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RESUMEN

RESUMEN

Las plantas frecuentemente estdn sometidas a estrés, condicion ambiental que afecta negativamente
el crecimiento, desarrollo y productividad de las mismas. El estrés puede ser bidtico, impuesto por
organismos ¢ abidtico debido a un exceso 6 déficit en algun factor ambiental. Tanto la resistencia
como la susceptibilidad al estrés dependen de la especie, del genotipo y del estado de desarrollo de
la planta.
El estrés hidrico, estrés abidtico mas generalizado se manifiesta en cambios a niveles celulares,
fisioldgicos y del desarrollo de los organismos vegetales. Mutaciones a nivel de multiples genes se
asocian a la resistencia ¢ sensibilidad de las plantas a la sequia, tal es el caso de genes que codifican
para canales de agua como las aquoporinas, osmolitos compatibles, sistemas antioxidantes, entre
muchos otros. Escasa informacion existe en la bibliografia sobre un nexo entre la composicién de
esteroles estructurales de membrana plasmatica y su funcidn como moléculas sefializadoras vy
regulatorias con este tipo de estrés. En esta tesis se trabaja sobre el mutante dry2/sqel de
Arabidopsis que se caracteriza por ser hipersensible a sequia al presentar una Unica mutacion a nivel
de la enzima SQE1 que cataliza la reaccidon que genera la molécula de escualeno, un importante
intermediario en la sintesis de esteroles. La mutacion causa a nivel celular una localizacion alterada
de las especies reactivas del oxigeno y a nivel del desarrollo un alterado crecimiento en el sistema
radicular. En este trabajo se devela que manipulando la composicién de esteroles con inhibidores
especificos de la HMGR (enzima pre-escualeno) se puede revertir el fenotipo radicular de los
mutantes dry2/sqel, la localizacidn y la concentracidn de las ROS producidas por las NADPH oxidasas.
En este contexto se puede decir que los esteroles estructurales ubicados en microdominios lipidicos
en las membranas plasmaticas de las células vegetales emergen como actores importantes en el
crecimiento polar de la punta de tricomas en los pelos radiculares de las plantas y como relevantes
causantes de la correcta localizacién de enzimas como las productoras de ROS.

En un enfoque mas molecular, se trabajé sobre segundas mutaciones causadas sobre el mutante
dry2/sqel que se construyeron para estudiar los mecanismos e identificar nuevos componentes
genéticos implicados en la regulacion de la hipersensibilidad a sequia y el desarrollo de dry2/sqgel.
Estas mutaciones suprimen el fenotipo de dry2/sqel revertiendo la hipersensibilidad a sequia,
ademds de recuperar parcialmente la parte aérea y/6 radicular. La identificacién de los genes
afectados por estas segundas mutaciones brindaran valiosa informacidn sobre el proceso de cdmo
los esteroles estarian regulando la respuesta a estrés. En esta tesis se realiza el mapeo inicial de uno
de los supresores de los mas de 10 creados para generar informacioén inicial sobre el gen causante de
la mutacion. Se descubre por medio del anadlisis de resultados de los genotipos de los marcadores en
la poblacion F2 que la mutacion es posible que se encuentra ligada dentro de los cromosomas 1,3 y
4. El mapeo completo continuara obviamente como futuros objetivos en las lineas de investigacion
de nuestro grupo de trabajo.

Los resultados generados en esta tesis sugieren que los esteroles estructurales de membrana en
células vegetales son reguladores del estrés hidrico en plantas desde una forma indirecta, ya que
estas estructuras estarian implicadas en procesos directamente involucrados en Ia
sensibilidad/tolerancia al estrés; como un sistema radicular eficiente, correcta produccién vy
localizacién de ROS.

Rol de esteroles de membrana en respuesta a estrés hidrico en Arabidopsis thaliana.



INTRODUCCION

INTRODUCCION
ESTRES HIDRICO EN PLANTAS

El agua es la molécula mas abundante y esencial en los sistemas vivos, en plantas posiblemente sea
el componente mas importante constituyendo mas del 90% del peso fresco. La disponibilidad de
agua es una de las mayores limitantes en la productividad agricola (Boyer 1982).

El déficit hidrico, uno de los factores de estrés ambiental mas generalizado, tiene lugar cuando la tasa
de transpiracion excede a la de absorcidn de agua del sistema radicular. La falta de agua a nivel
celular puede resultar en un aumento de la concentracidn de solutos, cambios en el volumen celular,
disrupcién del gradiente de potencial hidrico, pérdida de turgencia, pérdida de la integridad de la
membrana y desnaturalizacién proteica. La habilidad de la planta para responder y sobrevivir al
déficit hidrico depende de mecanismos que involucran la integracidn de las respuestas celulares en
toda la planta (Bray 2000). El entendimiento de cémo las células vegetales toleran la pérdida de agua
es un requisito previo para el desarrollo de estrategias que puedan mejorar la productividad agricola
y la supervivencia de las plantas bajo condiciones de sequia.

Varios genes de respuesta a déficit hidrico cumplen funciones no solo de proteccién a las células
mediante la produccion de proteinas metabdlicamente importantes, sino también en la regulacion
de otros genes involucrados en la transduccidn de sefiales en respuesta al estrés (Bray 1997).

Diversos y numerosos procesos de la planta pueden ser alterados por el déficit hidrico. Las
respuestas pueden ser transitorias o bien involucrar cambios que llevan a la alteracién de la
expresion génica. Asi, por ejemplo, Arabidopsis thaliana, presenta una alteracién en la expresion de
gran cantidad de genes cuando es sometida a episodios de déficit hidrico (Bray 2002). Entre los genes
mas relevantes se encuentran los vinculados con la inhibicion de la elongaciéon celular y mecanismos
de ajuste osmético, estrategia bioquimica que las plantas adquieren para aclimatarse en condiciones
de estrés. Por ultimo la sintesis del acido abscisico (ABA) y cierre estomatico que regulan el balance
hidrico de la planta, donde a trevés del cierre estomatico, mediado por ABA, se disminuye la tasa
transpiratoria y, en consecuencia, el agua consumida por la planta (Buchanan et al., 2000).

Recientemente en la blsqueda dirigida a identificar y caracterizar componentes genéticos y procesos
involucrados en la tolerancia a estrés hidrico en Arabidopsis thaliana se ha aislado un mutante
hipersensible a sequia el cual presenta un mutacidon en una proteina que no esta relacionado con
ninguna de respuestas ya conocidas y es una oportunidad para estudiar nuevos mecanismos
involucrados en la tolerancia a déficit hidrico en plantas (Posé et al., 2009).

Rol de esteroles de membrana en respuesta a estrés hidrico en Arabidopsis thaliana.
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MUTANTE dry2/sgel

El mutante dry2/sqel en Arabidopsis thaliana ecotipo Landsberg Erecta (Ler) fue descripto como
hipersensible a sequia, este fue aislado a partir de una poblacién de semillas mutagenizadas con EMS
(etil-metil sulfonato), y su identificacion mostrd que este correspondia a un gen que codifica para la
Escualeno Epoxidasa 1 (SQE1) una enzima clave en la sintesis de esteroles.

Su fenotipo fue descripto por presentar principalmente extrema sensibilidad a la deshidratacién
(Figura I11D) y tener defectos pleiotrdpicos en el desarrollo (Figura I1C). Es interesante el hecho que
parte del fenotipo de hipersensibilidad a sequia puede llegar a recuperarse parcialmente en
condiciones de alta humedad relativa. La produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) se
encuentra alterada en dry2/sqel, por ejemplo en pelos radiculares existe una acumulacién ectépica
del radical superéxido (O,) y existe una deslocalizacién de la NADPH oxidasa (NOX) a nivel de la
membrana plasmadtica. En cuanto al desarrollo, el mutante exhibe defectos en el sistema radicular
(Figura 11B) como menor tamanfo de la raiz primaria presentando en esta una mayor ramificacion y
los pelos radiculares laterales son mas pequefios si se los compara con plantas salvajes (Figura I1A),
la parte aérea también tiene un fenotipo alterado aunque no tan notorio que la raiz; por ultimo en
relacion a procesos fisiolégicos existe una menor proporcion de esteroles de membrana como el
sitoesterol y estigmasterol principalmente en raiz, y una notoria desregulacién estomatica.

A Ler dry2/sqel B Ler dry2/sqet C Lor  dnyaisqet

Figurall: Mutante dry2/sqel hipersensible a estrés hidrico presenta multiples defectos en el
desarrollo. A: Imagen de un segmento de la raiz donde se observa los pelos radiculares de Lery
dry2/sqel. Barra = 500 um, dry2/sqel presenta un tamafio medio de los pelos radiculares menor que
Ler. B: Caracterizacion de la raiz de Ler y dry2/sqel, plantas Ler de 10 dias en medio MS. Barra =1
cm. C: mutantedry2/sqel presenta un menor tamafio y una menor ramificacion que la planta
silvestre. Plantas de 34 dias, Barra = 2 cm. D: mutante dry2/sqel presenta una gran variabilidad en el
fenotipo de parte aérea. Plantas de 20 dias crecidas a baja HR.

Rol de esteroles de membrana en respuesta a estrés hidrico en Arabidopsis thaliana.
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ESCUALENO EPOXIDASA Y ESTEROLES EN PLANTAS

La Escualeno epoxidasa (E.C. 1.14.99.7) cataliza el primer paso de oxidacion en la ruta de biosintesis
de esteroles, convirtiendo el escualeno, molécula lineal de 30 atomos de carbono, en 2,3(S)-
oxidoescualeno, precursor de todos los triterpenoides ciclicos conocidos en Angiospermas (Figura 12)
(Phillips et al, 2006;Rasbery et al., 2007). En Arabidopsis existen 6 genes que codifican para SQE, la
SQE1 (AtSQE1) en Arabidopsis, mutada en dry2/sgel, es una proteina de 531 aminoacidos.

N /
Escualeno Epoxidasa (SQE) Y\/\ \

NADPHH® o !
gup S g

Escualeno 2,3(S)-oxidoescualeno

Figura 12: Reaccion que cataliza la enzima SQE.

SQE1 presenta un mayor nivel de expresion durante el desarrollo del embridn, concretamente en la
fase de torpedo, lo que da indicio que es fundamental para la correcta embriogénesis. A su vez SQE1
es la mds expresada en raiz en procesos de elongacion celular, estd involucrada en el crecimiento
polar de las células epidérmicas de la raiz, ademas presenta una alta expresién en estomas en las
células oclusivas (Posé et al., 2009).

Los esteroles, mayoritariamente, son componentes esenciales de las membranas celulares, son
lipidos derivados de isoprenoides, que cumplen multiples funciones esenciales para las células
eucariotas, principalmente regulan la fluidez, estructura y permeabilidad de la membrana
plasmatica(Benveniste 2004; Phillips et al., 2006).

La biosintesis general de esteroles se lleva a cabo en el reticulo endoplasmatico (RE), atravesando al
complejo de Golgi donde posteriormente serdn exportados a su destino, la membrana plasmatica.
(Hartmann et al., 1987; Moreau et al., 1998; Grebe et al., 2003)

La sintesis de esteroles comienza con la molécula de Acetil-CoA como precursor, esta esconvertida
en Acido mevalonico (MVA) a través de varios pasos enzimaticos. Uno de los puntos limitantes de la
sintesis es llevado a cabo por una de estas enzimas la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR)
que cataliza la conversion de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA en mevalonato. Posteriormente el
mevalonato a trevés de varios pasos enzimaticos de oligomerizacién y dimerizaciéon dard lugar a la
molécula lineal de 30 atomos de carbono escualeno, el precursor de todos los triterpenoides ciclicos
conocidos de Angiospermas (Benveniste et al., 2002; Rasbery et al., 2007). La escualeno epoxidasa
cataliza la produccion de 2,3-oxidoescualeno. A partir de este punto, las células vegetales utilizan una
ruta de biosintesis de esteroles que es diferente a la de otros eucariotas (Schaller 2003, 2004;
Benveniste 2004).Después de la conversién de 2,3-oxidoescualeno a cicloartenol, existe una
bifurcacion que conduce a cualquiera de los 24-metil esteroles, que incluyen campesterol y sus

Rol de esteroles de membrana en respuesta a estrés hidrico en Arabidopsis thaliana.
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INTRODUCCION

derivados, los brasinoesteroides (BRs), o 24-etil esteroles, que incluyen los esteroles
estructuralessitosterol y estigmasterol (Figura 13) (Clouse 2002).

