM que estaria actuando como ligasa de ubiquitina E3 (Banzai y
col., 2002). Teniendo en cuenta estos antecedentes en los que se estudiaron proteinas
ARMs bajo diferentes condiciones, como parte de este trabajo se propuso la

evaluacién en el tejido floral de los patrones de expresidn proteica bajo diferentes
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tratamientos hormonales y de estrés salino. Los resultados permitieron detectar tres
grupos correspondientes a rangos de pesos moleculares distintos: el grupo A (de 73 a
80 kDa), al cual pertenecen 6 AtARMs; el grupo B (de 58 a 66 kDa) donde se
encuentran 11 AtARMs el y grupo C (de 34 a 41 kDa) con 10 AtARMs. Los resultados
sugirieron que la expresién de estas proteinas AtARMs responden diferencialmente al
agregado de GA, ABA y NaCl, dado que las AtARMs del tejido floral clasificadas en los
grupos Ay B pudieron ser inmunolocalizadas en todos los tratamientos, las agrupadas
en el restante (grupo C), sélo fueron detectadas por inmuno blots bajo condiciones de

tratamiento hormonal y estrés salino.

Con el objetivo de hallar evidencias funcionales que permitiesen relacionar el grupo de
proteinas AtARMs detectadas en los western blots con el mecanismo de adhesién
polen-estigma, se realizd el ensayo de polinizacion en todas las condiciones
mencionadas. Los resultados mds notables de dichos ensayos se verificaron bajo la
accién de GA. En estos se comprobd un aumento significativo del nimero de granos de
polen adheridos y penetrantes. Tal como ha sido ampliamente aceptado, entre los
diversos eventos fisioldgicos regulados por GA, el desarrollo y funcionalizacién de las
estructuras reproductivas, constituye uno de los acontecimientos mas importantes
(Pharis y King, 1985). Los resultados obtenidos en los experimentos de la presente
tesis, permitieron comprobar que el agregado exdégeno de GA provoca una
estimulacion de la interaccién polen-estigma, provocando un aumento significativo del
numero de granos de polen germinados, actuando como regulador positivo del
mecanismo de polinizacion en A. thaliana. El efecto de GA en la interaccion polen-
estigma ya ha sido reportada y caracterizada en estudios previos en los que se
demostré que en especies de Brassica autoincompatibles, el agregado de esta
hormona y otros reguladores del crecimiento, provoca la trasformacién a un
mecanismo de autocompatibilidad (Hiratsuka y col., 1984; Kashyap y Gupta, 1989).
Adicionalmente, Goto y Pharis (1999) mostraron que el desarrollo normal de los
estambres de Arabidopsis requiere mayores concentraciones de GA, que los
demandados para el desarrollo de otros 6rganos florales. Asi, mutantes deficientes en
GA o en la via de transduccién de sefiales mediadas por GA, tipicamente exhiben

estambres cortos, como resultado de la reduccion de la extension de células dentro del
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filamento, de modo que la autopolinizacién se ve comprometida (Cheng y col., 2004).
Estudios mas recientes también indican que las GAs estan involucradas tanto en la
viabilidad del polen como en el crecimiento del tubo polinico en Arabidopsis y en el
arroz (Singh y col., 2002; Chhun y col., 2007). En esta ultima especie, la aplicacidn
exogena de GA revirtid significativamente la macho-esterilidad causada por bajas
temperaturas, mientras que la aplicacién exdgena simultdnea de GA con sacarosa
mejora sustancialmente el grado de desarrollo normal del polen (Sakata y col., 2014).
Estos antecedentes, concuerdan con los ensayos de polinizacidon realizados en el
presente trabajo, tal como lo reflejan los aumentos significativos del nUmero de granos

de polen depositados.

En diversas especies, los roles de las GAs bioactivas (GA;, GAs, GA; y GA7) han sido
identificados y determinados en eventos posteriores a la fecundacidn, formacion vy
desarrollo del fruto (Yuda y col.,, 1981; Zhang y col., 2005; Zhang y col., 2007). Los
estudios de Kato y col., 2010 sugieren que la via de sefializacidon por GA puede regular
el crecimiento del tubo polinico, tanto en Arabidopsis como en arroz. Asimismo, se ha
probado que el estigma vy el estilo estan sujetos a regulacién por GA, via mediacién de
proteinas DELLA (Harberd, 2003; Eckardt, 2007; Fuentes y col., 2012). En funcién de
estos antecedentes, se postuld que las variaciones en los perfiles de expresiéon de
proteinas AtARMs en las plantas sometidas a tratamiento por GA, podrian deberse a la
activacion de mecanismos que favorecen y refuerzan la autopolinizacion en los que

participarian este conjunto de proteinas.

Se ha postulado que la regulacién mediada por GA de proteinas DELLA, constituye un
requisito clave para el crecimiento éptimo de los tejidos florales y para garantizar la
eficiencia de la fecundacion (Fuentes y col., 2012). No obstante estos trabajos, otros
autores sostienen que en la activacion de la expresion génica de la via DELLA, puede no
ser critica, ya que reportes recientes basados en genotipos mutantes de tomate,
permiten postular que la via de sefializacion por GA, resulta en esta especie,

independiente de estas (Livne y col., 2015).

Al presente, existen escasos antecedentes disponibles que permitan determinar el rol
de las GAs en los eventos previos a la fecundacion en A. thaliana. La expresion de las

proteinas AtPUB-ARMs: AtPUB16, AtPUB19, AtPUB2 y en menor medida AtPUB11 es
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inducida bajo tratamiento con GA, constituyendo uno de los primeros antecedentes
gue permiten sugerir un mecanismo previo relacionado con la activaciéon de su
expresidn génica, en una especie autocompatible como A. thaliana. Tal hallazgo fue
posteriormente corroborado en esta tesis con los estudios de RT-sqPCR y gPCR,

utilizando cepas salvajes y mutantes para AtPUB16 y el receptor de GAs, GID1A.

En relacidn con los bioensayos realizados para evaluar posibles efectos del ABA en una
especie autocompatible, se verificé que el agregado de esta hormona produce una
disminucion extremadamente significativa del nimero de granos de polen adheridos y
penetrantes en relacion con las condiciones normales de crecimiento. Al presente, no
se han reportado estudios que permitan relacionar esta hormona con el proceso de
autocompatibilidad en plantas SC. De acuerdo a los resultados obtenidos esta
fitohormona estaria implicada en mecanismos que de algin modo inhiben el proceso
de autopolinizacién o al menos interfieren el contacto polen-estigma en esta especie.
Si bien no hay una base racional para sugerir que pueda participar en el rechazo de
polen propio, su participacion en vias de rechazo podria estar relacionada con
mecanismos de senescencia floral. Aln no ha sido dilucidada la integracion de la via de
sefializacion por ABA para dirigir las respuestas al estrés abiético y bidtico relacionados
con la muerte celular programada y la senescencia (Christmann y col., 2006). Aunque
se ha detectado que la aplicacién exdgena de ABA a ciertas flores acelera la
senescencia de la flor, mostrando una relacion inversa entre niveles de ABA y edad
floral (Borochov y Woodson, 1989). Una de las pruebas complementarias realizadas en
la presente tesis fue el analizar los perfiles de expresidon génica de la calosa sintasa
Cal5S. En dichos estudios se verificaron incrementos significativos de esta enzima en
los tejidos florales de las plantas tratadas con ABA. Por otra parte estos hallazgos
fueron reforzados en el ensayo de polinizacidn, ya que en estos estudios se detectaron
depdsitos de calosa en el interior de las papilas estigmaticas, emulando los
mecanismos de rechazo del polen propio (Goring, 2000; You y col., 2010). Al presente
no existen antecedentes de otros grupos de investigacién que hayan indagado el
posible efecto del tratamiento con ABA en el proceso de autofecundacién en A.
thaliana y el significado de estos experimentos aun no resulta claro y de alguna

