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RESUMEN

Las plantas poseen un sistema de sefializacion a larga distancia, conformado
por el floema, el cual les permite la comunicacion entre érganos distantes, este
sistema permite comunicar las sefiales ambientales sensadas por los 6rganos
maduros hacia los 6rganos en crecimiento y permitir asi que los nuevos 6rganos
recién formados desarrollen las caracteristicas optimas ante el medio en el cual
van desarrollarse y funcionar. A través de floema se transportan ademas de
metabolitos y moléculas pequefias, una gran cantidad macromoléculas como
proteinas y diversos RNAs (RNAs mensajeros, RNAs pequefos interferentes y
micro RNAs) los cuales tienen una funcidn como moléculas sefiales y son

cruciales para la fisiologia de la planta y su desarrollo.

En el analisis del transcriptoma diferencial de savia de floema de calabaza
infectado con virus del mosaico del pepino se detecté un RNA mensajero para
una reverso transcriptasa (Lough y Lucas, resultados no publicados). La reverso
transcriptasa (RT) es una enzima ampliamente conservada, esto a pesar de que
no cumple ninguna funcién celular (salvo por la telomerasa), contiene dos
dominios principales: uno de DNA-polimerasa RNA-dependiente y otro de RNasa
H y se encarga de sintetizar DNA de doble cadena usando RNA como molde;
esta enzima es codificada principalmente por retroposones y retrovirus y es
esencial para su ciclo de replicacién, ademas de que se ha encontrado también
en el grupo Il de intrones en bacterias, cloroplastos y mitocondria. Asi esta
proteina no sélo es empleada para la replicacion de elementos genéticos

“parasitos” sino que es necesaria también para la proliferacién celular normal.

Durante el trabajo de maestria se estudido su homologo en Arabidopsis thaliana
(At5g36905) pudimos comprobar que la proteina se expresa en floema. Durante
el trabajo de doctorado nos propusimos trabajar con otra RT la cual también se
encuentra en el transcriptoma de savia de calabaza y se expresa a niveles

detectables segun la base de datos de microarreglos.



1 INTRODUCCION
Evidencias experimentales obtenidas en nuestro laboratorio indican que la savia

de floema de calabaza contiene RNAs que codifican reverso transcriptasas
pertenecientes a retrotransposones (Hinojosa-Moya y Ruiz-Medrano, resultados
no publicados). Esto a su vez sugiere que ciertos RNAs podrian ser
retrotranscritos. Por otra parte, dichos RNAs fueron hallados en bibliotecas
sustractivas de savia de calabaza infectada por el virus del mosaico del pepino
(CMV), pero no en plantas sin infectar. De manera especulativa, la induccién de
tales RNAs ocurriria presumiblemente en respuesta a un estimulo externo, como
por ejemplo el ataque por patdgenos. Estudios llevados a cabo por otros grupos
han demostrado la presencia de RNAs para reverso transcriptasas adicionales,
en particular una que muestra semejanza con un retroelemento de Arabidopsis
(Lough y Lucas, comunicacién personal) Se desconoce por completo el papel de
la transcriptasa reversa en plantas. Dada su localizacion en floema, se considera
que puede estar involucrada en senalizacion entre tejidos distantes a través de
este conducto. El objetivo del presente trabajo es, precisamente, contribuir al
conocimiento de las reverso transcriptasas de plantas y cual es su papel en la

sefalizacion a través del floema en plantas.

1.1 Sistema Vascular de Plantas

La evolucion del sistema vascular de las plantas permitié la colonizacion del
habitat terrestre. Ademas de dar soporte mecanico al crecimiento de las
plantas, esta involucrado en la distribucién de agua y nutrientes. El sistema
vascular consta de xilema, constituido por células muertas conductoras de
agua, iones y en general compuestos de bajo peso molecular de las raices al
resto de la plantas, y de floema, encargado del transporte de fotosintatos de
tejidos fuente fotosintéticamente activos a tejidos consumidores. Es también
conocido que sefiales quimicas son distribuidas a través de los conductos que
forman el sistema vascular. El conocimiento de la funcién de tales sefiales es
aun muy rudimentario; sin embargo, algunas parecen tener un papel
fundamental en el mantenimiento de la homeostasis. Por ejemplo, se han
encontrado en savia moléculas reguladoras del crecimiento como citocininas,

auxinas y brasinoesteroides.