MVA €—— HMG-CoA Grwveeeme acetil-CoA
. HMGR
v
Y o
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Figura I13: Biosintesis de esteroles en Arabidopsis thaliana.

Una menor proporcién de esteroles no solo cumplen funciones estructurales sino que también sirven
como precursores de moléculas importantes en el metabolismo vegetal como lo son las hormonas
esteroideas, que cumplen funciones en el crecimiento y desarrollo, las mas conocidas son los
llamados brasinoesteroides (Schumacher et al., 2000; Clouse 2001; Altmann 1999). El fenotipo de
mutantes deficientes en precursores de esta hormona incluye enanismo extremo, morfologia de
hojas alterado, reduccién de la esterilidad, senescencia retardada y alterado el desarrollo vascular,

esto evidencia que los BRs estan vinculados en importantes procesos de desarrollo (Clouse et al.,
1999).

BRs son necesarios para el normal desarrollo de las plantas. En plantas superiores se sugiere que
juegan un papel critico en una amplia gama de procesos en el desarrollo, por ejemplo, el crecimiento

Rol de esteroles de membrana en respuesta a estrés hidrico en Arabidopsis thaliana.
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INTRODUCCION

del tallo, raiz, iniciacidn floral y desarrollo de flores y frutos (Hayat et al., 2003; Sasse 2003) también
se han implicado en la respuesta de las plantas al estrés abidtico y bidtico (Krishna 2003).

Los BR pueden producir efectos en la respuesta de las plantas al estrés ambiental al mediar la
destoxificacién de especies reactivas por medio de comunicacidon (cross-talk) entre los BR y la
produccién de otras hormonas vegetales. También generan multiples respuestas de proteccion
frente a estrés oxidativo, osmotico, salino, térmico y bidtico por activacion de multiples genes
marcadores de estrés como proteinas de choque térmico (HSP), rd29A y ERD10 (Dhaubhadel 1999,
2002; Kagale et al., 2007).

Mutaciones en genes relacionados en la biosintesis de esteroles pueden causar defectos
estructurales en las membranas celulares causados por el agotamiento de esteroles esenciales y
pueden generar individuos no viables, por ejemplo algunos mutantes son letales debido a que
presentan multiples defectos en el desarrollo. smtles uno de los fenotipos mas estudiados vy
presenta incapacidad de establecer una correcta polaridad celular, como por ejemplo la localizacidn
erronea de los transportadores de auxina PIN1 y PIN3 (Diener et al., 2000, Willemsen et al., 2003),
fackel (Jang, et al. 2000, Schrick, et al. 2000). Entre otros mutantes en la ruta de biosintesis de
esteroles se encuentra hyd1, que presenta una alteracién en la sefalizacidon por etileno y auxinas
(Souter et al., 2002), cvp1 (smt2) (Carland et al., 2002)que presenta alteraciones en el desarrollo de
cotiledones (Schaeffer et al., 2001) ycas1 (Babiychuk et al.,2008).

La mayoria de los esteroles en plantas superiores se encuentran de tres formas: como esteroles
libres que son la gran mayoria que componen principalmente la membrana y una pequefia cantidad
de estos forman precursores de BR (Yokota 1997) 6, como formas menos abundantes, esteres (Dyas
et al., 1994) y glucésidos (Mudd 1980; Warnecke et al., 1997).

La adecuada composicion de esteroles es necesaria para la formacion de patrones a nivel
embrionario, division celular, enlongacidon celular, polaridad celular, vias de sefializacién, etc
(Boutteet al., 2009). Se han descripto dominios moleculares de membrana plasmatica celularmuy
dindmicos que se encuentran enriquecidos en esteroles y proteinas que interaccionan yse
caracterizan por la insolubilidad a detergentes no idnicos y a bajas temperaturas. Estas fracciones de
membrana suelen denominarse resistentes a detergente o insoluble en estos (DRMs y DIMs
respectivamente) (Figura 16) (Borner et al., 2005; Mongrand et al., 2004). En 1997 se los definié por
primera vez utilizando el término de balsas lipidicas o su traduccién al inglés Lipid Rafts (Simons et
al., 1997).

La composicién lipidica de las balsas se encuentra enriquecida en esteroles que coexiste con la
estructura de fosfolipidos formados por acidos grasos insaturados y esta compuesta principalmente
por esfingolipidos como la glicosilceramida, asi como mezclas de sitoesterol y colesterol. Los fosfo y
glicolipidos son excluidos como componentes de estos dominios (Mongrand et al., 2004). Las
proteinas reclutadas en estas balsas varian mucho, se han identificado por ejemplo proteinas
involucradas en la defensa como remorin, NADPH oxidasa, NtrbohD, Ntrac 5, receptores
transmembrana de células T y B 6 de interleuquinas (Garcia et al., 2003); relacionadas al flujo
vectorial de agua como acuaporinas, trafico vesicular como sintaxina, dinamina; crecimiento celular
como H-ATPasas, anhidrasa carbdnica, y relacionadas con organizacidn del citoesqueleto como actina
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(Mongrand et al., 2004). La orientacion de las proteinas embebidas en estas regiones es importante
ya que puede verse afectada su funcién. La concentracion de estas podria facilitar la interaccion
entre ellas, y/o con el entorno de la red lipidica, directamente podria modular su actividad,
posiblemente por una modificacion de su conformacién. La interaccién proteica con esta compleja
red lipidica esta involucrada en procesos fisiolégicos fundamentales como el trafico celular, el
establecimiento de la polaridad celular, organizacién del citoesqueleto, respuesta inmunoldgica,
sefializacion hormonal, apoptosis. (Simons et al.,, 1997; Bagna et al., 2002). Sin embrago, aun falta
descifrar que procesos de la fisiologia de una planta utilizan estos dominios como centro para la
sefializacion.

Key
Un’"_“'“’“""" Anchoted protein
[\ phaspholipd ¢.9 GPl-anchored peoteins
\ Sterol a
Transmembrane
H | prodon
Sphingolpd
0.9 PM H*ATPases
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Saturated ABCB1, 4,19
phospholipd v
PINt

Figura 16: Modelo hipotético de una region de la membrana plasmatica enriquecida en esteroles
que simula un microdominio DRM. En la figura se observa una exclusién de fosfolipidos insaturados
(amarillo), concentraciéon de esteroles (rojo), esfingolipidos (azul) y fosfolipidos saturados (gris). Las
proteinas transmembrana son la H+ ATPasa, sitios de accidén a multiples farmacos/P-
glicoproteinas/transportadores ABCB y PIN1 (verde), asi como las proteinas GPl-ancladas (verde
oscuro) (Boutte et al., 2009).

La polarizacién de microdominios lipidicos enriquecidos en esteroles se ha relacionado con la
morfogénesis y el movimiento celular en diversos tipos de células. La expansidn celular es un proceso
central en la morfogénesis de las plantas, como lo es por ejemplo en la elongacién de las raices y
pelos radiculares que son esenciales para la absorcién de minerales y agua del suelo (Boutte et al.,
2009).

Un mecanismo general para el control del crecimiento polarizado de las células vegetales es la
participaciéon de la enzima NADPH oxidasa que depende de especies reactivas del oxigeno, y esta
relacionada en la sefializacién del crecimiento del tubo polinico y raices laterales (Takeda et al., 2008;
Liu et al., 2009). Las ROS producidas por NOX se han propuesto como moduladores del crecimiento
polar de células como en pelos radiculares, mediante la activacién de canales de Ca** necesario para
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generar la punta polarizada en un gradiente de Ca®(Carol et al, 2005; Samaj et al., 2004.; Takeda et
al., 2008).

La NADPH oxidasa es un componente de la gran variedad de mecanismos enzimaticos responsables
de la produccién de las especies reactivas de oxigeno en las células. Cataliza la reaccidon que produce
el radical superdxido a partir de oxigeno molecular a expensas de NADPH. La produccion de ROS en la
célula es uno de los principales acontecimientos que ocurren durante la respuesta de las plantas a los
cambios ambientales, y contribuyen a establecer la adaptaciéon por medio de la activacién de vias de
sefializacion (Elmayan et al., 2007).

ROL DE LA HMG REDUCTASA EN LA REGULACION DE LAS RESPUESTAS DEPENDIENTES DE ESTEROLES

Un paso limitante en la biosintesis de esteroles es la sintesis del mevalonato, una etapa que se
encuentra pre escualeno, y es precursor del amplio espectro de moléculas esteroideas.

La enzima que cataliza su sintesis la HMGR produce dcido mevaldnico a partir de la reduccién de
HMG-CoA a expensas de NADPH (Figura 4).

a a 2 Ht
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Figura 14: Reaccion catalizada por la enzima HMGR, donde como reactivo se representa a la
molécula de HMG-CoA y como producto el Mevalonato.

Es una enzima ampliamente regulada en animales, y sabiendo que los isoprenoides desempefian un
mayor numero de funciones en las plantas en comparacién con animales, se cree que la regulacion
de la actividad de Ila HMGR en Ilas plantas puede ser adn mds compleja.
Es una proteina integral de membrana que fue identificada en tres compartimentos distintos
plastidos, mitocondrias y reticulo endoplasmatico (Bach et al., 1990) estd conformada por un
extremo N-terminal que se encuentra anclado a la membrana presentando 2 dominios
transmembrana muy conservados, este tiene un rol como blanco para la regulacién de la destruccion
de la proteina y el C-terminal es el sitio catalitico encargado de la actividad de la enzima que queda
expuesto a la cara citosolica (Figura 15) (Hampton et al., 2009).

A diferencia de animales donde la HMGR esta codificada por un uUnico gen, las plantas presentan
varios genes que codifican HMGR. El nimero de genes varia dependiendo de la especie, en
Arabidopsis por ejemplo son dos (Monfaret al., 1990), pero existen casos de familias multigénicas
como es el caso en el maiz, arveja y papa (Choi et al., 1992). La actividad de la enzima puede ser
regulada por diversos factores, ambientales como la luz, bidticos como el ataque de diversos
patdgenos, a nivel transcripcional sus productos regulan el nivel de mRNA, la regulacidn
postraduccional involucra la inactivacidon por fosforilacidon reversible donde el calcio se especula
como regulador de quinasas y fosfatasas (Stermer et al., 1994).

Rol de esteroles de membrana en respuesta a estrés hidrico en Arabidopsis thaliana.

14



INTRODUCCION

. — Catalysis

Figura I5: Estructura de la HMG-CoA reductasa en animales. A diferencia de animales la enzima en
plantas presenta 2 dominios transmembrana en lugar de 8.

ESTEROLES Y BRASSINOSTEROIDES EN REPUESTA A ESTRES ABIOTICO

Ademas de su papel en el desarrollo, los BRs protegen a las plantas frente a una variedad de estreses
abidticos, incluyendo altas y bajas temperaturas, sequia, salinidad y bidticos como el ataque de
patdgenos (Krishna 2003; Divi et al., 2009). Existen pruebas que demuestran que el suministro de BRs
genera tolerancia cuando son aplicados de forma exdgena en plantas sometidas a estrés. Los
cambios moleculares inducidos por estos BR estan relacionados con la tolerancia al estrés incluyen
un mayor nivel de expresion de genes de respuesta al estrés (Dhaubhadel 1999; Kagale et al., 2007)
el mantenimiento de la sintesis de proteinas (Dhaubhadel et al., 2002), la induccidn de la respuesta
hormonal (Vert 2005), el aumento en la actividad de enzimas antioxidantes, mayor acumulacién de
osmolitos osmoprotectores (Divi et al., 2009; Ozdemir 2004) y una mayor eficiencia fotosintética
(Ogweno 2007; Krishna 2003). Estudios en la expresidn génica global de Arabidopsis en tratamientos
con y sin BRs exdgenos sometidas bajo estrés indican que los BR afectan una gran variedad de
procesos celulares, ya sea directamente o través de interferencias con otras vias hormonales, lo que
resulta en un mejor rendimiento de las plantas bajo condiciones de estrés (Krishna com. per). Es
evidente que la alteracidn de la actividad enddégena de la BRs a través de la tecnologia transgénica
ofrece una gran promesa en la generacion de cultivos con mayor tolerancia al estrés.