manera podrian ser considerados contradictorios. Sin embargo, en los estudios de RT-
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sqPCR, se verificé que en las plantas tratadas con ABA, las proteinas putativas
AtPUB19, AtPUB2 y FL17 exhiben incrementos significativos de expresién génica.
AtPUB19 es una ligasa de ubiquitina E3 que ha sido implicada en la regulacién negativa
de las respuestas a la sequia mediadas por ABA (Liu y col., 2011; Seo y col., 2012). Para
AtPUB2 y FL17 aln no han sido postulados roles bioldgicos. Los resultados de la
presente tesis sugirieren una posible participacién de dichas AtARMs en la activacién
de mecanismos de senescencia floral luego de la autopolinizacion. Se sabe que el éxito
de la polinizacién es tal vez el factor externo mdas determinante en la afectacion de la
senescencia floral, mecanismo que se induce cuando se produce un depdsito reducido
de granos de polen sobre el estigma en flores polinizadas. Mientras que la Sl resulta en
una polinizacion ineficaz, no habiendo senescencia del tejido floral, el reconocimiento
del polen propio del no propio y el rechazo del primero, resulta esencial en Ia
senescencia inducida por polinizacion (Jordan, 2006). Este mecanismo ha sido
ampliamente estudiado por Stead (1992) y van Doorn (1997) y es el resultado de
eventos altamente coordinados que comienzan con la germinacidn del polen sobre el
estigma y conducen a cambios que provocan la incapacidad del tubo polinico para
alcanzar el ovario (Jordan, 2006). Asi, la falla de fecundacién constituye uno de los
factores que induce la senescencia floral, proceso que se desencadena como
consecuencia de muchos tipos de estreses abidticos (Tripathy y Tuteja, 2007). En el
presente trabajo de tesis, se ha deteterminado la presencia de calosa en las papilas del
estigma, como repuesta al tratamiento mediado por ABA, impidiendo el ingreso del

tubo polinico al tracto de transmisidn, evitando asi la fecundacién de los évulos.

La sobreexpresion de AtPUB19, observados por la aplicacién ectdpica de esta
fitohormona, podria constituir una respuesta al alterar los fendmenos de senescencia

floral en este modelo.

El estrés salino evaluado no modificé los niveles de expresion de los grupos de
proteinas AtARMs detectadas por western blot. Asimismo, en los test de polinizacién
de las plantas tratadas con NaCl, no se observan diferencias significativas respecto de
los controles no tratados, por lo que se concluyé que este no tendria implicancias

sobre la interaccién polen-estigma, a diferencia de lo observado por Banzai (2002)

Pagina 152



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas FBCB-UNL - Lic. Maria Gabriela Acosta

donde la expresion de proteinas PUB-ARMSs en otras especies se modifica en funcién

del estrés salino aplicado.

El agregado exogeno de GA induce significativamente la expresion génica de

AtPUB16, AtPUB19 y AtPUB2

En paralelo con los estudios de expresion proteica y los funcionales de polinizacién, en
la presente tesis se estudiaron los niveles de expresion génica de proteinas AtARMs
putativas, predichas en los estudios bioinformaticos. Los genes analizados fueron
aquellos que codifican para AtARMs filogenéticamente cercanas a BnARC1 (AtPUB17,
AtPUB16, AtPUB19, AtPUB10 y AtPUB11). Las proteinas putativas mas relacionadas
filogenéticamente con BnARC1: AtPUB17, AtPUB16 y AtPUB19 se encuentran en el
grupo A de las AtARMs detectadas por western blot, junto con AtPUB2, AtPUB5 y FI17.

Estos estudios se llevaron a cabo tanto en condiciones normales de crecimiento como
en plantas sometidas al agregado exégeno de ABA, GA y NaCl, dado que como se
indicd precedentemente, se ha probado que el UPS involucra las proteinas PUBs-ARMs
gue en diferentes especies se expresan bajo condiciones de estrés abidtico (Banzai y

col., 2002; Coates, 2006; Samuel y col., 2009).

Del andlisis del conjunto de proteinas AtARMs previamente descripto, se seleccionaron
las AtPUB-ARMs para estudiar los niveles de expresién génica fundados en la base de

datos de microarreglos de eFP Browser (www.bar.utoronto.ca) que presenta

resultados en condiciones normales de crecimiento y bajo tratamiento hormonal y
estrés salino en estadio de crecimiento 1.0 (cotiledones completamente abiertos,
Boyes y col., 2001) (Figura 56). Dichos reportes fueron comparados con los datos
obtenidos en el presente trabajo de tesis por RT-sgPCR en tejido floral. Los resultados
utilizando dicha base de datos, demostraron que el grupo de genes para las AtPUB-
ARMs estudiadas en este trabajo, tienen una expresion diferencial, dependiendo del
tratamiento evaluado. En concordancia con lo observado en los experimentos de este
trabajo, AtPUB17 no muestra diferencias significativas en los niveles de expresion
génica en condiciones normales de crecimiento comparadas con el tratamiento
hormonal y estrés salino utilizando microarreglos, asi en ambos estudios se muesta
gue ni las hormonas ni el estrés salino modificaron los niveles de expresion génica para

este gen. De acuerdo a estos resultados, se concluyd que esta proteina no estaria
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involucrada en los procesos de interaccion polen-estigma bajo las condiciones

evaluadas.

En relacién a AtPUB16, de acuerdo con los datos de microarreglos, se verifica que sélo
el tratamiento hormonal con GA provoca un significativo aumento de su expresién
génica en la planta completa (no se discrimina el tejido reproductivo), luego de una
hora de tratamiento con la fitohormona sin mostrar diferencias significativas bajo
tratamiento con ABA y NaCl (Figuras 56a y 56c). Asi, los resultados obtenidos en este
trabajo de tesis mediante RT-sgPCR en tejido floral permitieron verificar que la
expresion génica de AtPUB16 se induce significativamente por GA, resultando

concordantes y ampliatorios con los resultados detectados con el eFP Browser.

Los niveles de expresidn génica para AtPUB19 utilizando la base de datos eFP Browser
mostraron un aumento significativo frente en plantas tratadas ABA (1 y 3 h posteriores
al tratamiento, hpt), con GA (0,5 y 1 hpt), y con NaCl (3 hpt en vastago y 6 hpt en raiz).
En los resultados obtenidos en el presente trabajo, pudo detectarse que las
condiciones evaluadas aumentan significativamente la expresion génica de AtPUB19
en tejido floral, en concordancia con los resultados obtenidos por microarreglos. La
expresion génica de AtPUB19 se incrementa en raices de las plantas sometidas a estrés
salino y en plantulas bajo tratamiento hormonal con ABA y en menor proporcién con
GA (Yee y col., 2009). AtPUB19 pertenece a la clase Il de proteinas PUBs de Arabidopsis
las cuales contienen un dominio U-box seguido de hasta cinco potenciales repeticiones
ARM (Azevedo y col., 2001) y podria participar en vias de sefializacion como ligasa de
ubiquitina E3 mediando en la regulacién de la germinacién de la semilla (Dong y col.,

2006; Bergler y Hoth, 2011; Liu y col., 2011; Seo y col., 2012).
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Figura 56: Perfiles de expresion génica utilizando microarreglos para genes AtPUB-ARM: AtPUB16,
AtPUB17, AtPUB19, AtPUBS5, AtPUB2, AtPUB10 y AtPUB11 bajo estrés abiético hormonal y salino:
ABA, GA y NaCl. Los Heat Maps o Northern electrénicos fueron generados a partir de los datos
colectados de la base de datos publica AtGenExpressConsortiumdata sets (Kilian y col., 2007; Goda y
col., 2008) disponible a través del Expression Browser tool (Toufighi col., 2005) del BAR
(www.bar.utoronto.ca). La escala de color indica los niveles absolutos de expresion (promedio de las
replicas bajo estrés relativo al promedio de las replicas control). (A) Perfiles de expresion de las
AtPUBs de plantas completas en respuesta a ABA. Luego de 7 dias de luz continua las plantas
fueron analizadas a las 0,5, 1y 3 h depués del tratamiento con ABA 10uM (cada bloque corresponde
a un tiempo, de izquierda a derecha). Los datos fueron obtenidos a partir del AtGenExpress Hormone
Series (Goda y col., 2008).

Pagina 155



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas FBCB-UNL - Lic. Maria Gabriela Acosta

B Tratamiento

Estadio de crecimienta

qTejidn
TratamientofControl

Mutante fSalvaje

ITiempo

PUE 2

PUE1G

FUE13

FUE11

FUEL0

PFUELT

PUES
Escala

+ Tratamiento Tejido Mutante fSalvaje

0 .00 BGas BFlanta completa _ Mutante Ler
0.30 L] salvaje Col-0
060
0,90 Tratamiento/Cantral
1.20 . Tratamiento
1.50 Tiempo de Control
1.80  Estadio de crecimiento tratamientaih}
2.10 1.0 0.5
240 1
2.70
X300 . :

Figura 56 (B) Perfiles de expresion de las AtPUBs de plantas completas en respuesta a GA. Luego
de 7 dias de luz continua las plantas fueron analizadas a las 0,5, 1 y 3 h depués del tratamiento con
GA 1 uM (cada bloque corresponde a un tiempo, de izquierda a derecha). Los datos fueron
obtenidos a partir del AtGenExpress Hormone Series (Goda y col., 2008).