1.2 Floema
El floema esta formado por células acompafiantes y elementos cribosos, estos

ultimos en su madurez son células que carecen de gran parte de organelos,
como nucleo, mitocondrias y ribosomas (aunque pueden encontrarse
cloroplastos inmaduros). Como ya se ha mencionado, la funcién mas estudiada
del floema es el transporte de fotoasimilados de las hojas fotosintéticas al resto
de la planta. Sin embargo, estudios recientes han descrito la presencia de
macromoléculas tales como proteinas, diversos RNAm, RNAs pequefos
interferentes, microRNAs y complejos ribonucleoproteicos (RNPs) especificos en
floema. Mas aun, muchos de estos RNAs mensajeros codifican reguladores del
crecimiento (Ruiz-Medrano et al, 1999, Lucas 2001). Experimentos con injertos
han demostrado que estos RNAm pueden moverse a larga distancia a través del
floema. Hay fuertes indicios que sugieren que la entrada y salida de estas
macromoléculas al y del floema esta sometida a una estricta regulacién por
proteinas especificas que median la formacion y transporte de complejos

ribonucleoproteicos, por lo que su presencia en elementos cribosos no es casual.

1.3 El floema como conducto de seializacién a larga distancia

El floema juega asi un papel esencial en la distribucion de nutrientes y las
diversas moléculas que viajan a través de él pueden estar implicadas en la
regulacién de muchos procesos esenciales para la planta como: floracion,
respuesta a estrés hidrico o ataque por patégenos, entre muchas otras
respuestas.

Existen muchas funciones por las cuales los RNAs de floema antes
mencionados pueden ejercer un papel regulatorio a larga distancia. Cabe
especular, por ejemplo que un determinado RNAm transportado a través del
floema puede al llegar a su célula blanco, traducirse a una proteina con funcion
regulatoria, y regular la expresion o crecimiento de la célula blanco. Otra
posibilidad es la sintesis de RNAs antisentido, que podria desembocar, una vez
que hubiese formado un duplex con su RNA blanco, en la supresion de la
expresion génica. Este escenario seria semejante al de RNAs pequeios
interferentes (siRNAs) los cuales activan silenciamiento génico controlando asi
numerosos procesos fisioldgicos y del desarrollo de la planta. Los microRNAs,
que también han sido detectados en savia de floema, pueden ser elemento

esenciales para la regulacion de la expresién a larga distancia a través del



floema, como se ha descrito en los casos de la induccién de tubérculos y

respuesta a estrés por fosfato.

1.4 Reverso transcriptasa
La reverso transcriptasa es una enzima altamente conservada multifuncional y

en algunos casos dimérica o multimérica que convierte el RNA en DNA, esta
enzima muestra actividad polimerasa que puede usar RNA como molde, asi
como una actividad de Ribonucleasa H (RNasa H) que hidroliza la cadena de
RNA de un hibrido DNA-RNA (Abbondanzieri et al, 2008). Es codificada por una
diversidad de organismos como: retroposones, retrovirus, intrones del tipo Il, por
organelos en plantas y hongos (con funcién desconocida) y por organismos
eucariotas en general, desempafando una funcién esencial para la correcta
proliferacion celular (telomerasa). Todas las RT Poseen siete motivos muy
conservados relacionados con su actividad de reverso transcriptasa y un
mecanismo de catalisis de dos metales para llevar a cabo la transferencia
quimica de nucledtidos, los aminoacidos involucrados en este mecanismo son
principalmente los residuos conservados de Asp o Glu cercanos al sitio activo,

los cuales tienen la propiedad de unir metales.