Recientemente, un gen que codifica una proteina HSD1 con homologia a la de animales llamada 11-
B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD) se identificé en Arabidopsis (Liet al., 2007). HSDs son
importantes en la regulacion del crecimiento y desarrollo de los animales, pero en las plantas sus
funciones enzimaticas son no conocidas. Existe una relacién de AtHSD con la biosintesis de BR o con
su sefializacidon que aun no se ha establecido, pero se ha visto que la sobreexpresién de AtHSD1 en
Arabidopsis lleva a la expresidn constitutiva de genes de respuesta a BR y produce fenotipos similares
a plantas con sobreproduccion de BRs o BRI1 (receptor de BR), tales como un mayor crecimiento y
rendimiento de semillas, asi como una mayor tolerancia al de estrés salino y la latencia de las
semillas se reduce (Divi et al., 2009).

En relacion al estrés biodtico, por ejemplo las respuestas de las plantas a este tipo de estrés se puede
instrumentar a través de una compleja red que integra las vias de sefializacion caracterizada por la
produccién de etileno, acido jasménico y acido salicilico (Divi et al., 2010).
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OBIJETIVOS:

Obijetivos generales:

Estudiar el posible rol de los esteroles en la regulacién de las respuestas de toLerancia frente a estrés
por sequia en plantas.

Obijetivos especificos:

X Evaluar los cambios en el desarrollo radicular inducidos por la inhibicidn del la enzima HMGR.

X Determinar si la relocalizacion de la enzima NADPH oxidasa en pelos radiculares es afectada

por la aplicacién de estatinas.

X Iniciar el mapeo y localizaciéon de una mutacion responsable de restablecer el fenotipo en un

mutante deficiente en esteroles (dry2/sqel-3).
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Como material vegetal se utilizaron semillas de Arabidopsis thaliana ecotipo Landsberg erecta como
plantas salvajes, semillas mutantes dry2/sgel, supresores de dry2/sqel, lineas de introgresion y
semillas transgénicas dry2/sqel NOX-GFP (Takeda et al., 2008) fueron cedidas por el Departamento
de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad de Malaga, Espafia.

Condiciones de crecimiento de plantas in vitro y en maceta

La germinaciéon de plantas de Arabidopsis para el posterior crecimiento in vitro requiere la
esterilizacién previa de las semillas por lo que estas se esterilizaron con un tratamiento de
hipoclorito 20%-Tween 20 0,1% durante 3 minutos, se retird el hipoclorito y se enjuagd con agua
destilada estéril, una vez retirada el agua se sumergieron en etanol 70% durante 1 minuto,
posteriormente se realizaron 5 lavados con agua destilada estéril. Las semillas se conservaron 24h en
oscuridad a -42C en agarosa 0,1% previo a la siembra.

Como medio basal de germinacidn y crecimiento en placas de petri se utiliz6 medio MS (Murashige
et al,, 1962).

La concentracidn de nutrientes 1X de este medio es la siguiente:

Micronutrientes | mhd
Macronutrientes | mh
H.BO, 100
NH.ND, 0,6 CaCl, 01
KNO, 18,8 CuS0Os 0,1
13 MNa,-ECTA 100
KH,PO, Fe50,-7H20 100
CaCl; 3,0 Kl 1;:'
MgE0-TH20 1,5 MnS0.-H20

Na,Mo0 -2H0 1

In&0,-7H20 30

Se ajustd el pH a 5.7 con NaOH y se agrega 7g/L de agar y 5g/L de sacarosa y la esterilzacién del
medio se logré con autoclave.

Para el crecimiento de las plantulas las placas fueron colocadas en cdmara de cultivo en posicidn
vertical en la mayoria de los casos, siempre que se quiso observar un fenotipo radicular, o en
posicidon horizontal en los ensayos en los que se necesité observar un fenotipo de parte aérea.

Las semillas sembradas en maceta no se esterilizaron, pero se les realizd un tratamiento de
hidratacion que consiste en dejarlas en agua destilada 24h en oscuridad a -42C para la posterior
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siembra en macetas con turba. Hasta el momento de la germinacidn las semillas se protegieron de la
atmosfera directa cubriéndolas con papel film.

En ambos casos (in vitro o macetas) las plantas fueron cultivadas en cdmara de crecimiento en
condiciones de fotoperiodo 16h/8h (luz/oscuridad), 50uEm™ s™ de intensidad luminica, 22°C de
temperatura y 60% de humedad relativa.

Para el riego de las macetas se utiliz6 agua corriente a demanda.

Tratamiento con Atorvastatina

La atorvastatina calcica es un farmaco de la familia de las estatinas que actia como blanco de la
enzima HMG-CoA reductasa, la atorvastatina se disolvié en metanol en un concentracién final de5,
10, 25 y 50mM.EIl tratamiento se realizé en los ensayos in vitro, donde las semillas son incubadas en
atorvastatina diluida en MS a las concentraciones de ensayo e incubadas por 24 horas de oscuridad a
4°C posteriormente a la esterilizacion.

Extraccion de proteinas totales

El tejido vegetal fresco se homogenizé en buffer de extraccién en frio (50mM de Tris-Hcl pH 7.5,
10mM KCI, ImM EDTA, 2mM Ditiotreitol (DTT), 0,5mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo, (PMSF), 0.2%
Triton X-100) en proporcion 5:1 de tampén y tejido. El homogenizado se centrifuga a 6000g por 10
minutos a 42Cy el sobrenadante se utilizd para realizar las distintas determinaciones.

Cuantificacién de proteinas

La cuantificacién se realiza segin Bradford (1976). A 0,1mL de muestra se le agregan 5mL de
reactivo, Azul de Comassie G250 (Sigma) y se lee la absorbancia a 595nm.

Extraccion de ADN para mapeo

Se tomaron 2 ¢ 3 foliolos pequefios y se los macerd con sondas de microtubos junto con el buffer de
extraccion (200mM Tris pH 7.5; 250mM NaCl; 25mM EDTA pH 3; 0,5 SDS) hasta que el tejido quedd
totalmente homogéneo. Luego se centrifugd a 17500g durante 10 minutos. Se conservd el
sobrenadante al cual se le agregd isopropanol para precipitar el ADN, esta mezcla se incubd a -202C
durante 30 minutos; se volvid a centrifugar a 17500g durante 10 minutos, se descarté el
sobrenadante y se conservo el precipitado al cual se le agregd etanol 75% (v/v). Luego de 5 minutos
de incubacién se descarto el etanol y se dejo secar el precipitado. Una vez seco se lo resuspendio en
100 pl de agua destilada estéril.

Cuantificacion de Acidos nucleicos.

La cuantificacién espectrofotométrica de la concentracion y pureza del DNA se realizé utilizando un
espectrofotdmetro Nanodrop2000 Spectrophotometer (Thermo scientific). Este espectrofotometro
se basa en el sistema patentado de tecnologia de retencidn de muestra que permite entre otras
ventajas la utilizacién de 1 pl de muestra, no requiere la preparacion de diluciones en la mayor parte
de los casos, no requiere cubetas y capilares en el andlisis y la preparacién de la muestra y realizacién
de las medidas se realiza en menos de 10 s. En el andlisis de los datos, una unidad de absorbancia a
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260nm (ABS260 = 1) equivale a una concentracidon de 50 pg/mL si la muestra es de DNA (Berger
1987).

Una aproximacion sobre la calidad del DNA fue obtenida por el cociente entre las absorbancias a las
longitudes de onda de 260nm y 280nm que estima si nuestra preparacion de acidos nucleicos estd
contaminada por proteinas, ya que a 280nm absorben las cadenas laterales de los aminoacidos
aromaticos. Los valores del cociente ABS260/ABS280 deben estar comprendidos entre 1,7 — 1,9 para
el DNA. Ademds de dicho cociente, otra estimacidon de la pureza de la preparacion se obtuvo
realizando el cociente entre las absorbancias a 260nm y 230nm.

La absorbancia a 230nm es un indicativo de la contaminacién de nuestra preparacién por
polisacéaridos y fenoles. Los valores del cociente ABS260/ABS230 deben ser superiores a 2 tanto para
DNA como RNA.

Inmunodetecciéon de RhoGTPasas

SDS-PAGE

La electroforesis de proteinas totales en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) se realizd en
geles de poliacrilamida-SDS. Para la preparacion del gel y el tampdn se siguiod el protocolo propuesto
por Sambrook et al., 1989. La concentracion de los geles concentrador y separador fue del 10% y 5%
respectivamente. Una vez armado el cassette de aproximadamente 1.5mm de espesor se preparan
los geles separador y concentrador segun la siguiente tabla.

Gel separador 5mL: Volumen
Acrilamida 1,67mL
Aszua Destilada 2,27mL
Buffer Tri=-HCI 1,8M pH 8,8 imL
Dodecil sulfato (SDG) 106 S0l
TEMED Sul
Persulfato de Amoniol0s [FSA) | 33,3ul

Gel stacking [1,5ml) Volimenes
Acrilamida 0,24ml
Agua destilada 1,08ml
Buffer Tris-Hcl 1,25M pH 6.8 0,15ml

505 1086 15pl
TEMED E]
Persulfato de Amonio 105 [PSA) | 10ul

Se colocd Butanol 6 agua destilada cuidadosamente sobre la superficie del gel separador antes de
gue polimerice (20 minutos aproximadamente) para alisar la superficie, luego se retiré y enjuagé con
agua destilada.

Antes que polimerice el gel concentrador, se insertd el peine. Una vez producida la polimerizacion se
retir6 cuidadosamente el peine y se enjuagaron los pocillos con agua destilada. Se desarméd el
cassette y se coloco el gel en la cuba de electroforesis. Se llenaron los compartimentos de la cuba con
el Buffer de corrida Tris-glicina pH 8.3, y se procedié a sembrar las muestras.
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Las muestras se sembraron a razén de 10 ug de muestra aproximadamente conjuntamente con el
buffer de carga (2,5mL Tris 1,25M pH 6,8; 5,8mL Glicerol 87%, 5mg azul de bromofenol, 35mL agua
destilada) en proporcién 5:1. Se conectd la fuente de poder y se reguld a 30mA, luego que la muestra
alcanzo el gel separador se aumentd a 35mA vy la corrida se realizd hasta que buffer de corrida salié
del gel. El tefiido y destefiido de los geles se realizéd sumergiendo el gel en la solucién de tincién (Azul
de Commassie: 0,1% Azul de Commassie, 45% Metanol, 10% Acido Acético) durante 60 minutos en
equilibrio, luego se retird esta solucién y se agregdé la solucién de decoloracién (15%Acido acético, 5%
Metanol) equilibrando también hasta que aparezcan las bandas.

Transferencia de proteinas totales a membrana

Para la transferencia de las proteinas a membranas se equilibr6 durante 10 minutos
aproximadamente en el buffer de transferencia (Tris 25mM, Glicina 192mM pH 8.3, Metanol 20%) el
gel junto con 6 hojas de papel Whatman 1 cortadas del mismo tamafio. Ademas se cortd la
membrana de PVDF un poco mas grande que el gel y se la sumergié 5 segundos en metanol y
posteriormente se la saturd en buffer de transferencia.

Se armé el sandwich (3 hojas Whatman-membrana-gel-3 hojas Whatman) dentro del
Electrotransferidor TE 77 (ECL Semi-Dry Transfer Unit, Amershan Biosciences). La
electrotransferencia se realizd a 40mA durante 1 hora. La transferencia de proteinas a la membrana
se comprobd por tincidén con rojo Ponceau 0.5% (p/v) y acido acético 1% (p/v) hasta la aparicién de
bandas.