Para AtPUB10 y AtPUBI11 los resultados de expresién génica de la base de datos
muestran que el primero disminuye su expresion génica con GA y el segundo aumenta
sus niveles de expresién frente al mismo tratamiento, sin mostrar diferencias con ABA
y NaCl respecto del control sin tratamiento para ambos genes. Los resultados de la
presente tesis mostraron tendencias semejantes, detectdndose una disminucién de
AtPUB10 frente a GA y un aumento de AtPUB11 frente a la misma condicidén. Mientras
gue para ABA y NaCl, tampoco se detectaron diferencias significativas respecto del
control sin tratamiento, de acuerdo con lo observado en los resultados con
microarreglos. Debido a las respuestas detectadas para ambas proteinas en el tejido
floral, se considera que este nuevo resultado descriptivo, debera ser profundizado en
futuros trabajos funcionales, para intentar lograr dilucidar su rol en la fisiologia de A.
thaliana. Aun con estas restricciones, estos hallazgos constituyen un aporte original

respecto de estas AtPUB-ARMs en los tejidos reproductivos.
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Figura 56 (C) Perfiles de expresion de las AtPUBs de plantas completas en respuesta a estrés salino.
Vastagos y raiz de plantas crecidas 18 dias fueron analizadas luego de 0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 h de
tratamiento (cada bloque corresponde a un tiempo diferente, de izquierda a derecha) adicionando
NaCl 150 mM al medio de crecimiento. Los datos fueron obtenidos del AtGenExpress Abiotic Stress
Series (Kilian y col., 2007) perteneciente al BAR.

Finalmente, los niveles de expresién génica de AtPUB5 y AtPUB2 también fueron
evaluados y comparados con la base de datos eFP Browser. Alli pudo observarse que
bajo accidon de GA los niveles de expresidon génica de AtPUB5 disminuyen tal como fue
detectado por los experimentos de RT-sqPCR en este trabajo. Para AtPUB2 se detecta
aumento de la expresidon génica en plantas tratadas con GA utilizando microarreglos,
emulando los resultados del presente trabajo. Sin embargo, para ambos genes, no se
detectan diferencias con el control sin tratamiento en los resultados por microarreglos
bajo accion deABA vy estrés con NaCl. No obstante, en el tejido floral evaluado en el
presente trabajo, se observd una disminucion de la expresién génica para AtPUB5 y un
aumento de la misma para AtPUB2 tanto en los tratamientos con ABA como en los
estresados con NaCl, hecho que fue observado en los resultados por RT-sqPCR. En
relacién con AtPUB2, la informacién disponible es sumamente escasa, aunque por
homologia se ha propuesto que, también tendria una funcién como ligasa de
ubiquitina E3 en respuesta a patégenos (Ascencio-lbanez, y col., 2008). Estos

resultados son coincidentes con los verificados por microarreglos en los que ésta
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molécula, muestran incrementos de su expresién génica en presencia de infecciones
por patégenos, o en respuesta a inductores derivados de los mismos (Yee y col., 2009)
asi como también bajo tratamiento con ABA y estrés salino en raiz (Yee, 2011). Para
AtPUB5 no existen antecedentes disponibles pero por su homologia funcional y su
cercania filogenética con PUBs de diferentes especies de Brassica (Indriolo y col.,

2012), se postula que esta proteina seria una ligasa de ubiquitina E3.

Los datos de expresidon génica disponibles por microarreglos para las AtPUB-ARMs bajo
las condiciones evaluadas (hormonal y salino) corresponden a un estadio del desarrollo
previo al tejido floral evaluado en la presente tesis (Toufighi y col., 2005; Yee y col.,
2009). Por lo que el estudio de la expresion génica de las AtPUB-ARMs de este trabajo,
significa un aporte original para la caracterizacion funcional de esta superfamilia de
proteinas, ya que en flores sometidas a tratamiento con ABA, GA y NaCl no existen
datos relevantes. Asimismo, no existen antecedentes sobre estudios de expresién
génica del conjunto de proteinas AtPUB-ARMs con un posible rol en la etapa de

adhesién, reconocimiento y posterior aceptacién del polen propio en especies SC.

Uno de los resultados mas destacables, fue el incremento significativo de la expresién
génica de AtPUB16 en plantas sometidas aGA, sugiriendo una respuesta directa frente
al agregado exdgeno de esta hormona. Asimismo, teniendo en cuenta su relacién
filogenética con BnARC1, luego de AtPUB17, se encuentra AtPUB16. Adicionalmente,
teniendo en cuenta que el grupo de proteinas AtARMs donde se localiza AtPUB16
aumenté sus niveles de expresidon bajo GA en los estudios por western blot, y que este
mismo tratamiento hormonal mostr6 un aumento de granos de polen
adheridos/penetrantes por estigmas en los ensayos de polinizacion, AtPUB16 se

convierte en la proteina putativa candidata a ser caracterizada.

Por lo anteriormente expresado, resulta de gran interés abordar estudios sobre la
posible participacién de AtPUB-ARMs en mecanismos de adhesion celular en plantas,
tales como el proceso de polinizacion en especies SC, para las cuales no se cuenta con

antecedentes disponibles.

De manera particular, se analizd la expresion génica de AtPUB16 por microarreglos

utilizando la base de datos del eFPBrowser. Como puede observarse en la figura 57, la

Pagina 158



Tesis de Doctorado en Ciencias Bioldgicas FBCB-UNL - Lic. Maria Gabriela Acosta

expresién génica en condiciones normales de crecimiento se detecta sélo en raiz,
mientras que bajo tratamiento (Figura 58) se muestran pictogramas practicamente sin
diferencias. Soélo se conocen estos perfiles de expresion génica bajo diferentes
tratamientos para estadios tempranos del desarrollo, como se describié previamente.
Por lo que este trabajo de tesis realiza un primer abordaje de la expresidn génica de las

AtPUB-ARMs en tejido floral bajo tratamiento hormonal y estrés salino.
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Figura 57: Representaciones esquematicas de los patrones de expresion absoluta de la serie
de desarrollo vegetal de A. thaliana. Los resultados fueron generados con el ArabidopsiseFP
Browser utilizando la base de datos The Bio-Analytic Resource (BAR: www.bar.utoronto.ca).
Los numero indican el estadio de desarrollo y la escala la expresion absoluta en cada tejido:
embrion, semilla (seca e hidratada: Nambara lab
http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentpage.pl?experimentid=183), silicuas,
hojas, rosetas, raiz, hipocotilo, cotiledones y flor. Abreviaturas: sep: sépalo; pet: pétalo; est:
estambre y car: carpelo. Se muestra a la derecha el patrdn de expresién génica de AtPUB16
en condiciones normales de desarrollo en estigma y ovario, con su escala correspondiente en
la parte inferior.
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Figura 58: Patrones de expresion génica de AtPUB16 (A) y (B) en respuesta al tratamiento hormonal y (C)
en respuesta a estrés salino. Las representaciones esquemadticas de las expresiones a partir del set de
datos de la serie de tratamientos (Kilian et al., 2007) fueron generados con el Arabidopsis eFP Browser
utilizando la base de datos The Bio-Analytic Resource (BAR: www.bar.utoronto.ca). Sélo se cuenta con
datos a partir de los cambios en la expresion génica en los tejidos de vastago y raiz a los 18 dias después
de la adicién de ABA 10uM, GA; 1 uM y NaCl 150 mM al medio de cultivo. Los valores absolutos se
muestran en cada una de las escalas para ambas condiciones (con y sin tratamiento).