1.5 Telomerasa

La telomerasa es esencial para la proliferacion celular normal, ya que se encarga
de formar o extender los extremos de los cromosomas regulando la correcta
proliferacién celular e impidiendo la muerte celular, se descubrié en 1985 y se
encontré que poseia caracteristicas interesantes, poseia la informacion que
determinaba su producto ya que una porcién de la sub unidad de RNA de la
telomerasa le sirve de molde (Greider, CW. et al, 1989), poseia un centro
catalitico de reverso transcriptasa; posteriores estudios confirmaron que poseia
caracteristicas estructurales y funcionales con otras reverso transcriptasas, asi
como el mecanismo de catalisis (experimentos de mutagénesis de sitios activos
de otras RTs conocidas abolian su actividad) la holoenzima es muy variable en
cuanto a tamafo y puede contener otras proteinas asociadas, especificas de
cada especie que le confieran la capacidad de llevar a cabo su funcién en los
diversos seres vivos donde actua. Evolutivamente, esta RT con funcién celular
tan importante pudo surgir como una adaptacion de una RT ancestral durante o

poco después del cambio de genomas circulares a lineales.
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Figura 1 Estructura de telomerasa. Tomada de Autexier et al 2006

1.6 Transferencia génica intracelular en plantas

La existencia de genes nucleares que codifican para proteinas organelares
sugiere su transferencia desde los organelos al nucleo. Aunque el éxito de tal
trasferencia parece complicarse por la necesidad de que ocurran por lo menos
tres eventos independientes: la transferencia del gen desde el organelo hacia el
nucleo, la activacion del gen nuclear y la ganancia de un péptido sefal y por
ultimo la pérdida del gen organelar, evidencia de tal transferencia intracelular de
genes en plantas existe para el caso de cloroplastos (Baldauf y Palmer 1990), es
interesante el hecho de que tal transferencia de genes parece involucrar un paso
de reverso transcripcién, (puede darse antes de la salida del gen, es decir
dentro del organelo, en el citoplasma o bien después de su entrada al nucleo, y
el lugar exacto aun se desconoce). La presencia de proteinas semejantes a RTs
en mitocondria (Wahleithner et al, 1990; Moenne A. et al, 1997) asi como la
existencia de pseudogenes procesados (también llamados retropseudogenes)
en nucleo sugieren que las células de plantas pueden contener la actividad de

reverso transcriptasa necesaria para llevar a cabo la trasferencia de genes .
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Figura 2 Transferencia intracelular de genes. Tomada de Nugent J. M. 1991

1.7 Madurasas/Reverso Transcriptasas presentes en organelos y ntcleo
en plantas

Los intrones de los genes de organelos en plantas, al igual que los de los genes
nucleares deben ser removidos para que se lleve a cabo la correcta maduracién
del RNAm y su traduccion ; sin embargo a diferencia de los intrones nucleares
que requieren de un espliceosoma para su correcta remocion, la mayoria de los
intrones organelares pertenecen al grupo Il de intrones (también llamados de
auto splicing), estos poseen ciertas caracteristicas interesantes, se ha visto en
estudios in vitro que son secuencias de RNA cataliticamente activas y ademas
codifican para los factores de splicing necesarios para procesarse, estos factores
son llamados madurasas y como se menciond son producidos por la traduccién
del grupo Il de intrones recién escindidos. Las madurasas comprenden un
dominio de reverso transcriptasa (RT), un dominio exclusivo de madurasas
(dominio X) y en algunos casos un dominio de endonucleasa (RNasa H) en el
extremo carboxi terminal. Estas madurasas estan presentes tanto en
mitocondrias como en cloroplastos (solo se ha descrito una, matK), ademas se
han encontrado genes parecidos a estas madurasas/reverso transcriptasas en el
genoma nuclear de Arabidopsis y arroz indicando la posible transferencia

intracelular de estas madurasas.



Reverso Transcriptasa del virus de VIH-1

La RT mas estudiada por sus implicaciones médicas es la RT codificada por el
virus de VIH-1, por lo tanto es importante describirla mas a detalle y que de
esta forma nos ayude a entender un poco mas sobre la estructura y mecanismo
de accion de una RT. Esta funciona como un heterodimero con dos
subunidades: una de 66 kDa, la p66 y otra de 51 kDa, la p51. Presenta dos
sitios cataliticos: uno con actividad de DNA polimerasa en el extremo terminal
con 440 residuos y otro con actividad de RNasa H en el extremo C terminal con
120 residuos, ambos en la p66. Tiene ademas la capacidad de acomodar tres
diferentes sustratos y su orientacion determina su actividad catalitica
(Abbondanzieri et al, 2008). La subunidad p51 se forma a partir de la ruptura
del dominio de RNasa H de la subunidad 66 y no posee actividad de

polimerasa.