Inmunodeteccion de proteinas en membranas de PVDF

Para la inmunodeteccion de la Rho-GTPasa se utilizaron anticuerposAnti-AtRAC8 (SIGMA). Las
membranas se lavaron 2 veces con agua miliQ y se incubaron en buffer TBS (Tris-HCI 20mM pH 7.5y
NaCl 0,5M), en agitacion a 30rpm por 10minutos a temperatura ambiente. Como solucién de
blogueo se usé leche en polvo libre de grasa al 5% en TBS. Las membranas se incubaron en agitacion
a 30rpm por 1 hora a temperatura ambiente y se lavaron 2 veces con TBS-Tween-20 0.1% (TBST)
durante 10 minutos. Se incubd 1hora a temperatura ambiente en tampdn TBST con leche en polvo
libre de grasa al 5% y solucidn del anticuerpo primario Anti-AtRAC8 de conejo en una dilucion
1/5000 en agitacion 30rpm.

Luego se lavd 2 veces la membrana con TBST durante 10 minutos cada vez y se incubd durante 1
hora en anticuerpo secundario de cabra anti IgG de conejo conjugado con HRP en una dilucidon
1/8000 con TBST en leche en polvo sin grasa al 5%. Se lavd la membrana 2 veces en TBST durante 10
minutos cada vez y se incubd la membrana 2 min en las soluciones del Kit ECL Plus Western Blotting
Detection System (Amersham). Se removié el liquido y las membranas se cubrieron con papel film
previo a la exposicidn a las peliculas de rayos X.

Microscopia de Fluorescencia y Confocal

Pelos radiculares de plantulas transgénicas dry2/sqgel NOX-GFP (Takeda et al., 2009)crecidas por tres
dias in vitro fueron observadas al Microscopio de fluorescencia Oympus-New Vanox y las fotos se
tomaron con cdmara Oympus DP71, servicio del Laboratorio de Genética del Departamento de
Biologia Vegetal, Facultad de Agronomia. Para la microscopia confocal se uso un Microscopio Leica
TCS SP5, servicio de la Unidad de Biologia Celular del Instituto Pauster.
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Deteccion de O ,”in situ mediante tincidn con Nitroblue Tetrazolium (NBT)

La deteccion del radical superoxido (O,) en raiz se realizd segun el protocolo propuesto por Jabs et
al. (1996). Plantulas enteras de tres dias se infiltraron con ayuda de vacio en tampdn fosfato 10mM
pH 7.8, NaN; 10mM conteniendo NBT 0.1%, en volumen suficiente para cubrirlos. Se incubaron bajo
un tubo de luz de 20W durante 1 hora. Posteriormente las plantulas se lavaron primero en etanol
50% (v/v) y después con agua, y se montaron sobre portaobjetos con glicerol 70%. Las observaciones
se realizaron en microscopio como se describié anteriormente.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los cebadores utilizados en este trabajo parte fueron sintetizados por la empresa INTEGRATED
DNA TECHNOLOGIES (IDT)- Tanirely parte cedidos por el Departamento de Biologia Molecular y
Bioquimica de la Universidad de Malaga, Espafia. En el Anexo (Al) se recoge la secuencia de los
oligonucledtidos utilizados como cebadores en las reacciones de PCR. Las reacciones se llevaron a
cabo rutinariamente en un volumen de 10 pl; en microtubos estériles a las cuales se afiadié los
distintos reactivos segun el siguiente protocolo:

Volimenes

1,5mh migcl 0,6
100p! dNTPs 0,4 p
250nh Fordwar primer 0,3
250nM Reverse primer 0,3
1 Unidad de Tag polimerasa 0,2
Buffer Tag +kCl - matCl, 1pl
ADM dela muestra S
H, O mg estéd 2,4p

para levara 10p

Una vez realizado la mezcla de reaccidn los tubos se incubaron con el programa de ciclado
correspondiente:

1 ciclo de desnaturalizacion a 942C durante 1:30 minutos
40 ciclos:
desnaturalizacion a 942C durante 15 segundos

hibridacidn, a una temperatura de annealing entre 3-59C inferior a la Tm de los cebadores, durante
15 segundos

extensién a 722C durante 30 segundos.
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Por ultimo 1 ciclo de extension final durante 2 minutos a 72°C.

Los productos de PCR fueron visualizados tras separarlos mediante una electroforesis en geles de
agarosa.

El ADN se corre en electroforesis horizontal en geles de agarosa. El tampdn con el que se realizaron
los geles y se desarrolld la electroforesis fue TBE 1X (54g/L Tris; 27.5g/L Acido Bérico; 0,5M EDTA pH
8) procedente de una solucion madre concentrada TBE 5X. El porcentaje de agarosa en los geles
oscilé entre el 1y 3 % (p/v) dependiendo del tamafio de los fragmentos a separar. Una vez pesada la
cantidad adecuada de agarosa se fundié en TBE 1X calentando la soluciéon en un horno microondas.
Una vez fundida se dejo enfriar al aire hasta que la solucidn alcanzé una temperatura aproximada de
unos 50 2C momento en el cual se le afiadié la cantidad adecuada de Goodview (SDS, China) (GVII).
La mezcla resultante se vierte en un soporte de metacrilato donde se deja solidificar.

Las muestras a separar se mezclaron con el volumen de tampén de carga de Azul de bromofenol
(Azul de Bromofenol 0.25%; Xilencianol (Xc) 0.25%; Glicerol 50%) en proporcién 5:1. Como
marcadores de tamafios moleculares se utilizaron 1 kb PLUS y 100 bp Ladder fermentas. Las
electroforesis se llevaron a cabo a un voltaje que oscilé entre los 100mA para la visualizacion de las
bandas de DNA se utilizaron ldamparas de luz UV en el equipo Dynalight Dual intensity UV
transilluminator y el equipo Gel Logic 100, Imagine System que permitié registrar y almacenar los
resultados obtenidos.

Mapeo

Para el mapeo del supresor3 de dry2/sqel se utilizaron lineas de introgresion, técnica usada en la
transferencia de material genético desde un individuo a otro por retrocruzamientos.

Las lineas de introgresion (119) son cruzadas con el supresor S3, obteniendo la F2 que serd la
poblacién mapeada. Las lineas de introgresién estdn construidas por el retrocruce de individuos de
ecotipo Col-0 por dry2/sqel (fondo genético Ler), la F1 es autofecundada para obtener la F2 la cual a
su vez es cruzada 19 veces por uno de los parentales (Col-0). El individuo resultante es 119, que
contiene la mutacién dry2/sqel en fondo genético Col-O.

119 es entonces cruzado con el individuo S3 (mutante que lleva la mutacién dry2/sgel y la que se
quiere mapear en un fondo Ler) obteniendo una poblacién F2 recombinante. Esta F2 fue adquirida
por Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad de Malaga, Espaia.

Las semillas F2 son germinadas en macetas con turba, en cdmara de crecimiento durante 30 dias. Se
las somete a sequia para diferenciar fenotipo dry2/sqel (sensibles a sequia) y dry2/sqel-S3 (no
sensibles a sequia). Para lograr estrés hidrico, el déficit hidrico se impuso severamente
interrumpiendo el riego de las plantas desde el inicio de la germinacion.

La estrategia de mapeo genético se representa en la figura M1, se puede definir como un proceso de
identificacion de la base genética de un fenotipo mutante mediante la bisqueda de marcadores cuya
posicidn fisica en el cromosoma es conocida y que estdn fisicamente ligados a la mutacién de interés
(Jander et al.,, 2002). Este método para la localizacion de mutaciones es posible gracias al
conocimiento de los polimorfismos existentes entre las secuencias de dos ecotipos de Arabidopsis,
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en nuestro caso Col-0 y Ler, los cuales estdn disponibles en la base de datos TAIR
(http://www.Arabidopsis.org/browse/Cereon/index.jsp). Para la clonacidn posicional es necesario
crear una poblacidn recombinante, para lo cual se cruzé el individuo mutante (dry2/sqel1-S3, que
presenta ademas de la mutacidon a mapear la mutacidén dry2/sqel en fondo Ler) con la linea de
intogresion 119 (Col-0 con mutacidn dry2/sqel). Por autofecundacion se obtuvo la poblacion F2 que
es recombinante y fue la que se utilizdé en el mapeo.

Col-0 X dry2/sgel dry2/sqe1S3 X 119
A 4 1
F1

Autofecundacion

Poblacién recombinante

A 4

F2 Siembray
tratamiento de
sequia donde se
seleccionan
fenotipos S3.

Col-0 1

PCRscon marcadores
moleculares en cada
cromosoma de Arabidospsis

Linea de intogresién 19 (119)

Il e e I <
>

Figura M1: Estrategia general utilizada para el mapeo inicial del mutante dry2/sqel-S3.

Los marcadores empleados son de dos tipos y se encuentran distribuidos en los 5 cromosomas de
Arabidopsis, en la figura M2 se representan (en el Anexol estan los detalles de secuencias de los
marcadores empleados):

SSLP (Simple Sequence Length Polymorphisms): marcadores que sirven para detectar diferencias en
la longitud de un producto de PCR. Las diferencias son debidas normalmente a pequefias inserciones
o deleciones (InDels) debidas a diferencias en el nimero de repeticiones de secuencias pequefias
como los microsatélites. Usando cebadores para amplificar esta regién gendmica y separando los
productos de PCR en gel de agarosa se pueden detectar estos polimorfismos. Suelen tratarse de
marcadores codominantes.
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CAPS (Cleaved Amplified Polymorphisms): son marcadores basados en cambios puntuales de
nucledtidos (SNPs), que provocan la ausencia o presencia de un sitio de restriccidon. En este método,
el DNA gendmico que contiene el polimorfismo es amplificado por PCR usando cebadores
especificos.

El producto de PCR es digerido con una enzima de restriccién y los productos separados en un gel de
agarosa. El polimorfismo se detecta comprobando la capacidad o incapacidad de la endonucleasa de
digerir dicho producto de PCR. En esta tesis no se realizaron los cortes con enzimas de restriccion,
solamente se realizaron las amplificaciones de PCR y se corrieron en gel de agarosa.

I I i v Vv

)
FEN15
[ |1i6n11
_JT16121

K5K13 —_|F13cs

F1am2 1l f——
F26P21
NIT1.2 MIG14

—— T2E6

PAT1.2

F14i123

T9A14

bd F18019 K19E20

Uu

ADH1

Figura M2: Esquema representativo de los 5 cromosomas de Arabidopsis thaliana con la
localizacidn de los marcadores moleculares de tipo SSLP y CAPS empleados para el mapeo inicial
del mutante dry2/sqel-S3.

Programas informaticos

Medidas del crecimiento radicular.

El crecimiento radicular fue seguido por medidas de raiz primaria atreves del Software libre Image-
Pro-Plus.

Construccion de Mapa genético.

Se trabajo con un mapa genético de la poblacion F2 producto del cruzamiento de S3X 119,este mapa
fue reconstruido a partir de una poblacién de 34 individuos. Para la construccién del mapa se uso un
valor de LOD=3 y una frecuencia de recombinacion r=1/2, para el célculo de las distancias en
centiMorgans se uso la funcién de mapeo haldane. Se uso el software libre Onemap (Margarido,
2007).
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El tratamiento con atorvastatina recupera parcialmente el fenotipo de dry2/sqel

Las plantas dry2/sqelse caracterizan por tener un menor tamafo de la raiz primaria y por presentar
una mayor ramificacion que las de tipo salvaje, este fenotipo de sistema radicular alterado es
caracteristico de estos mutantes (Posé et al., 2009).

Antecedentes de nuestro laboratorio de investigacion evidencid que las raices del mutante
dry2/sqelpresenta un incremento de la actividad de la enzima 3-hidroxi-3- metilglutaril-CoA
reductasa (HMGR), pasando de los 196,8 pmoles/g min en Ler a 272,5 pmoles/g min en dry2/sqel.
Esto sugiere que en las raices de dry2/sqelse esta incrementando la actividad HMGR posiblemente
como efecto compensatorio ante la reduccion de actividad SQE1. Cabe recordar que la proteina
codificada por el gen SQE1 mutado estd situada por debajo de la enzima HMGR en la ruta biosintética
de esteroles.