LA EXPRESION GENICA DEL RECEPTOR QUINASA ARK3 NO SE MODIFICA FRENTE A LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS, MIENTRAS QUE LA EXPRESION GENICA DE EX070A1

RESULTA DEPENDIENTE DE GA

El receptor ortdlogo de SRK (caracterizado en especies de Brassica), de A. thaliana es
receptor quinasa ARK3. Por esta razén, se postularon funciones similares relacionadas
con la interaccién y fosforilacién de proteinas AtPUB-ARMs, homdlogas a BnARC1 en A.
thaliana, (Samuel y col., 2008; Xing y col., 2013). Asi, resultdé de interés estudiar su
expresion génica hipotetizdndose que podria constituir un posible activador de las
AtARMs via su fosforilacion. El que los niveles de expresién de ARK3 sean similares en

todas las condiciones evaluadas (esto es, no se verifican diferencias significativas bajo
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tratamiento comparado con los controles normales) impide postularlo
concluyentemente como receptor especifico de las AtARMs. Sin embargo, dado que
los niveles de expresién son relativamente elevados en todas las condiciones
evaluadas, no puede descartarse la posibilidad que la regulacién de la expresidén génica
de este receptor, tenga un timing diferente del de las proteinas AtARMs, con las que
podria interactuar. Actualmente algunos autores proponen una conversidon génica en
el dominio quinasa de SRK dando origen a ARK3, promovido por modificaciones
evolutivas del receptor transmembrana que conducen a la produccidn de nuevas
especificidades de sustratos (Guo y col., 2011; Yamamoto y Nishio, 2014). De acuerdo
con esto y teniendo en cuenta que nuestros resultados mostraron que ARK3 se
expresa en tejido floral independientemente del tratamiento al cual se somete a las
plantas, ARK3 podria constituirse en un activador de nuevos sustratos (AtARMs) via

fosforilacion.

En la cascada que se intentaba dilucidar, EXO70A1 podria considerarse como una
posible molécula blanco para cualquiera de los genes putativos estudiados que
mostraron respuesta significativa ante el tratamiento con GA (AtPUB16, AtPUB19,
AtPUB2). Aunque en este caso no se cuenta con datos de la expresién génica por
microarreglos, se ha reportado que EXO70A1 se ensambla con las subunidades
restantes del complejo de exocitosis para reclutar las vesiculas secretoras (Zarsky y
col., 2013), en dichas estructuras, las proteinas SNARE median la fusidn de las vesiculas
a la membrana plasmatica y la proteina cargo ACA13, recientemente caracterizada
(lwano y col., 2014) interviene en la hidratacién del polen propio y posterior entrada
del tubo polinico a través de la pared celular de la papila estigmatica. De acuerdo con
estos hallazgos, es probable que las AtARMs que se expresan significativamente bajo
tratamiento con GA, impidan la degradacién o inactivacién de EXO70A1, blanco
involucrado en la aceptacion del polen SC. De este modo, dichas proteinas podrian
actuar modulando la concentracién y actividad de otras proteinas reguladoras. Para
probar esta hipdtesis, en trabajos futuros, que exceden los objetivos planteados en
este trabajo de tesis, se deberian evaluar posibles mecanismos de interaccién entre
ambas moléculas, asi como la posible translocacién a la via proteosomal para su

degradacion final.
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LOS NIVELES DE EXPRESION DE ATPUB8 AUMENTAN LA SC EN GENOTIPOS DE A.

THALIANA

Como se analizé en la introduccién, la ruptura de la barrera de polinizacion en flores
autoincompatibles es un fendmeno conocido como pseudo-autocompatibilidad o SI
transitoria. Dicho fendmeno ha sido descripto como una estrategia de aseguramiento
reproductiva que le permite a estas plantas autofecundarse, una vez que se han
agotado las oportunidades de cruzamiento (Nasrallah y Wallace, 1968; Levin, 1996;
Good-Avila y Stephenson, 2002; Barrett, 2002; Vallejo-Marin y Uyenoyama, 2004;
Kalisz y col., 2004; Goodwillie, y col., 2005; Brennan y col., 2005; Mable y col., 2005). La
pseudo-autocompatibilidad en la naturaleza, prevalece como una estrategia de
apareamiento mixto, pero los mecanismos moleculares subyacentes son desconocidos.
A. thaliana, pese a ser una especie autocompatible, presenta una variacién criptica
natural de pseudo-autocompatibilidad, que fue descubierta por transformacién de
diferentes lineas con los genes SRK y SCR de su especie hermana A. lyrata
(autoincompatible) (Nasrallah y Nasrallah, 2002; Nasrallah y col., 2004). En dichos
trabajos se determind que AtPUB8 funciona como una ligasa de ubiquitina E3 que
regula los transcriptos del receptor quinasa SRK e interviene en el proceso de pseudo-
autocompatibilidad (PSC) dependiente de la edad floral (Liu y col., 2007). Los estudios
de Tsuchimatsu y col., (2010) observaron variaciones en la manifestacion de las
respuestas de Sl reconstituidas en diferentes ecotipos de A. thaliana, que exhibian un

debilitamiento de la respuesta Sl debido al afiejamiento de las flores (PSC).

Dado que A. thaliana es una especie SC, se hipotetizd que AtPUB8 podria estar
involucrada en mecanismos que difieren de la regulacién de transcriptos de SRK
verificada en A. thaliana transgénicas, o en ecotipos en los que los genes para SRK y
SCR, se mantienen intactos, no como pseudo-genes como ocurre en Col-0. Los estudios
de Liu y col,, (2007), mostraron que en A. lyrata AtPUB8 es de expresion ubicua,
aunque lo hace preferencialmente en el estigma. En este sistema AtPUB8 actuaria
indirectamente regulando los niveles de transcripcidon de SRK, ubiquitinando un factor
requerido para la transcripcidén o para la estabilidad del transcripto, ya sea provocando
su degradacion o promoviendo su redistribucién subcelular (Schnel y Hicke, 2003). En

funcion de estos antecedentes, en la presente tesis se analizd la expresién de AtPUB8
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tanto en tejido floral, como foliar, en A. thaliana y A. lyrata tanto en plantas crecidas

en condiciones normales, como sometidas a GA.

Estos experimentos mostraron que GA, no provoca cambios significativos de la
expresion génica de AtPUB8 en condiciones de SI, en relacidon a las condiciones
normales de crecimiento. Por el contrario, en A. thaliana se verifica un aumento
significativo de la expresion génica de AtPUBS8 frente al agregado de GA. Ya que A.
thaliana es una especie autocompatible, dicho incremento podria significar un

reforzamiento del proceso de SC en estigmas de esta especie.
ANALISIS DE LAS VARIABLES REPRODUCTIVAS DE LAS PLANTAS MUTANTES PUB16

En funcién que de las AtPUB-ARMs evaluadas en las distintas etapas de esta tesis
AtPUB16 emergié como la molécula clave del proceso y cuya expresién se ve
influenciada significativamente por GA, en la Ultima etapa del presente trabajo se
procedid a evaluar un mutante loss of function para dicha molécula. Como parte
complementaria de este trabajo, se realizd la caracterizacidn fenotipica de la mutante
publ6, dado que no se dispone de datos fenotipicos sobre dicho genotipo. Los datos
obtenidos mostraron que entre las plantas salvajes y las mutantes no hubo diferencias
significativas respecto a los parametros relacionados con el desarrollo (niumero de
hojas finales, radio de roseta y longitud del tallo) alcanzado para ambos tratamientos
(—GA y +GA). Por lo que puede sugerirse que AtPUB16 no tiene una implicancia directa
en el desarrollo vegetativo de la planta. Cuando se analiza el efecto entre tratamientos
pudo detectarse que GA afecta el desarrollo del tallo adelantando el proceso de
floracién, dando lugar a la formacidon de plantas de menor talla promedio.

Respecto de las variables reproductivas estudiadas, los datos obtenidos muestran
retardos en la floracidon de las plantas mutantes, pero se observa respuesta a GA
adelantado la floracion. Asimismo para publ16 se observd una reduccidon del 20% en el
numero de silicuas, 36% en la longitud de las mismas y un 60% en el nimero de
semillas por silicua, mostrando que publ6 tendria alguna implicancia en estos aspectos

reproductivos.

Esta caracterizacidén aporta resultados aun no documentados para la mutante publ6

de A. thaliana. De acuerdo a los pardmetros evaluados, AtPUB16 podria tener alguna
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participacién en los mecanismos de polinizacién, ya que todas las variables
reproductivas fueron afectadas. Asimismo, dado que la longitud de radicula fue el
Unico parametro vegetativo que mostré una disminucién significativa, es posible que
AtPUB16 tenga alguna participacién en mecanismo de ubiquitinacién de proteinas en
los procesos de desarrollo y extensién de raiz, tal como fue propuesto por Libault y col.

(2007).

LOS NIVELES RELATIVOS DE EXPRESION GENICA DE ATPUB16 NO MUESTRAN

VARIACION FRENTE AL AGREGADO DE GA EN LAS MUTANTES PUB16 Y GID1A

En esta ultima etapa el andlisis se realizé utilizando la técnica de real time PCR (RT-
gPCR), la cual posee mayor sensibilidad de deteccién que la técnica de PCR de punto
final convencional, es mas rdpida y disminuye el riesgo de falsos negativos. Dado que
los datos son tomados en la fase exponencial del proceso, se garantiza que ninguno de
los componentes de la PCR sea limitante del proceso de amplificacién. Asimismo es
una técnica que posee menos probabilidad de contaminacidn, con lo que disminuyen

los falsos positivos (Higuchi y col., 1993; Freeman y col., 1999; Raeymaekers, 2000).