Aunque estas dos subunidades son iguales en cuanto a su secuencia de
aminodacidos, su estructura terciaria es muy diferente. Este heterodimero se
nombra como si fuera una mano derecha debido a su forma y contiene tres sub
dominios: dedos, palma y pulgar con el pulgar y los dedos en la subunidad p66
(Figura 3). El subdominio conector une a los sitios cataliticos de polimerasa y
RNasa H. aunque p51 contiene un subdominio conector este carece del
dominio RNasa H. los subdominios de palma y el conector tres laminas 3 con a
hélices en un lado. El subdominio de pulgar comprende tres a hélices
(Abbondanzieri et al., 2008).

La mayoria de las interacciones entre el aminoacil-tRNA y el RNA ocurren entre
p66 y el esqueleto de fosfatos del acido nucleico Las dos a hélices del pulgar
en combinacion con los dedos forman una pinza que mantiene al acido nucleico
sobre la palma, la cual contiene el sitio activo de polimerasa (Jacobo-Molina y
Arnold, 1991). El sitio activo de polimerasa coordina los dNTPs con residuos de
Lys65, Arg72,y los iones de magnesio catalitico el sitio activo de p66 contiene
tres residuos cataliticos en el subdominio de palma que puede unir iones
metalicos que son Asp'®, Asp' y Asp''? esta triada catalitica se posiciona
cerca del extremo 3'OH del tRNA iniciador. La subunidad p51 une al tRNA al
principio de la reverso transcripcion y tiene mas bien un papel estructural
(Rigourd y Goldschmidt, 2003).
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Figura 3 Estructura tridimensional de RT de HIV-1. (Tomado de Abbondanzieri et al.,
2008)

1.8 Transposones
Los transposones, que estan presentes en practicamente todos los seres vivos y

en grandes cantidades, consisten en secuencias de DNA que se encuentran
dispersas a través de todo el genoma de un organismo huésped. Los
transposones pueden generar diversos rearreglos en el DNA y alterar la
expresion de genes vecinos, asi como generar un aumento en el tamafio del
genoma. Como consecuencia de lo anterior estos elementos genéticos podrian
tener un papel importante en la generacién de diversidad en los genomas de los
organismos que los albergan. Es evidente, por tanto, la importancia de los
transposones en la evoluciéon de los seres vivos. Existen dos clases principales
de transposones: transposones de DNA y retrotransposones; a diferencia de la
mayoria de los transposones que utilizan un mecanismo de corte y empalme
para transponerse, todos los retroposones utilizan un mecanismo de copie y
empalme mediante un intermediario de RNA y donde cada ciclo completo de
replicacion produce una nueva copia, lo que los vuelve los mayores
contribuyentes a las fracciones repetitivas en los genomas. Los transposones
también pueden clasificarse de acuerdo a la autosuficiencia para transponerse
(Lewin, 2008). A continuacidon se muestra una tabla con la clasificacion aceptada

para transposones.



UNIVERSAL CLASSIFICATION SCHEME OF TEs

Type 1: DNA transposons Type 2: retrotransposons
Non-LTR retrotransposons LTR retrotransposons
Superfamily TSDs Superfamily TSDs Superfamily TSDs
bp (Clade) bp (Clade) bp
Chapaev 4 CRE 22-50 Copia 5,6
EniSpm (CACTA) 3 NeSL 7-22 Gypsy 3,5
hAT 5.6.8 R4 ~13 BEL 4.5
Harbinger (Pif) 3 R2 0-30 ERVI 4
ISL2ZEU (IS4EU) 2 Li ~15 ERV2 6
Kolobok kS RTE 0-100 ERV3 5
Mariner y Jockey ~10
Merlin 8.9 CRI 0 DIRS -
Mirage 2 Rexl 0
MuDR (MULE) 9.10 I 10-15
Nevosib 8 Randl (Dualen) ~10
i 7,8 Txd ~15
PiggyBac 4 SINE! *
fiehavfhw 9 SINE? *
Transib 5 SINE3 *
Helitron . Penelope 0