Debido a que la enzima HMGR tiene un papel regulatorio muy importante en la sintesis de esteroles

se procedié en este trabajo a realizar ensayos con inhibidores especificos, en este caso se utilizd
atorvastatina calcica. Esta estrategia intenta restaurar los niveles de esteroles, principalmente los
niveles de escualeno, y lograr la homeostasis a nivel celular y de esa forma modificar el fenotipo
mutante.

La atorvastatina es un tipo de estatina que actian como inhibidor especifico de la HMGR, es
comunmente utilizada en medicamentos para reducir los niveles de colesterol (Tobert et al., 2003), la
estrategia de accién se basa al gran parecido estructural que exhiben estos farmacos con el sustrato
de la enzima, la molécula de HMG-CoA. La inhibicién se realiza de forma competitiva, parcial y
reversible.

Antes de comenzar con los ensayos se experimenté con distintas concentraciones de atrovastatina,
donde se analizo la respuesta de las plantas a dicho farmaco ya que no existe mucha evidencia del
uso de estatinas en células vegetales. Para esto se germinaron in vitro semillas de Ler y mutantes
dry2/sqelpretratadas con distintas concentraciones de atorvastatina y se evalud el fenotipo tras 15
dias de tratamiento. Las concentraciones con que se trabajo fueron en el orden de los nM y uM. En la
figura R1 se observa la grafica de crecimiento obtenida. A 100uM todas las plantas mueren (dato no
mostrado), de la concentraciones usadas la que tuvo mejor resultado fue 10nM, curiosamente como
primera aproximacion se observa que el tratamiento revierte el fenotipo radicular de dry2/sqelya
que la raiz principal es de tamafio similar al de las plantas salvajes.
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Figura R1: Crecimiento radicular de la raiz primaria a distintas concentraciones de atorvastatina.
Los resultados son medias del crecimiento del sistema radicular en mm de plantas Ler (negro) y
dry2/sgel (rojo) en de forma in vitro de 15 dias a distintas concentraciones de Atorvastatina (0, 5, 10,
25, 50nM). Las lineas verticales indican el desvio estandar.

Una vez puesto a punto el ensayo anterior, se procedié a evaluar la recuperacion del fenotipo en el
mutante a concentraciones de 10nM de atorvastatina. Se evalud la longitud de raiz primaria en dos
tiempos, uno inicial que se corresponde a una semana después de la germinacion y el final a las dos
semanas cuando se levanta el ensayo. En la figura R2 se observa una foto del ensayo en el tiempo
final, donde de forma cualitativa se puede evidenciar la recuperacion del fenotipo radicular de las
plantas dry2/sqelen atorvastatina. En un analisis cuantitativo se realizé la medida de la raiz primaria
y se calculé la tasa de crecimiento absoluta, como forma de evaluar el crecimiento de las plantas
dentro del tiempo del ensayo. En la Figura R3, se muestra que el mutante dry2/sqgel en atorvastatina
crece igual al salvaje. Esto confirma que la inhibicién de la HMGR a través del uso de atorvastatina
revierte el fenotipo inducido por la deficiencia de esteroles.
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Ler dry2/sqel

OnM Atorvastatina

10nM Atorvastatina

Figura R2: Fotografias de plantulas de Ler y dry2/sqeldonde se analiza fenotipo en respuesta al
tratamiento de atorvastatina. Plantulas Ler y dry2/sqel germinadas y crecidas por 15 dias y tratadas
de forma control con OnM (cuadro superior) y con 10nM de Atorvastatina (cuadro inferior).
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Figura R3: Crecimiento absoluto del sistema radicular de plantulas Ler y dry2 en tratamiento con
Atorvastatina 10nM. Grafico con el crecimiento absoluto en mm de la raiz principal de plantulas de
Arabidospis thaliana Ler y dry2 en placas con MS de 15 dias en tratamiento control 6 con
Atorvastatina. El ensayo se realizo de forma aleatorizada en un n=4. Segun el analisis de varianza las
medidas con una letra en comun son significativamente iguales (p<=0,05).
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Relocalizacidon y composicion de NADPH oxidasa en pelos radiculares en respuesta a atorvastatina

El mutante dry2/sqel presenta una deslocalizacion de la enzima NADPH oxidasa a nivel de la
membrana plasmatica de los pelos radiculares (Posé et al., 2009). Seguramente la existencia de una
disminucién en la composicidon de esteroles, consecuencia de la mutacidon a nivel de uno de sus
intermediarios de biosintesis, mas especificamente a nivel de la enzima SQE1, provoque una
localizacién distinta de la enzima.

Existe conocimiento que la polarizacidon de microdominios lipidicos enriquecidos con esteroles se ha
relacionado con la morfogénesis y el movimiento celular en diversos tipos de células. La localizaciéon
de las especies reactivas del oxigeno en la MP producidas por la NOX (también llamado Rboh en
plantas) es probable que sea un mecanismo general para el control del crecimiento polarizado de las
células vegetales, tal como sucede en los tubos polinicos, pelos radiculares y cigotos de Fucus (Carol
et al., 2005; Coelho et al., 2008; Potocky et al., 2007; Samaj et al., 2004). La generacién de ROS por
NOX desencadenan la hiperpolarizacién por la activacion de canales de Ca’* en la MP apical, que
conduce a la entrada de este ion, regulando asi una punta centrada en un gradiente de Ca** que es
esencial para el crecimiento de la punta (Foreman et al., 2003).

En este trabajo por medio del tratamiento con atorvastatina en plantulas dry2/sqgelse mostré que se
revierte el fenotipo al restablecer de alguna forma la homeostasis de esteroles. Al igual que lo
observado con la arquitectura radicular se espera que la deslocalizacién de la NOX también se
revierta a la posicidn apical que presentan las plantas salvajes (Foreman et al., 2003).

Mediante plantas transgénicas Ler y dry2/sqel que llevan la construccién de la proteina verde
fluorescente (GFP) como gen reportero, fusionada a RHD2, un tipo de NADPH oxidasa (RHD2-GFP),
permitira seguir la localizacion de la enzima tanto en condiciones control como en tratamientos con
atorvastatina.

La proteina RHD2/AtrbohC (Root Hair Defective2/Arabidopsis thaliana respiratory burst oxidase
homolog C en sus siglas en inglés) es una NADPH oxidasa que transfiere electrones desde el NADPH
al O, provocando la generacion de ROS en los tricoblastos. Esta generacidn de ROS en los apices de
los pelos radiculares es necesaria para la elongacion de los mismos. En este proceso, RHD2/AtrbohC
parece estar regulada directa o indirectamente por ROP2/GTPase, y se generan ROS que activan
canales de Ca ** provocando la entrada de este idn, involucrado en la modulacién de los filamentos
de actina y de otros procesos necesarios para el crecimiento del pelo radicular. Ademas, el Ca**
activa la RHD2/AtrbohC de manera que se establece una retroalimentacidn positiva que mantiene
activo el crecimiento en la zona de expansion del pelo radicular (Takeda et al., 2008; Foreman et al.,
2003).

En la figura R4 y R5 se muestran las microscopias de epifluorescencia y confocal respectivamente de
plantulas transgénicas con tres dias de crecimiento in vitro en los distintos tratamientos. Como es de
esperar las plantulas salvajes presentan un aumento de la sefial verde en forma cdncava en posicidon
apical en los pelos radiculares como lo sugiere Foreman et al. 2003. La senal se localiza en la punta de
los pelos en las primeras etapas del desarrollo y esta localizacién polar se mantiene durante el
crecimiento posterior del pelo de raiz (Posé et al., 2009).
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Figura R4: Fotografias de pelos radiculares utilizando microscopia de epifluorescencia donde se
analiza la fluorescencia de plantulas trasgéncias GFP-RHD2 de Ler y dry2/sqel. Plantulas de Ler
GFP-RDH2 y dry2/sqe1-GFP-RDH2 germinadas durante tres dias in vitro en MS se sometieron a

tratamientos con (cuadro inferior) y sin atrovastatina (cuadro superior). Las flechas blancas indican la
mayor sefial del GFP.
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dry2/sqel

fluorescencia de plantulas transgénicas GFP-RHD2 Ler y dry2/sqel. Plantulas de Ler GFP-RDH2 y
dry2/sqel1GFP-RDH2 germinadas de tres dias in vitro en MS se sometieron a tratamientos con
(cuadro inferior) y sin atrovastatina (cuadro superior). Las flechas blancas y negras indican la mayor
sefial del GFP.

Las plantulas transgénicas dry2/sqel presentaron una deslocalizacion de la NOX aunque al inicio del
desarrollo la localizacién es apical, como también es de esperar (Posé et al., 2009). Recientemente se
ha demostrado que esta enzima se recicla entre la membrana plasmatica y endosomas tempranos
(Takeda., et al 2008). Es posible por tanto que el defecto de dry2/sqelse deba a un defecto en el
tréfico vesicular que impida que la NOX se localice en el lugar correcto por falta de esteroles
estructurales esenciales.

Sin embrago cuando las plantas dry2/sqel que son sometidas a tratamientos con atorvastatina,
presentan un patrén diferente y muy particular de sefal. En las figuras se puede apreciar como la
sefial se revierte a la posicién apical, pero no con forma cdncava como las plantas salvajes sino que
en forma esférica. Este patron fue detectado en la gran mayoria de los pelos y no fue encontrado en
ningun otro tratamiento. Como control se sometid plantulas salvajes a tratamientos con
atorvastatina para asegurar que el patron observado en dry2/sqelera exclusivo del mutante. Estas
plantas salvajes presentaron sefales similares a lo que se produjo en las plantas control sin
atorvastatina.
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Para apoyar estos resultados se realizaron ensayos que detectan el producto de la enzima NOX: el
radical superdxido. Por medio de tincidon con NBT que es un indicador de este radical se detecté la
localizacién de este idn. En la figura R6 se observa la microscopia de los pelos radiculares tefiidos con
NBT los cuales presentan el mismo patrén que las microscopias de plantulas con la construccion
RDH2-GFP. Plantas salvajes con y sin atorvastatina presentan sefial en forma cdéncava apical,
dry2/sqgel posee una deslocalizacidn espacial de ROS y cuando se trata con el inhibidor de la HMGR la
sefial se recupera a la posicién apical pero la acumulacidon de ROS tiene la misma forma esférica
observada con la proteina RDH2.

Ler dry2/sqel

Figura R6: Fenotipo de pelos radiculares y andlisis de la acumulaciéon del ién superéxido mediante
tincién con NBT. Las flechas indican en detalle pelos radiculares de plantulas Lery dry2/sqel
germinadas durante 3 dias in vitro en MS en tratamiento control (fotografias superiores) y con
atorvastatina (fotografias inferiores).

Ademads del estudio sobre la localizaciéon de la enzima NADPH oxidasa en el sistema radicular se
evalud la cantidad de una proteina vinculada en la regulacion de las NADPH oxidasas, una Rho
GTPasa la proteina ROP2/GTPasa, a través de ensayos de inmunodeteccion, por otro lado se evalud
la respuesta de esta proteina al agregado de atorvastatina.

Las Rho GTPasas pertenecen a la superfamilia de las pequefias proteinas Ras GTPasas, que estan
compuestas por los subgrupos Rho, Rac, Cdc42. En las células animales, Rho GTPasas regulan
diferencialmente el citoesqueleto de actina, endocitosis, y varias cascadas de sefializacion activadas
por mitdgenos como las proteinas quinasa (MAPK) y fosfoinositidos (Hall 1998; Bishop et al., 2000).