Los perfiles de expresidon génica se evaluaron tanto en genotipos de A. thaliana
salvajes como mutantes para el gen pub16 y mutantes para el receptor de GA presente
en pistilo, gid1a, bajo tratamiento hormonal con GA, el cual seria el principal mediador

para desencadenar la respuesta de reforzamiento de la SC en A. thaliana.

Dichos estudios permitieron verificar que, en las plantas salvajes, los niveles de
expresiéon en las plantas crecidas en condiciones normales y tratadas con GA exhiben
tendencias similares a las verificadas por RT-sgPCR. Sin embargo, dada la mayor
sensibilidad de la técnica, se observa una amplificacién de los valores de los niveles de
expresién génica en genotipos salvajes sometidos al tratamiento. Asi, en dichos
estudios el nivele de expresiéon de AtPUB16 exibe un notable incremento en las
plantas sometidas al tratamiento con GA respecto de las crecidas en condiciones
normales. Dicha diferencia mostraba valores de 1,44 veces cuando se aplicé la RT-
sqPCR. En la evaluacion de los mutantes pub16, sometidos a las mismas condiciones
experimentales, no se detecta expresion génica demostrando que AtPUB16 constituye

uno de los blancos principales de la activacidn por GA. En paralelo, el ensayo funcional
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de polinizacién, permitid corroborar que los genotipos salvajes exhiben aumentos
significativos en el niUmero de granos de polen unidos a estigmas bajo tratamiento con
GA, comparado con los estigmas polinizados en condiciones normales de crecimiento.
Cuando se analizan los indices de polinizacion de las plantas publ6, tanto en
condiciones control como sometidas a GA, se observa que en ambos casos se verifican
un numero minimo de adhesiones polen-estigma, corroborando que GA participa en la
activacion mediada por AtPUB16 en los mecanismos de polinizacién. Asi, en la
presente tesis se aporta una solida comprobacién empirica que la actividad de GA
actuaria potenciando los procesos de adhesidon polen-estigma en A. thaliana, via la

intervencion de AtPUB16.

Cuando se estudiaron los niveles de expresion génica de AtPUB16 en las mutantes
gidla por RT-gPCR, se detecté que los indices de expresién génica disminuyeron en un
50%. Esto indicaria que AtPUB16 utiliza para activar su expresién génica al receptor
GID1A, aunque no se puede descartar la utilizacion del los receptores GID1B y GID1C,
redundantes funcionalmente con el primero, ya que se detectaron niveles de
expresion génica de AtPUB16 iguales a la mitad de los observados para las condiciones
normales de crecimiento. Asimismo, el ensayo de polinizacién para las mutantes gidla
mostrdé un numero significativamente menor de granos de polen germinados que los
observados en el genotipo salvaje, aunque no se detectaron diferencias significativas

entre los tratamientos, con y sin GA.

Tomados en conjunto, estos resultados permiten postular un rol bioldgico clave de
AtPUB16, en el proceso de polinizacion de las especies SC. Dicho mecanismo de
activacion seria potenciado por GA, y tendria como consecuencia el incremento de los
contactos polen-estigma, sugiriendo la participacion de GID1A como el posible
receptor de giberelinas. AtPUB16 podria postularse como una proteina ARM con un
dominio U-box que, en presencia de GA exégeno, aumenta el nimero de adhesiones
polen-estigma, favoreciendo el mecanismo de polinizacion frente a dicho tratamiento

hormonal.
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LAS PROTEINAS ATARMS SE EXPRESAN EN ESTIGMAS DE PLANTAS SALVAJES DE A.

THALIANA TRATADAS CON GA, EN RESPUESTA AL CONTACTO CON EL GRANO POLEN

Como se demostrd previamente, del conjunto de proteinas AtARMs estudiadas en el
presente trabajo de tesis, AtPUB16 y AtPUB2 activan su expresién génica de novo bajo
tratamiento hormonal con GA, mientras que AtPUB19 y AtPUB11 aumentan sus niveles

de expresién en presencia de este tratamiento.

Adicionalmente y con el objetivo de obtener evidencias morfoldgicas de la localizacion
subcelular de las proteinas AtARMs, se evalud su expresion proteica en flores tanto
para plantas crecidas en condiciones normales de crecimiento, como sometidas a
tratamiento con GA. Particularmente, fueron analizadas flores durante el contacto
polen-estigma a través de estudios de IF. Las reacciones permitieron detectar
proteinas ARM en genotipos de A. thaliana salvaje cuya expresion se incrementa
significativamente cuando las plantas son sometidas al agregado de GA exdgeno.
Como se indicé previamente, los estudios sobre expresion génica en microarreglos
(Yee y Goring, 2009) permitieron demostrar que las ligasas de ubiquitina E3 son
reguladas por estreses abidticos (Lee y Kim, 2011). Estos resultados, tomados
conjuntamente con los obtenidos mediante las técnicas de western blot y los ensayos
de polinizacién permiten postular que el agregado de GA potencia la interaccidén polen-

estigma en A. thaliana, promoviendo la activacidn de la expresidn de proteinas ARM.

Los estudios de inmunofluorescencia permitieron demostrar que el tratamiento con
GA provoca una reorientacion de la gran vacuola central. Dicha estructura sufre un
desplazamiento hacia el punto de contacto con el grano de polen, sugiriendo que esta
interaccion inicial en presencia de GA estimula la expresidon de las proteinas
involucradas en la via de sefalizacidon que favorece al mecanismo de polinizacién. En
presencia de GA, el interior de las papilas exhibe sefal fluorescente cuya intensidad se
incrementa en un 30% comparada con la observada en ausencia de GA. Estos datos
resultan concordantes con los reportados por Samuel, (2008) para interacciones
compatibles, donde la red vacuolar adopta una distribucidn semejante en el interior de
la papila unicelular. Las reacciones permitieron demostrar la existencia de proteinas
ARM que se expresan durante el contacto polen-estigma sélo cuando las plantas son

tratadas con GA exdgena. Aun cuando no existen anticuerpos especificos para
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determinar especificamente la AtPUB-ARM detectada, todos los indicios desarrollados
mediante los estudios bioinformaticos y de expresion génica, permitirian sugerir que
AtPUB16 seria la principal candidata inducida por GA, la cual actuaria en su regulacion

positiva.

Utilizando microscdpica electrénica tridimensional, lwano y col. (2007) demostraron la
estrecha asociacién que existe entre el citoesqueleto de actina con la red vacuolar
apical, detectando cambios en dicha red en las papilas estigmaticas de Brassica. Asi,
una vez que se han producido polinizaciones SC la red vacuolar se orienta hacia el sitio
de contacto del polen, mientras que cuando se producen polinizaciones Sl la red
vacuolar en las papilas estigmadticas se observa alterada. La reorganizacién de los
filamentos de actina y probablemente su despolimerizacion, estdn implicados en la
respuesta Sl de las células del estigma y se producen luego de la autofosforilacién de
SRK (lwano y col., 2007). La polimerizacién de actina y la formacién del haz de actina
en la papila son eventos indispensables para la hidratacién y la germinacién del polen.
Durante la respuesta SI, la reorganizacion de la actina y su despolimerizacion
previenen la germinacion del polen ya que el citoesqueleto de actina estd implicado en
el control de la funcidn y de la estructura 3D de vacuolas en las células de la papila
antes y durante la polinizacién propia y cruzada. Iwano y col. (2007) propusieron que
estos cambios en la reorganizacion de los filamentos de actina estaban relacionados
con la hidratacién y el transporte de iones a los granos de polen compatibles, mientras
se restringe el transporte hacia los granos de polen incompatibles. Estos cambios de la
vacuola central también estan vinculados a la dinamica de actina tanto en las
polinizaciones compatibles como en las incompatibles. En relacion con las primeras, se
verifica que hay una acumulacion de haces de actina en la regidon apical de la papila
estigmatica adyacente al grano de polen aproximadamente al inicio del contacto
polen-estigma. En conjunto, estos datos sugieren que la autopolinizacién afecta la
dinamica del citoesqueleto de actina, que conduce a cambios en la estructura vacuolar
asociados con la hidratacién y la germinacién del polen (lwano y col., 2004; Iwano y
col., 2007), tal como pudo observarse en los resultados de IF obtenidos en el presente
trabajo donde la reorientacion vacuolar se observa como un evento posterior al

contacto del grano de polen con el estigma.
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LOS GENOTIPOS MUTANTES PUB16 Y GIDIA DE A. THALIANA NO EXPRESAN
SIGNIFICATIVAMENTE PROTEINAS ATARM Y EL NUMERO DE GRANOS DE POLEN