La activacion de Rho se produce a través de la interaccion con factores de cambio GDP / GTP (GEF) y
las proteinas activadas por GTPasa (GAPs), moduladas por prenilacion (Zhang et al., 1996).
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Las plantas contienen una Unica subfamilia de Rho GTPasa designada como RAC o Rop. La subfamilia
RAC / Rop se subdivide en dos grandes subgrupos llamados de tipo | y tipo Il. Las proteinas RAC/Rop
regulan una amplia variedad de procesos celulares, que inducen la reorganizacion de la actina, y han
sido implicados en los cambios en el patron del crecimiento polar (Fu et al., 2002; Molendijk et al.,
2001). Ademas de los cambios en la organizacion de la actina, RAC / Rop pueden inducir la entrada
Ca’* en la punta de los tubos polinicos y el crecimiento de células en los pelos de la raiz (Li et al 1999.,
2001).

También regulan la sefializacion mediada por diversas hormonas de la planta, procesos de desarrollo,
produccién de especies reactivas del oxigeno, y modulan la respuesta de hipersensibilidad inducida
por patdgenos (HR) (Li et al., 2001; Park et al., 2000; Ono et al., 2001)

En Arabidopsis, se han identificado 11 diferentes RAC/Rop GTPasas (~ 21 kDa) (Winge et al., 2000).
En pelos radiculares esta demostrado que la ROS generada por NADPH es la causante del crecimiento
polar del pelo radicular en Arabidopsis. Se ha demostrados que la ROP2/GTPase (una Rho GTPasa de
planta) es la encargada de regular a RHD2/AtrbohC en raiz (Carol et al., 2005).

RHD2/AtrbohC estd activada por Ca** (Takeda et al., 2008), de manera que se produce una
retroalimentacién positiva, ya que las ROS generadas por esta proteina produce la activacidon de
canales de Ca”*, de manera que este ion entra por el dpice del pelo radicular activando mas
RHD2/AtrbohC y generando un gradiente de concentracion entre la base y el apice, fundamental
para la elongacion del pelo (Foreman et al., 2003).

Estas enzimas son componentes criticos para la localizacién o actividad de la NADPH oxidasa, es por
esto que es util trabajar con anticuerpos anti-GTPasas que colocalizan con las NOXs especificamente
en raiz.

Para la inmunodeteccidn se realizé una extraccion de proteinas totales de plantas enteras de 15 dias

de crecimiento de Ler y dry2/sqel en tratamientos con y sin atorvastatina. La cuantificacion proteica
se observa en la tabla R1 a continuacién.

Tabla R1: Concentracion de proteinas totales en plantas Ler y dry2/sqelen tratamientos con
atorvastatina. Cuantificacion por el método de Bradford del extracto de proteinas totales de plantas
enteras de Ler y dry2/sqgelen 0y 10nM de Atorvastatina con 15 dias de crecimiento.

[Atorvastatina] |Genotipo Concentracion (mg/ml)

onm Ler 0.3936
10nM Ler 0.2801
onmM dry2/sgel 0.2705
10nM dry2/sgel 0.3128

A partir de la cuantificacidn se realizé una electroforesis de proteinas totales y una inmunodeteccion
de Rho-GTPasa sembrando aproximadamente 40ug de proteina por pocillo.

En la figura R7 se representa la electroforesis proteica donde se aprecia un perfil similar en ambos
genotipos.
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En la figura R8 se observa el resultado del Western Blot donde se observa una Unica banda de un
peso aproximado de 21kDa, presente en todos los tratamientos. La banda con mayor sefial se
corresponde a plantas Ler sin atorvastatina y se observa una leve disminucién con el agregado de
10nM de este farmaco. Por otro lado plantas dry2/sqelen condiciones control presenta claramente
una menor cantidad de enzima con respecto a Ler. Al contrario de lo observado en Ler el tratamiento
con atorvastatina induce una acumulacion de la proteina en plantas dry2/sqgel.

Figura R7: Perfil proteico de plantulas Ler y dry2/sqel en tratamiento con atorvastatina obtenido a
partir de extractos de proteinas totales. 40ug de proteinas fueron sembradas en cada carril. 0:
Marcador de peso molecular, 1: Ler en OnM de Atrovastatina, 2: Ler en 10nM de Atrovastatina, 3:
dry2/sqel en OnM de Atorvastatina, 4: dry2/sqel en 10 nM de Atorvastatina.

Ler dry2/sqel
OnM  10nM OonM  10nM

20kDa

Figura R8: Inmunodeteccion de Rho-GTPasa en plantas Ler y dry2/sqel en respuesta al tratamiento
con atorvastatina. Inmunodeteccidn con anticuerpos anti-Rho GTPasa a partir proteinas totales de
plantulas Lery dry2/sqel en tratamiento con y sin atorvastatina. En cada carril se sembro
aproximadamente 40ug.
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Mapeo inicial de un supresor de dry2/sgel

La fertilidad de dry2/sgel permité obtener segundas mutaciones que suprimen tanto la alta
sensibilidad a sequia, como los defectos de desarrollo y la respuesta estomatica, a este tipo de
mutaciones se las llama supresores.

La busqueda de segundas mutaciones que supriman el fenotipo de un determinado mutante es una

estrategia genética muy utilizada que permite identificar componentes genéticos relacionados con la
mutacion y estudiar rutas de transduccién de sefiales. Para conocer el mecanismo e identificar
nuevos componentes genéticos implicados en la regulacién de la hipersensibilidad a sequia y el
desarrollo de dry2/sqel se realizd un cribado de supresores en el fondo genético del mutante
dry2/sqel.

Se identificaron 14 supresores los cuales presentan la mutacion dry2/sqel y recuperan la tolerancia a
sequia en las siguientes generaciones. Estos fueron obtenidos por una nueva mutdgenesis y
sometiendo las plantulas a estrés hidrico para posteriormente recuperar los individuos que
presentan una mayor tolerancia a sequia que dry2/sqgel.

En este trabajo se germinaron los 13 supresores para evaluar su fenotipo. La figura R9 muestra el
fenotipo de cada supresor en condiciones control y en tratamiento con atorvastatina, siempre
comparandolo con las plantas de tipo salvaje de ecotipo Ler (datos no mostrados). Una primera
aproximacién muestra que las estatinas no tienen ningln efecto visible sobre el fenotipo de los
supresores como sucede con los mutantes dry2/sgel. Un analisis mas cuantitativo (Figura R10), se
realizd a través de medidas de la raiz principal y confirma que la atorvastatina no tiene efecto sobre
los supresores.
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Figura R9: Analisis del crecimiento in vitro de los 13 supresores en tratamiento con atorvastatina.
Los diferentes supresores fueron crecidos por 15 dias en in vitro en medio MS en tratamiento control
(cuadro izquierdo) 6 con 10nM de atorvastatina (cuadro derecho).

61.39

W oom  [J 10nM

43,05+

36724

24.39

12.06
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Figura R10: Grafico del crecimiento promedio de la raiz de plantas Ler y los 13 supresores de
dry2/sqel en 0 y 10nM de atorvastatina. Plantulas de 15 dias crecidas en in vitro fueron
fotografiadas y a través de programas informaticos se midié la longitud de raiz principal.

Si se analizan los fenotipos de los supresores éstos se pueden clasificar en aquellos mas parecidos a
dry2/sqel y aquellos que recuperan parcial 6 totalmente el fenotipo salvaje. Por ejemplo, algunos
recuperan solamente la parte aérea como es el caso de los supresores S4, S24, otros parcialmente el
sistema radicular como el $18, S11 o como es el caso de los supresores S2, S3 y S9 que recuperan casi
por completo el fenotipo salvaje. Por otro lado existen algunos supresores como el S22 que son mas
similares al fenotipo de dry2/sqgel y no recuperan demasiado el fenotipo salvaje.

El analisis de estos supresores y la identificacion de los genes afectados permitiran la identificacién
de componentes involucrados en la sefalizacion mediada por esteroles, proceso esencial para el
desarrollo de la planta y que hoy en dia es bastante desconocida. A su vez se debe aprovechar la
posibilidad de que el mutante dry2/sqel es viable, hasta el momento muchos de los mutantes
relacionados a esteroles son infértiles y no viables para la germinacion, este es el motivo principal de
la limitante informacidn existente. Por este motivo se comenzd con el mapeo de un supresor, con la
idea que en un futuro se puedan identificar los genes que estdn mutados en estos 13 supresores. En
este trabajo se selecciond dry2/sqe1-S3 para realizar el mapeo inicial por ser uno de los que recupera
mejor el fenotipo salvaje.

Este trabajo comenzd desde la siembra de la poblacién F2 recombinante en macetas. Una vez
iniciada la germinacién se impuso estrés hidrico por supresion del riego y a los 30 dias
aproximadamente se seleccionaron los fenotipos dry2/sqgel y salvajes. En la figura R11 se ilustra el
momento de la seleccién donde las plantas con sintomas de marchitez se corresponden con el
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genotipo dry2/sqely las plantas con fenotipo salvajes se corresponden al genotipo del supresor 3.
Estas ultimas plantas son las que se conservaran para la extraccién de ADN y el posterior mapeo.

dry2/sqelS3

dry2/sqel

Figura R11: Seleccidon de la poblaciéon de mapeo. Plantulas F2 recombinantes sembradas en turba

durante 30 dias con estrés hidrico impuesto desde la germinacion. Las flechas negras indican los dos
tipos de fenotipos encontrados: Ler que se corresponde con la mutacion supresora y dry2/sqel.

Se realizaron un total de 35 extracciones de ADN de distintas plantulas seleccionadas de genotipo
dry2/sqel-S3. El ADN de cada muestra fue cuantificado variando entre 20-100ng/pul en las diferentes
muestras, y con valores de pureza aceptables (Se adjuntan datos en anexo A2). Posteriormente se
procedid a probar los distintos marcadores moleculares atreves de la reaccidon en cadena de la
polimerasa.

Para un mapeo inicial se analizaron aproximadamente 35 plantas de la F2 con fenotipo salvaje

(dry2/sqel-S3) usando marcadores moleculares localizados en los 5 cromosomas.

Cuando no existe ligamiento entre la mutacidn y el marcador, la proporcion tedrica de individuos con
un determinado genotipo para los marcadores moleculares en la poblacién F2 es de 25% individuos
homocigotos Col-0, 50% individuos heterocigotos Col/Ler y 25% individuos homocigotos Ler (1Col : 2
Col/Ler : 1 Ler). A medida que el grado de ligamiento entre la mutacion dry2/sqel-S3 (de fondo
genético Ler) y el marcador aumente, la proporcion de individuos con genotipo Ler serd mayor. La
TablaR2 muestra el analisis de los diferentes marcadores distribuidos en los 5 cromosomas.

Con la excepcién del cromosoma 1, 3 y 4, la distribucion de los genotipos de la poblacién para los
marcadores se aproxima a la segregacidén tedrica de no ligamiento 1:2:1. Los marcadores en el
cromosoma 1: T16N11, F14M2 y T2E6, en el cromosoma 3: K5K13 y NIT1.2 y en el cromosoma 4:
FEN15 y F13C5 presentan una desviacion hacia Ler, lo que indica que la mutacidn dry2/sqel-S3 se
encuentra situada en alguno de estos 3 cromosomas (Figura R12).
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Tabla R2: Genotipo de los marcadores en la poblacion F2 dry2/sqe1-53 x 119.

Cromosoma Marcadores N2 de plantas analizadas M2 Homocigotas Col-0 N2Heterocigotas M2 Homocigotas Ler

1

T16N11
F14m2
T2E6
ADH1

Ti6121
F18019

K5K13
NIT1.2

FEN15

F13C5
F26P21
T9A14

PATL.2
F14123
MIK22
MIG14
K19E20

32
23
33
35

32
32

35
33

37
32
34
29

33
35
34
34
34

5

2
0
6

[

n oo A

o

10

11

27

34

16
10
28

16
18

17

16
16
21
17

18
20

13
17

29

11
11
5

14

12

)

=T = R R ) B = 1]

En gris se muestran los marcadores mas ligados a la mutacion dry2/sqe1-S3. El tono indica el grado de ligamiento, donde el

mas oscuro indica el marcador mas ligado y el mas claro el menos.

Posteriormente se trabajé sobre la construccién de un mapa genético consistente en 5 grupos de

ligamiento que corresponden con los 5 cromosomas de Arabidopsis segun lo descrito por Laibach

1943. A partir de los valores de la tabla 2 se construyé un mapa genético por medio de analisis

informatico que reproduce la ubicacién y la distancia en cM que se encuentran los marcadores

utilizados (Figura R13). Si se compara el mapa de Arabidopsis de la figura M2 encontrado en la

bibliografia con el construido en este trabajo se ve que son similares aunque en el cromosoma 2

existe una inversion en la posicion de los marcadores.
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Figura R12: Representacion esquematica de los 5 cromosomas de Arabidopsis con la posicion de los

marcadores moleculares empleados en el mapeo inicial de dry2/sqel-S3. En naranja se representa

la region que comprenderia la mutacién dry2/sqe1-S3.
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Figura R13: Mapa genético del individuo dry2/sqel-S3 construido a partir del mapeo inicial.

Localizacion de los 17 marcadores moleculares ligados a cada uno de los 5 cromosomas de

Arabidopsis con la escala que representa el valor de ctM 6 porcentaje de recombinacidon que se

encuentra cada marcador.
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Las estatinas recuperan el fenotipo radicular de mutantes dry2/sgel.

Los esteroles juegan en las células eucariotas tanto un papel estructural en las membranas como una
funcién senalizadora. En plantas existen evidencias que sefalan a los esteroles como moléculas
sefializadoras, aunque los Unicos con esta funcién demostrada son los brasinosteroides.

El mutante dry2/sqel tiene defectuoso el gen de la Escualeno Epoxidasa y es hipersensible a sequia.
Ademas de varios problemas en el desarrollo presenta multiples defectos en el fenotipo radicular.
Existe un nexo no muy conocido entre la composicién de esteroles de membrana en raiz, aunque se
podria extrapolar posiblemente a todos los tejidos, con el estrés hidrico. Esta tesis de grado intenta
aportar conocimientos sobre esta tematica.

En este trabajo se demostré que manipulando la composiciéon de esteroles, por inhibicién de
reguladores en la ruta de sintesis de esteroles se puede recuperar el fenotipo radicular del mutante
dry2/sgel. La enzima HMGR aumenta su actividad y el escualeno se acumula en estos como
consecuencia de la disminucidn de la actividad de SQE1. La accién de las estatinas desde antes que el
embrién sea metabdlicamente activo repercute directamente sobre la HMGR disminuyendo su
actividad y reduciendo el contenido de escualeno. Esto posiblemente provoca que la composicién de
esteroles se normalice lo suficiente para que la planta recupere el fenotipo salvaje. Esto es, los dos
puntos claves en el metabolismo de dry2/sqel que provocan su fenotipo alterado son la acumulaciéon
de escualeno por verse disminuida la actividad de SQE1 que es la enzima que lo metaboliza y el
aumento de enzimas pre-escualeno como es el caso de la HMGR que por mecanismos regulatorios
aumentan para compensar el flujo de esteroles.

La accién de las estatinas sobre la HMGR repercute a través de algin mecanismo regulatorio
desconocido en la ruta metabdlica relacionado directamente a la disminucién de escualeno de forma
gue permite que el sistema radicular sea similar al de las plantas salvajes. La composicion alterada de
esteroles en la MP de estas células causada por la accion de estatinas, similar a las condiciones
salvajes alcanza para el crecimiento normal del sistema radicular. Por lo tanto aqui se propone al
escualeno como un esterol regulatorio en la sintesis de estos complejos compuestos.

La ruta de sintesis de esteroles se inicia con la sintesis de mevalonato por la 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA reductasa, que provee a la célula de un diverso espectro de compuestos isoprenoides entre los
que se encuentran los fitoesteroles. Por la accion de HMGR, a partir de HMG-CoA se obtiene el
mevalonato. Esta enzima es clave en la biosintesis de esteroles, reguldndose su actividad por
mecanismos de retroalimentacion que operan en multiples niveles: transcripcional a trevés de los
niveles de ARNm, traduccional, modificacion postraduccional por ejemplo por fosforilaciones
reversibles, y la degradacion de proteinas (Goldstein et al., 1990). Entre los mas estudiados se
encuentra la regulacién de la degradacién dependiente de esteroles de la enzima HMGR (Goldstein
et al., 2006), que es un mecanismo similar a lo que se provocd de forma in vitro en este trabajo con
los tratamientos con atorvastatina.

Parte de la regulacidn por retroalimentacién en la ruta de sintesis de esteroles es controlada via la
degradacion de la HMGR por el proteosoma, que es una enzima clave y a menudo limitante en la
velocidad de la sintesis de los esteroles. Fue observado por primera vez en células de mamiferos que
la estabilidad de la HMGR se redujo cuando los precursores de los esteroles son altos 6 los esteroles
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se anadieron al medio de cultivo celular, lo que indica que la estabilidad de HMGR estaba sujeta a
regulacién por retroalimentaciéon. Ademas cuando los niveles de los intermediarios de sintesis son
elevados existe una mayor degradacion de la HMGR, reduciendo asi los niveles de la enzima,
mientras que a la inversa al disminuir los productos de sintesis se produce la estabilizacién vy
aumento en los niveles de enzimas. Por lo tanto, la regulacidn por retroalimentacidn es la que regula
la tasa de degradacién de la molécula de HMGR (Hampton et al., 2009). Datos no publicados revelan
qgue un supresor de la mutacién dry2/sqeles defectuoso en el gen que codifica para una Ubiquitin
ligasa encargada de la ubiquitinacién de proteinas para la posterior degradacion en el proteosoma
(Gonzalez, V com. pers.).

En todos los aspectos de la vida celular el proceso de degradacion selectiva de proteinas
intracelulares es muy importante. En este caso la disminucidn del proceso de ubiquitinacion causante
de la supresion en los mutantes dry2/sqel revierte el fenotipo salvaje. dry2/sqel por otra parte
presenta una elevada actividad de estas enzimas en comparacidon con plantas salvajes y a este
supresor. Se especula por tanto que la regulacidn de esteroles através de procesos como la
ubiquitinacién 6 por la utilizacién de inhibidores especificos de enzimas como se utilizéd en este
trabajo, modifican la composicién de esteroles, através de mecanismos aun no conocidos
revertiendo el fenotipo alterado del mutante dry2/sqel a uno salvaje.

La composicion de esteroles es clave para la correcta localizaciéon y composicion de ROS.

Los pelos radiculares se forman en células denominadas tricoblastos que son prolongaciones
tubulares de células epidérmicas, las cuales generan cada una un unico pelo. Debido al aumento que
generan de la superficie radicular, los pelos radiculares ayudan a la planta en la toma de nutrientes,
en el anclaje y en la interaccidn con microorganismos (Grierson et al., 2002). Los esteroles
estructurales son abundantes en la membrana plasmatica de las células del apice de la raiz en
Arabidopsis thaliana, especificamente se acumulan en los tricoblastos, y muestran una acumulacion
polar en la punta durante la elongacidn de la raiz y se distribuyen de manera uniforme en los pelos
radiculares maduros.

El suministro de oxigeno es fundamental para la raiz, no sélo para la respiracidon celular,
sino también para la formacidon de especies reactivas del oxigeno. Tradicionalmente, las especies
reactivas del oxigeno eran consideradas como subproductos tdxicos del metabolismo aerdbico, los
cuales necesitaban ser eliminados mediante distintos mecanismos (Apel et al., 2004). Se sabe que el
estrés hidrico provoca una acumulacion de ROS que deben ser detoxificadas para que la planta
pueda presentar una tolerancia a dicho estrés (Chaves et al., 2004). Sin embargo, desde hace tiempo
se ha establecido que las ROS son utilizadas por las plantas como moléculas sefializadoras que
controlan diversos procesos como la muerte celular programada, la respuesta a estrés abidtico, la
defensa frente a patdgenos, la sefializacion sistémica (Mittler 2002), la formacién y crecimiento del
pelo radicular (Foreman et al., 2003) y la regulacién estomdtica (Pei et al., 2000) procesos de los
cuales muchos son afectados en el mutante dry2/sqel. Muchos de los defectos en el desarrollo
exhibido por este pueden ser explicados por una alteracidn en la producciéon de ROS. Algunas de las
ROS que participan en el desarrollo se producen mediante las NADPH oxidasas, la correcta
localizaciéon espacial de estas enzimas es esencial para su funcién. Los pelos de raices defectuosas
gue se desarrollan en el mutante dry2/sqelproducen deslocalizacion espacial de ROS distribuidas,
causada por la deslocalizacion de la NADPH oxidasa. Debido a que la localizacion polar de la enzima
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depende del trafico endocitico (Takeda et al., 2008), se cree que este proceso es defectuoso en el
mutante dry2/sqeldebido a la composicion de esteroles alterado.

Algunas evidencias sugieren que la distribucidn y acumulacidn apical de los esteroles estructurales
pueden regular el trafico vesicular y propiedades de la membrana plasmatica durante la iniciacion y
el crecimiento de la punta de los pelos radicales. Se sugiere que los esteroles estructurales
principalmente los que se encuentran embebidos en microdominios estan involucrados espacial y
temporalmente en el transporte endocitico y el reciclaje vesicular en el crecimiento en los pelos
radiculares de Arabidopsis (Ovecka et al., 2010).

En este trabajo los tratamientos con atorvastatina se piensa que inhibieron la HMGR y de alguna
forma se restablece la composicidon de esteroles, provocando la correcta ubicacién de la NOX. Como
las plantulas son observadas a pocos dias de su germinacion es probable que la sefial en forma
esférica observada en los tratamientos con atorvastatina que se corresponde a la enzima o a su
producto, pueda relacionarse al proceso de reciclaje vesicular existente entre la MP y organelos
como el RE y AP, donde se produce el transporte de componentes esenciales de la membrana
(Hartmann et al., 1987; Moreau et al., 1998; Grebe et al., 2003).

En Arabidopsis, la actividad de las proteinas Atrboh (NADPH oxidasas) pueden ser reguladas
directamente por Rac-Rboh.

La inmunodeteccidn realizada utilizando anticuerpos anti-Rho-GTPasa pretende detectar la cantidad
de enzima NADPH oxidasa de una forma indirecta por ser este un regulador de esta a nivel de pelos
radiculares. La inmunodeteccidn develd que las plantulas mutantes dry2/sqel tienen menor cantidad
de NOX en comparacién con las salvajes. Esto concuerda con lo sugerido por Posé et al., 2009 en que
la produccién de ROS esta alterada tanto su produccién como regulacion en el mutante. El aporte de
este trabajo sugiere que el tratamiento con atorvastatina parece tener un efecto no solo en la
localizacién de la enzima sino que también sobre su actividad. Como una primera aproximacion se
podria decir que la atorvastatina recuperaria parcialmente la produccién de NOX en las plantulas
dry2/sqel.

Los dominios de membrana enriquecidos en esteroles han sido reportados como moduladores de la
localizacién y actividad de proteinas embebidas en estas regiones de la membrana (Kleine-Vehn et
al., 2008; Feraru et al., 2008). En los ultimos afios los lipid raft han sido descriptos como
microdominios de esteroles enriquecidos en esfingolipidos en la membrana plasmatica, que se han
involucrado directamente en el trafico vesicular y en la sefializacidn celular (Grennan 2007).

En base a estos resultados se plantea una hipdtesis estructural en relacién a los esteroles de
membrana, en donde la NOX se encontraria en un microdomino lipidico de la MP donde los
esteroles son claves, este microdominio determinaria la actividad y localizacion de la enzima.

Como perspectivas se plantean varias estrategias para seguir trabajando sobre esta hipdtesis. En
primer lugar se debera probar por medio de extraccion de microdominios de membrana la presencia
de la enzima NOX en estos dominios. A través de técnicas como la imnunodeteccidn se intentara
detectar que en los mutantes dry2/sqel esta enzima no estard presente, y en cambio en las plantulas
mutantes tratadas con estatinas debera reubicarse en los microdominios.
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Por otro lado se podria realizar la inhibicion de esteroles estructurales de MP con antibidticos
especificos para evaluar la funcidn estructural que estos cumplen. La incubaciéon con
concentraciones altas del antibidtico filipin y/o por un periodo prolongado de tiempo, produce
el secuestro de esteroles estructurales y se interrumpe la estructura y funcién de los microdominios
de MP en la célula vegetal, lo cual entorpeceria las funcion de proteinas asociadas a microdominios
(Papanikolaou et al, 2005.; Simons y Toomre, 2000; Wachtler et al, 2003; Yang et al,.2006). Esta
ultima idea permitira evaluar si la estructura de los esteroles son los que le proveen la localizacion y
actividad a la NOX. Ya que paralelamente a la hipdtesis estructural que se plantea en este trabajo
existe una regulatoria donde la NOX no necesariamente depende de esteroles directamente sino que
es regulada por otras moléculas que si dependen de microdominios.