ADHERIDOS POR ESTIGMA DISMINUYE

Con el objetivo de corroborar los hallazgos de expresion génica mencionados
previamente donde se detectd una disminucidn de la expresién del gen AtPUB16 en
publ6 y gidla, se analizd, utilizando técnicas de IF, la expresion de proteinas ARM en
ambos genotipos mutantes de A. thaliana, tanto en condiciones normales como en las
plantas sometidas al tratamiento con GA durante el contacto polen-estigma. Como se
describié previamente en la seccidn resultados, no se verificd expresion significativa de
proteinas AtARM en el interior de las papilas, en los mutantes publ6 y gidla (ver
descripcién de ambas mutantes en Materiales y Métodos). Estos resultados, en primer
lugar, permiten sugerir que AtPUB16 es la proteina responsable de la mayor parte de
la fluorescencia detectada en los estigmas de las plantas salvajes ya que en mutantes
para este gen, la sefial IF disminuye un 90% en relacién a los valores hallados en las
plantas salvajes. En segundo lugar, estos estudios permiten postular que GID1A, podria
ser el receptor de GA responsable de su internalizacidn celular, ya que en mutantes
para este gen la IF disminuye en valores cercanos al 80% sin que se verifiquen
diferencias significativas entre las plantas crecidas bajo condiciones normales y las
tratadas con GA. Esto indicaria que posiblemente sea el receptor GID1A el que estaria
siendo utilizado por este tejido para el ingreso de GA a la papila estigmatica. El hecho
gue se detecten niveles basales de marca fluorescente en las papilas de estas
mutantes indica que hay otras proteinas ARM que se expresan independientemente
de la presencia del tratamiento hormonal, en un porcentaje similar al observado para

el genotipo salvaje sin GA.

Adicionalmente, el ensayo de polinizacidon permitié demostrar que bajo esta condicién
de tratamiento, el genotipo salvaje aumenta significativamente el nimero de granos
de polen adheridos mientras que para las mutantes no se verifica respuesta en las
plantas tratadas con GA. Dichos resultados evidencian que GA es un jugador clave que
involucrado en la via de sefializacion permite la interaccién del polen con el estigma
mediada en algun punto por AtPUB16. Se ha reportado que GA activa la expresion de

genes involucrados en diferentes procesos del desarrollo de las plantas (Bouquin y col.,
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2001; Yee y Goring, 2009). Los mecanismos moleculares por los cuales la forma
bioactiva de GA regula el crecimiento y desarrollo de las plantas estan siendo
actualmente estudiado a través de -caracterizaciones genéticas y bioquimicas
permitiendo la identificacidon de diversos intermediarios claves en la sefalizacion por
GA (Gomi y Matsuoka, 2003; Sun y Gubler, 2004). Tal como es ampliamente conocido,
GA es una fitohormona que interviene en la activacion de diferentes procesos celulares
en respuesta al estrés abidtico y las evidencias encontradas en los experimentos de
esta tesis, constituyen los primeros estudios que permiten involucrar a GA, en los

procesos de polinizacién en las especies SC.
POSIBLE ROL DE ATPUB16 EN EL MECANISMO DE SC

Se han caracterizado ampliamente los mecanismos S| a través de los cuales las plantas
regulan el rechazo del polen propio, evitando la autopolinizacion (Stein y col., 1991;
Kusaba y col., 2001; Nasrallah y col., 2002; Nasrallah y col., 2004; Liu y col., 2007; Rea y
col., 2010; Kitashiba y col., 2011; Goring y col.,, 2014). Pero muy poco se conoce
respecto de los mecanismos que regulan la SC, proceso que permite la aceptacion del
polen propio, favoreciendo la autopolinizacién (Samuel y col., 2009, Ilwano y col.,
2014). Para un sistema autocompatible como el que exhibe A. thaliana, se ha
reportado un mecanismo en el cual EXO70A1 es requerida para promover la
hidratacion del polen y crecimiento del tubo polinico pudiendo funcionar como parte
del complejo exocitico, liberando vesiculas secretoras a la membrana plasmatica para
liberar factores esenciales para el grano de polen. En el modelo para la aceptacion del
polen propio (Figura 10), una via de respuesta basal desconocida se activa en la papila
estigmatica bajo el grano de polen compatible que conduce a la activacién de la
secrecidn de las vesiculas. Como se reportd previamente, el trabajo de investigacién
del grupo de Goring y col., (2014) sobre Brassica y Arabidopsis reveld un posible papel
para el complejo exocistico EXO70A1 en el reclutamiento de las vesiculas secretoras en
la membrana plasmatica de las papilas estigmaticas (Samuel y col., 2009; Safavian y

Goring, 2013; Safavian y col., 2014).

Los resultados presentados hasta aqui, sugieren que del conjunto de proteinas AtARMs
estudiadas en este trabajo, podria adjudicarse la expresion proteica, por lo menos, a

AtPUB16, AtPUB2, AtPUB19 y AtPUB11. Las dos primeras muestran que los niveles de
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transcriptos iniciales son detectables sélo en presencia de GA mientras que AtPUB19 y
AtPUB11 aumentan su expresién génica bajo dicho tratamiento hormonal. Estos
resultados fueron corroborados por RT-gPCR para AtPUB19, AtPUB2 y AtPUB11
(resultados posteriores a la realizacion del presente trabajo). Del grupo de proteinas
AtARMs estudiados aqui, estas cuatro son las candidatas que cumplen con la condicion
de expresarse sélo en presencia de GA o de aumentar su expresion génica bajo este
tratamiento hormonal. Este resultado no descarta la presencia de otros polipéptidos
AtARMs presentes en el estigma bajo este tratamiento. Sin embargo, sélo AtPUB16
muestra la relacidn evolutiva mas estrecha con BnARC1, sus plegamientos 3D son
comparables y mutantes en dicho gen no muestran expresién de proteinas AtARMs en
el interior de las papilas del estigma durante el contacto con el polen. Estos resultados
sugieren que el aumento de marca fluorescente en las IF observado para A. thaliana
salvaje bajo tratamiento hormonal con GA, se deberia al menos a la presencia de
AtPUB16, polipéptido que participaria en el mecanismo de polinizacion, de una forma
diferente a la funciéon desempeiiada por BnARC1, favoreciendo la interaccién polen-

estigma en una especie SC, tal como A. thaliana (Figura 59).
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Figura 59: Esquema representando un posible rol de las AtPUB-ARMs en respuesta al
tratamiento hormonal durante el mecanismo de polinizacién en una especie SC. Luego de la
percepcidn del tratamiento hormonal con GA, via GID1A, se desencadena una respuesta
intracelular modificando los niveles de expresidn génica de AtPUB-ARMs: aumentando para
AtPUB16, AtPUB19, AtPUB2 y AtPUB11; e inhibiendo la expresién de AtPUBS5 y AtPUB10. Como
consecuencia de ésto, de produce la toleracia al estrés detectdndose un aumento de
interacciones polen-estigma, favoreciendo la autopolinizacién en especies SC. En el esquema
se muestra AtPUB16 (674 aminoacidos) con las regiones UND (caja celeste); U-box: 273 — 347
(caja amarilla); ARM 1: 399 — 438, ARM 2: 441 — 481 y ARM 3: 484 — 523 (cajas rosas). GA:
giberelinas.MP: membrana plasmatica.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis, se pueden

establecer las siguientes conclusiones:

Se corrobora que la naturaleza quimica inicial de la adhesién polen-estigma
durante el mecanismo de polinizacidn en A. thaliana es lipoproteica, mediada
en una primera instancia por moléculas lipofilicas, estableciéndose
posteriormente la interaccién proteina-proteina.

Los estudios morfolégicos mostraron que luego del contacto polen-estigma se
verifica un aumento de componentes osmiofilicos discontinuos en las papilas
estigmaticas, comprobandose un aumento del metabolismo intracelular en
dichas células.