La mutacién gue causa la supresién 3 se encontraria en el cromosoma 1,3 6 4.

Las supresiones son mutaciones secundarias que restauran total o parcialmente la funcidon génica
pérdida. En este caso la funcidn recuperada es la extrema sensibilidad a sequia y los defectos de
desarrollo que el mutante dry2/sqel presenta.

Las mutaciones supresoras son una estrategia muy util para obtener mds informacién sobre la
mutacion inicial.

El andlisis de estos supresores y la identificacién de los genes afectados permitiran la identificacion
de componentes involucrados en la sefalizacidn mediada por esteroles, proceso esencial para el
desarrollo de la planta y que es totalmente desconocido.

En este trabajo se utilizd el genotipo del supresor3 como blanco de mapeo, que es uno de los 14
supresores que fueron cribados a partir de dry2/sqel en trabajos anteriores. La eleccion de este
supresor se realizo después de crecer en forma in vitro todos los supresores, en base a una
observacidn cuantitativa de los fenotipos se seleccioné el mutante dry2/sqe1-S3 para el mapeo por
ser uno de los individuos que recupera mejor el fenotipo salvaje, especulando que serd de gran
informacidn identificar el gen que esta detras de la supresion.

Antes de comenzar el mapeo se realizd el crecimiento de todos los supresores en tratamiento con

atorvastatina para evaluar su respuesta frente a este farmaco. Se detecta que no existen cambios
llamativos en el crecimiento radicular de los supresores cuando estan sometidos a estatinas.

El mapeo genético, (también conocido como mapeo de ligamiento o mapeo meidtico), hace
referencia a la determinacién de la posicidn relativa y distancia entre marcadores a lo largo de los
cromosomas. La distancia genética entre dos marcadores es definida por el nUmero de eventos de
recombinacion que se dan en una  cromatida (Semagn et al, 2006).
La construccién de un mapa genético requiere de la correcta elecciéon de una poblacién de mapeo, en
este caso la poblacion recombinante F2 producto del cruce entre los parentales 119 y dry2/sqe1-S3, el
tamanfio de la muestra que fue de un total de 35 individuos aproximadamente y por ultimo el tipo de
marcadores moleculares a emplear en este mapeo se usaron 17 marcadores del tipo CAP y SSLP.

El mapeo inicial que se realiza en este trabajo culmind con la posible localizacién de la mutacion
dentro de una regién en 3 de los cincos cromosomas de Arabisopsis thaliana.

Como perspectivas obviamente se plantea seguir con el mapeo hasta develar el gen involucrado en la
supresion3. Hasta aqui se genero informacién de que la mutacion afectada en los mutantes
dry2/sqel-S3 queda flanqueada en el cromosoma 1 entre los marcadores T16N11, F14M2 y T2E6 que
segun el mapa fisico obtenido se encuentran a una distancia de 700cM, en el cromosoma 3: K5K13 y
NIT1.2 con una distancia de 50cM y por ultimo en el cromosoma 4: F6N15 y F13C5 a una distancia de
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300cM aproximadamente.

Los marcadores son asignados a los grupos de ligamiento usando la relacién entre las probabilidades
que dos loci estén ligados con un valor de recombinacidon dado, sobre la probabilidad que no estén
ligados. Esta relacion es llamada como el logaritmo de odds (LOD) (Risch 1992; Stam et al., 1993a).
Lo ideal es poder llegar a tener tantos grupos de ligamento como nimero de cromosomas haploides
tiene la especie de estudio (Semagn et al., 2006). Para este caso 5 grupos de ligamiento que se
corresponde con los 5 cromosomas de Arabidopsis.

Existen dos funciones de mapeo (Haldane y Kosambi), que traducen las frecuencias de
recombinacion dentro del mapa en distancias y viceversa. La funcidon de mapeo de Haldane (Haldane
1931) utilizada en este trabajo asume que no hay interferencia entre los cruces en la meiosis,
mientras que en la funcién de mapeo de Kosambi (Kosambi 1944) se asume un cierto grado de
interferencia. La interferencia es tomada como el efecto que genera la aparicidon de un cruce en una
determinada regidn y que reduce la probabilidad de recombinacion en la regidn adyacente. Tales
funciones de mapeo convierten las fracciones de recombinacién dentro del mapa en unidades
llamadas centimorgans (cM) en honor al genetista Thomas Hunt Morgan. Por definicién, una unidad
de mapeo (m.u.) es igual al 1% de fenotipos recombinantes o 1cM. Para las frecuencias de
recombinacién superiores al 10%, la funcién de mapeo de Haldane da mayores distancias en el mapa
gue Kosambi (Semagn et al., 2006).

Como posteriores ensayos se debera aumentar el nimero de individuos a mapear y buscar en el
genoma de Arabidopsis nuevos marcadores que se encuentren dentro de estas zonas para poder ir
disminuyendo la distancia que flanquean los marcadores para crear un mapa de alta resolucion. Una
vez que se haya podido flanquear una regién pequefia se deberd secuenciar la regidn y realizar el
analisis informdtico necesario para identificar los genes que se encuentren y postular genes
candidatos, con estos se realizan alineamientos para identificar el gen que contiene la mutacion.

Un mapa de alta resolucién se logra analizando un gran ndmero de plantas y un mapa de alta
densidad se obtiene por medio del uso de muchos marcadores moleculares polimdrficos.

La forma mads racional de desarrollar un mapa genético es hacerlo en forma gradual, primero
ubicando una serie de marcadores, e ir aumentando progresivamente el nimero de los mismos en
los espacios desiertos hasta lograr un “andamio” sélido. Con este enfoque escalonado y, teniendo en
cuenta que el nimero de marcadores a disposicion es suficientemente grande, es posible hoy en dia
realizar mapas de alta densidad. En este trabajo se minimizo lo mds posible el uso de muchos
marcadores y de gran numero de plantas por el hecho que se quiere abordar un mapeo inicial. Tal
vez este es el hecho que el tamafio de los cromosomas obtenido sea mas grande y alejado a lo que
evidencia la bibliografia.

Es importante tener en cuenta que no se obtuvo el tamafio total de los cromosomas sino que la
distancia que flanquean los marcadores utilizados, de todas formas el tamafo obtenido es muy alto
ya que la distancia de algunos marcadores excede al tamafio del cromosoma, segun la bibliografia.
Segun la base de datos TAIR (The Arabidopsis Information Resource) la longitud en cM en un mapa
genético de los cromosomas de Arabidopsis thaliana es:

Cromosoma I: 135cM, Cromosoma |I: 97cM, Cromosoma Ill: 101cM, Cromosoma IV: 125cM,
Cromosoma V: 139cM.
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ANEXO

ANEXO

Tabla Al. Marcadores moleculares utilizados en el mapeo inicial.

Aplicacién Nombre

Cromosoma 1

Cromosoma 2|

Cromosoma 3|

Cromosoma 4|

Cromosoma 5

‘Secuencia Tm (2C) Polimorfismo _ |Producto PCR (nts)
T16M11-F 5- TGCATCTGCTGAaatcgaac-3° 52 SSLP Col 1191
T16N11-R |5 CCTCATGTGGAGTTTGCTCA-3" 52 SSLP Ler 508
F14M2-F 8- GGTTTTTAGGGAAAGATATTGATG-3" 50 SSLP Col 507
F14M2-R |5~ CAAAACAATATACGAAGAGACGCA-3 o4 SSLP Ler 303
T2E6-F CAAGAATGGAGTCCCGGTTA 51 SSLP Col 837
T2E6-R TGGAGCATGGTTCAGTCAAG 52 SSLP Ler 600
ADH1-F 5-GCGTGACCATCAAGACTAAT-3 59.1 CAP Ler 1291
ADH1-R B-AAAAATGGCAACACTTTGAC-T 591 CAP Col 1097+262 (marcador dominante ler)
F18019-F  |53'- aaacatgcgcatcaaacaaa-3" 50 SSLP Col 1183
F18019-R  |5'- cctggectigetttgtagac-3° 53 SSLP Ler 634
T16121-F 5'- agatggtggacagcicitgtg-3° 54 SSLP Col 636
T16121-R 5'- GGCAAAACCCTAATGTGGAA-3" 49 SSLP Ler 381
KEK13-F 5- GGAAACTGCCGTAGACGAAG-3 o4 CAP Col 699 (marcador dominante col)
KEK13-R 5™ agtcctcattcceccacac-3 50 CAP Ler 400
NIT1.2-F 5CGGAATTGATGTTTTGGACC-3 49 SSLP Col 850
NIT1.2-R FCCCTACATTCTACAACCATGTAGC-3 54 SSLP Ler 1000
FGMN15-F 5- GTGTGGTCAGGGCTTCAAAT-3" 51 SSLP Col 984
FEM15-R 5-TGGTGACTTCCATTGTCTGC-3" 51 SSLP Ler 830
F13C5-F 5 -ttgaatgtttagggtgaaaag-3° 46.5 SSLP Col 692
F13C5-R 5'- tetttcatcecaccgtacttg-3° 52 SSLP Ler 320
F26P21-F  |5™-gcccttgaggacttgatgag-3° 53 SSLP Col 148 (agarosa especial 3%)
F26P21-R  |5-tggttgtgagtttcgeatgt-3° 52 SSLP Ler 138
T9A14-F 8- CCGCAGCTGCACTTTCTTCAA-3 58 SSLP Col 502
T9A14-R 5- TGCATTGATTTCCGTCTTGA-3" a1 SSLP Ler 258
PAT1.2-F  |5-CATGCTTCATCATTGCCC-3 48 SSLP Col 706
PAT1.2R GCTGAAGCTCTGCCACC-3 54 SSLP Ler 606
F14123-F 5'- ggtggagaaattgcceatta-3° 49 SSLP Col 521
F14123-R 5'- taataatttggaatcacatgttt-3° 46 SSLP Ler 165
MIK22-F & -actictcgagecatagg-3° 48 CAP Col 646 (marcador dominante Col)
MIK22-R 5'-gactctctaccgttgattta-3° 47 CAP Ler 457
MJG14-F 5~ CCGTGAATCCTTGTTTGCTT-3" a1 SSLP Col 758
MJG14-R  |5'- cacgacgaaccctagaaacc-3” 52 SSLP Ler 365
K19E20-F  |5™-atgagagcatatgagaggaaa-3° 50 SSLP Col 649
K19E20-R  |5'-gatggattgttgatgtgttc-3° 46 SSLP Ler 360

Tabla A2. Cuantificacion de ADN de los 35 individuos utilizados en el mapeo.

Individuo Concentracion (ng/ul) Cociente 260/280 Cociente 260/230

1 358 219 271

2 111 207 2.4

3 125 2.09 2.71

4 969 207 275

5 825 21 237

6 98 212 2.89

7 89 211 237

8 1136 207 273

9 1121 211 2.79
10 30.8 2.09 268
11 394 159 215
12 495 2.07 2.08
13 351 203 18
14 1144 177 202
15 153 1.88 1.69
16 46.8 1499 2.25
17 48.5 201 213
18 86.3 211 2.62
15 167 222 207
20 117.7 21 256
21 18 2.23 2.25
22 223 214 214
23 904 192 211
24 219 218 238
25 21.2 211 2.41
26 555 213 2.38
27 378 2.09 216
28 37.2 21 2.48
29 516 205 2.34
30 229 151 18
31 21 1.87 2.05
32 515 204 2.38
33 36.4 212 257
34 35.9 211 2.18
35 55.2 211 2.37
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