El uso de herramientas bioinformaticas permitié encontrar 113 Joci
correspondientes a proteinas ARM en el genoma de A. thaliana (AtARMs). Los
alineamientos multiples correspondientes a los residuos de aminodacidos junto
con las reconstrucciones filogenéticas permitieron detectar proteinas
pertenecientes a la superfamilia de AtARM, con alta homologia a BnARCl1,
donde AtPUB16 posee la secuencia filogenéticamente mas préxima a BnARC1,
luego de AtPUB17, para las cuales se han postulado funciones tales como
ligasas de ubiquitina E3 por homologia funcional.

Mediante la técnica de western blot, se observo que en el rango 34 a 80 kDa se
encuentran expresadas en tejido floral la mayoria de las proteinas AtARM
mostrando diferentes patrones de expresidon en funcién de los tratamientos
aplicados.

El grupo de proteinas AtARMs en el cual se encuentra AtPUB16 (73-80 kDa)
muestra un significativo aumento de los niveles se expresion proteica
comparado con ABA y NaCl, cuando se aplica GA a la planta. Los polipéptidos
detectados por western blot con el anticuerpo anti-ARMC8 en dicho rango,

corresponderian a AtPUB16 y/o AtPUB19 y/o AtPUB2, dado que no se detecta
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expresion génica en CN (AtPUB16 y AtPUB2) o lo hacen débilmente (AtPUB19),
Yy su expresion se incrementa respectivamente, en flores de plantas tratadas
con GA.

e Los ensayos de polinizacién utilizando MEF mostraron un aumento en el
numero de granos de polen germinados sobre estigmas bajo tratamiento con
GA comparadas con las plantas control no tratadas. Esto permite sugerir la
participacién de GA en las vias de sefializacion que favorecen los mecanismos
de autocompatibilidad.

e AtPUB16 y AtPUB2 responden especificamente a GA, ya que se observd la
induccion de la expresidn génica de ambas en presencia del agregado exdgeno
de GA, condicién que aumenta la expresién basal de AtPUB19.

e Las RT-sgPCR mostraron que las expresiones génicas de algunas AtARMs
estarian siendo reguladas por hormonas: por GA (activacion para AtPUBI16,
AtPUB19, AtPUB2 y AtPUB11 e inhibicién para AtPUB10 y AtPUB5) y por ABA
(activacién para AtPUB19 y AtPUB2). Finalmente, el estrés salino sélo activa la
expresion génica de AtPUB16, AtPUB19 y AtPUB2, sin que se verifiquen efectos
sobre la expresion del resto de los genes AtARMs.

e [EXO70A1 se expresa en plantas tratadas con GA, convirtiéndolo en un posible
candidato para la regulacién del mecanismo de exocitosis liberando factores
necesarios para la hidratacién del polen propio. Por el contrario, el receptor
ARK3 (homologo al BnSRK) podria comportarse tanto como un receptor no
especifico, o bien poseer un timing de expresién diferente al de las AtARMs con
las que interacciona.

e AtPUB8 aumenta su expresion génica en tejido floral bajo tratamiento con GA
sugiriendo una posible participacién de esta ligasa de ubiquitina E3 en el
mecanismo de SC, reforzando los mecanismos de autopolinizacién.

e Por técnicas de IF se observd expresién de proteinas AtARMs en plantas
salvajes tratadas con GA mientras que en genotipos mutantes publ6 vy gidla no
se observd expresion significativa de proteinas AtARMs en las papilas evaluadas

durante el contacto polen-estigma. Esto sugiere que la inmunomarcacién
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observada en las plantas salvajes en presencia de GA, corresponderia
fundamentalmente a la expresion de AtPUB16.

e De acuerdo a los resultados obtenidos utilizando RT-gPCR, se postula que GA
estaria activando la expresion génica de AtPUB16, tal como ha sido postulado
para otras proteinas AtPUB-ARM, cuya expresion génica responde al

tratamiento hormonal aplicado (Yee y col., 2009).
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CONCLUSION GENERAL

Los resultados hallados en este trabajo de tesis permiten determinar que una vez que
el grano de polen entra en contacto con el estigma, el polen es capturado y se
establece un contacto lipoproteico entre la superficie de la cubierta del polen y la
cuticula del estigma, tal como fue demostrado previamente para especies de Brassica
(Elleman y Dickinson, 1990; Preuss y col., 1993). Tanto GA como ABA parecen actuar
como reguladores de la expresion génica, activando o inhibiendo los genes AtARMs
gue participan en el mecanismo de autopolinizacién, reconocimiento y aceptacién del
polen propio. En presencia de GA exdgeno, se expresa AtPUB16, homologo a BnARC1,
potenciando los mecanismos de autopolinizacién en A. thaliana (Acosta y col., 2012).
Estos hallazgos permiten postular un posible rol biolégico de AtPUB16 en dicho
mecanismo, como una posible ligasa de ubiquitina E3 involucrada en el mecanismo de
SC, favoreciendo el proceso de autopolinizacién en presencia de tratamiento hormonal
con GA. Esto podria ocurrir marcando proteinas para su degradacién via proteosoma
(poliubiquitinacién de proteinas blanco que inhiben el proceso de aceptacion del polen
propio) o modificando su localizacién intracelular (monoubiquitinacion de proteinas
blanco cuya actividad biolégica permite un aumento de las interacciones polen-
estigma). Estos resultados también sugieren que existen proteinas AtARM que se
expresan en las papilas del estigma bajo tratamiento con GA y que dicho tejido podria
utilizar el receptor GID1A para internalizar la fitohormona. Dado que no se cuenta con
precedentes sobre estudios de expresion génica de AtARMs en tejido floral bajo las
condiciones evaluadas en el presente trabajo, estos resultados constituyen un aporte

original permitiendo asignar nuevas funciones a esta superfamilia de proteinas.
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ANEXO I

OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS EN REACCIONES DE AMPLIFICACION DE PCR, RT-

QPCR Y PARA VERIFICACION DE MUTANTES.

Nombre

del Gen

ARK3
AtPUB8
Cals5
AtPUB2
AtPUB19
AtPUB5
FL17
EXOA1
AtPUB17
AtPUB11
AtPUB10
AtPUB16
BTUB
Verificacion
de mutante

publ6

Verificacion
de mutante

Oligonucleétido
directo 5°-3°

ACGGGTCGGATGGTTGCGTG
TCCGGCAATCGAACTTGTCC
CATTGGTCAGCGAGTCCTGG
ACAACAAGTCCCTCATCGCG
GAGTTACGGCGGACTCGATG
AGTGCACGCTTTCTCGTACC
ACTTATGAACGGCGCGAGAC
GCGCAAACTGCTCAGGAAAC
CAAAACGGGACGCCGAGAGG
ATCTCTCGGTGGTGCGCTGA
AGACGCAGCTACGGCTCTGT

AATCGCCGGGATCAAGCACC

GAGAATGCTGATGAGTGCATGG

LP_PUB16F:
ATTCACCGGAAAGTGGAGAG
LBal:

TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

LP_GID1AF
CTGCGAGCGATGAAGTTAATC

Oligonucleétido
reverso 5°-3°

CCGACCCGCTACCCCGGATA
GAGTCTCGCTTCGTGAGTCG
TCCTTTCGCTGCTGCAAACT
TCTCACTGCTCCAGCTTCGA
AGAGACCCAACGACGTCACT
CAGCGCCTGAAGCAGAATCT
TGCTTGAACAGTGGCTCCAC
TGCGCACAGATCTGACCATG
GTAGCAACCCCGCAATCGCA
TCGCACCTGACCCGCCTATT
GCAGCTGCGTTCTCTCGGTT
GTGGCGGCGGAAATCTGGAG
CAGGGAACCTCAGACAGCAA
GT

RP_PUB16R:
CAAGCTCGTGAAAGTTGAAGG
RP_PUB16R:
CAAGCTCGTGAAAGTTGAAGG

RP_GID1AR:
TCACCAGCCAAGAAAATATGG

204

257

475

287

202

429

209

334

364

460

261

241

151

1112

474-

774
1133
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gidla LBal: RP_GID1AR: 461-
TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG TCACCAGCCAAGAAAATATGG 761

publ6

LP 1 - . g i 2475

NOIM'
241ph
PUB16 no posee intrones, El gen (unico exon: caja violeta) contiene 2475pb
Verificacion de mutante:
LP+RP = 1112 pb en WT. No hay amplificacion en la mutante

BP (Lbal)+RP aprox. 500 pb en ia mutante. No hay amplificacion en WT.

PUB16F+PUBI16R = 241pb especificos del gen

gidla

ol 3’
1 —> ' 2308
P —
RP

GID1A posee dos exones (cajas violeta) y un intron, El gen contiene 2308pb

Verificacion de mutante:
LP(GID1AF)+RP(GID1AR) = 1133 pb en WT. No hay amplificaciénen la mutante
BP (Lbal)+RP aprox, 550 pb en la mutante. No hay amplificacion en WT,
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ANEXO II

COMPOSICION DE LAS SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS.

- Solucion Hoagland modificada segun Epstein, 1972: (NOs), Ca-4H,0 0,55 mM; NOzK
0,52 mM; SO4Mg-7H,0 0,22 mM; PO4H,K 0,11 mM; BOsH;3 0,046 uM; SO4Zn-7H,0
0,00076 pM; SO4Cu-5H,0 0,00031 uM; Cl,Mn-4H,0 0,0078 pM; MoO4Na,-2H,0
0,00045 pM; SO4Fe-7H,0 9 mM; NaOH 25 mM.

- FAA: (etanol absoluto, acido acético glacial, formaldehido, agua desionizada, en

proporcién 50:5:10:35).

- Medio Murashige y Skoog: KNO; 1,9 g/lI; NH;NOs; 1,65 g/l; CaCl,.2H,0 0,44 g/l;
MgS0,4.7H,0 0,37 g/l; KH,PO4 0,17 g/l; Na,EDTA 37,3 mg/l; FeS04.7H,0 27,8 mg/l;
MnS04.4H,0 22,3 mg/l; H3BOs 6,2 mg/l; ZnSO4.4H,0 8,6 mg/l; KI 0,83 mg/l;
Na;Mo00,4.2H20 0,25 mg/l; CuSO,4.5H,0 0,025 mg/l; CoCl,.6H,0 0,025 mg/I. Se ajusta el

pH a 5,8 con NaOH 1 M. Para medios sélidos se afiaden 8 g/I de agar.

- Solucién de siembra de ADN y ARN en geles de agarosa: Azul de bromofenol 0,25%
(p/v); xilencianol FF 0,25% (p/v); glicerol 30% (v/v). SSC 1X: NaCl 0,15 M; citrato de
sodio 0,015 M.

- TAE 1X: Tris-acetato 40 mM (pH 8,0); EDTA 1 mM.
- TBE 1X: Tris-HCI 89 mM (pH 8,0); acido bdérico 89 mM; EDTA 2mM (pH 8,0).
- TE: Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM (pH 7,5).

- Primer mix 10X: se preparan 100 ul de manera tal que cada cebador se encuentra en

una concentracion igual a 2 uM. En todos los casos se utilizaron las siguientes

combinaciones oligonucedtidos, disefiando una pimer mix 10X para cada gen a testear:

Oligonucledtido 100uM (stock) Volumen de c/u para volumen final
de la primer mix=100 ul
F1 1
R1" 1
Fx' 1
Rx ' 1
Volumen de TE 96
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(*) Oligonucledtidos para B-tubulina

* Oligonucledtidos para el x gen a testear.

- Solucion salina para precipitar ARN: 0,8 M citrato de sodio y 1,2M cloruro de sodio

- Acetato de uranilo: se prepara al 2% en agua destilada 6 acetona, previamente

centrifugado durante 30 min a 2000-3000 rpm, durante 5 min a Tamp.

- Citrato de plomo: se prepara hirviendo agua destilada durante 15-20 min en
Erlenmeyer con capuchén de papel de aluminio para evitar disolucién de CO,. Se toma
un frasco pequefio, se agrega media granalla de NaOH, 0,0375 g de citrato de plomo y

5 ml del H,0d hirviente (para evitar que precipite).

Soluciones provistas por el kit para extraccion de ADNg (NucleoSpin®Plant I,

MACHEREY-NAGEL):
- Solucién PL1: solucién amortiguadora de lisis (CTAB)
- Solucién PC: solucion amortiguadora de unidn (hidrocloruro de guanidina y etanol)

- Solucién PW1: solucién amortiguadora de lavado (hidrocloruro de guanidina e

isopropanol)
- Solucién PW2: solucion amortiguadora de lavado (etanol)
- Solucion PE: 5 mM Tris-HCI, pH 8,5.

- Solucion amortiguadora de homogeneizacién para proteinas: 50mM Tris Acetato

pH=7,9; 100mM Acetato de potasio; 1ImM EDTA, 1mM DTT, 20% glicerol.

- Reactivo de Bradford: pesar 100 mg de azul de coomassie G-250, agregar 50 ml
etanol al 95% (v/v) y 100 ml de 4cido fosforico al 85% (v/v) y se completd a un volumen
de un litro con agua destilada. El reactivo se deja en agitacion durante toda la noche y

se almacend en heladera a 4 °C.

- Solucién amortiguadora de siembra 5X de proteinas: Tris-HCl 1M pH=6,8 60mM,

glicerol 25%; 2-mercaptoetanol 14,4 mM Azul de bromofenol 0,1%.

- Solucion amortiguadora de transferencia: Tris 48 mM, glicina 39 mM, 20% (v/v) de

metanol, pH 9,2.
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- TBS (Tris Buffered Saline): mezclar 5ml de Tris-Hcl 2M pH=7,5 (10mM), con 37,5 ml
NaCl 4M (150mM) y agregar 957,5ml H,0 destilada.

- SB2: 0,5% (p/v) de BSA en TBS.

- Reactivo Vectastain ABC Western Blot Detection Procedure (Vector Laboratorios -
Vectastain ABC Elite System): Este sistema de alta sensibilidad puede ser utilizado
para detectar antigenos unidos a membranas de nitrocelulosa o PVDF luego de ser
transferidos a partir de una electroforesis. La optimizacién de las condiciones de
revelado fue puesta a punto para el antigeno en particular. Todas las incubaciones se
llevan a cabo a Tmp. El reactivo VECTASTAIN Elite ABC Kit (Vector) debe ser preparado
segun las instrucciones del fabricante. Brevemente: 1- Adicionar 4 gotas del reactivo A
(avidita DH) a 10 ml de SB2 y luego 4 gotas del reactivo B (enzima biotinilada); 2-
Mezclar y esperar 30 min para permitir la formacién del complejo antes de usar; 3-

Preparar solo 30 min antes de ser usada.

- Solucion de fijacion para IHQ: paraformaldehyde 4% en PBS 1X suplementado con

Triton X-100 0,1%.

- PBS 10X: 2 g KCI, 80 g NaCl, 17,8 g Na,HPO,4-2 H,0 y 2,4 g KH,PO, y ajustar a pH=7,4

con KOH luego de la dilucidn en agua para obtener el PBS 1X

- Solucion de bloqueo: albumina sérica bovina al 3% (BSA; Sigma®, A9647) in PBS 1X
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ANEXO III

GRUPOS DE ATARMS Y SUS CORRESPONDIENTES PESOS MOLECULARES OBTENIDO DE

LAS BASES DE DATOS TAIR Y UNIPROT.

Tabla mostrando los grupos correspondientes a los rangos de PM obtenidos en los
resultados por western blot a través de la base de datos TAIR (The Arabidopsis

Information Resource) y UniProt: base de datos de dominios y familia de proteinas:

TAIR PM UniProt
AT5G01830  73600,00 Q9LZW3

AT1G60190 76013,00 080792
AT5G67340  78119,20 QSXEZ8
AT1G29340 79834,00 Q9C7R6
AT4G31520  79089,40 Q9SV18
AT4G36550  79918,00 023225

AT5G50900.1 59269,40  QO9FIS8
AT5G22820.2 59452,50 C0Z225

AT2G45720.1 59521,60 064651
AT3G15180.2 60184,50  F4IXH9
AT3G03970.1 61441,70 Q9SQR5

Grupo A: 6 polipéptidos de 73-80 kDa

Grupo B: 11 polipéptidos de 58-66 kDa AT2G16960.1 61693,90 QIZVWY
AT1G01830.2 61923,40 Q93YW3

AT1G54385.1 62152,40 Q5XVI1

AT2G05810.1 62895,70 (Q8S8G1
AT1G61350 63020,00 064785
AT5G62580 66616,00 Q6NPR6
AT3G58180  34092,10 Q94JWO0
AT1G08315  34439,60 QOWNZS8
AT5G14510 35649,40 Q9LY78
AT3G01450  36346,60 Q9SGH3
AT1G15165  37879,00  F4HZIO
AT5G14790  38008,20 Q9LEQS
AT3G01400  38275,50 Q9SGH8
AT5G58680  39038,00 Q8LGC7
AT3G18530  41339,60  F4J854
AT1G14300 41930,30 Q9M9T2

Grupo C: 10 polipéptidos de 34-41 kDa
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