Polinton (Maverick) 6

Figura 4 Clasificacion de Elementos Transponibles. Tomada de Vladimir V et al 2008

1.8.1 Retrotransposones

Los retrotransposones, o retroposones, se transponen por replicacion a través de
intermediarios de RNA (de ahi su nombre). Los hay de tipo LTR (“long terminal
repeat” o repetidos terminales largos), que son semejantes a virus tanto en
estructura como en su mecanismo de reverso transcripcion y soélo difieren de los
ultimos en que no son capaces de salir de la célula ( ya que carecen del gen
env) y de tipo no-LTR (por carecer de los repetidos terminales largos), dentro de
estos los hay autonomos llamados LINES (“long interspested nuclear elements”),
que codifican para una reverso transcriptasa, y no autonomos llamados SINES

(“small interspested nuclear elements”), (Lewin, 2008).

1.8.2 Retrotransposones de tipo no-LTR

Los LINES, (Elementos Nucleares Largos Intercalados) son elementos moviles
auténomos ya que codifican para las diferentes proteinas necesarias para su
replicacién, en uno o dos marcos abiertos de lectura: el primero codifica para una
proteina esencial de funcidon desconocida y el segundo codifica un polipéptido
bifuncional (al cual se accede por corrimiento del marco abierto de lectura) con
actividades de RT y de endonucleasa (EN). Estructuralmente cuentan con un

promotor interno inusual para la RNA polimerasa Il, un extremo 3 poliadenilado
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(3" poliA) y la mayoria tienen un extremo 5’truncado.Los LINES son muy activos;
por ejemplo, en el genoma humano existen aproximadamente 500,000 L1, de
estos cerca de trescientos a cuatrocientos se encuentran completos y un
estimado de 40-60 son activos. Su mecanismo de transposicion es analogo al
mecanismo de reverso transcripcion iniciada por el blanco (TPRT por sus siglas
en ingles target primed reverse ftranscription), se encuentran
sobrerrepresentados en regiones ricas en A-T caracteristicas de regiones no
codificantes del DNA (las regiones codificantes tienden a ser mas ricas en G-C)
lo que podria volver parasitos mas eficientes ya que les permite alcanzar un gran
namero de copias sin causar dafo al genoma. Otra caracteristica importante es
el hecho de que poseen una reverso transcriptasa, la cual a pesar de mostrar
preferencia por LINEs; al reconocer el extremo 3'poliA, es capaz de procesar
otros RNAs semejantes como los de SINES o RNAs mensajeros enddgenos del
huésped produciendo asi retropseudogenes (o genes procesados).

Por otra parte los SINES (“Short Interspersed Nuclear Elements” o Elementos
Nucleares Cortos Entremezclados) no codifican para ninguna proteina, aunque
estructuralmente también cuentan con un extremo 3’poliadenilado. Se ha
propuesto que pueden ser retrotranscritos en frans por la reverso transcriptasa
codificada por los LINEs a través del reconocimiento de este extremo 3" (Luan et
al, 1993; Oshima et al, 1996).

1.9 Pseudogenes procesados
Estos son generados como se comentd anteriormente cuando la RT/EN de

LINES se une a un RNA mensajero maduro (del huésped) el cual es
posteriormente insertado en el genoma, los retropseudogenes por lo tanto
poseen ciertas caracteristicas que los identifican: carecen de intrones, poseen un
extremo 3" poliA y ademas son infértiles (al menos al momento de su insercion)
ya que carece de un promotor. Aunque su formacién depende de la unién
azarosa de la RT con el RNAm el evento ocurre debido a la gran cantidad de
estos posibles moldes de RNA. Aunque se ha visto que estos moldes proveen
un bajo numero de copias, estas pueden tener funcién a largo o corto plazo.
Existen diverso ejemplos de como retropseudogenes han ayudado a generar
variacion en los genomas de los organismos huésped, a continuacion se

muestran diferentes mecanismos por los cuales esto pudo ocurrir.



Un retropseudogen podria generar una copia del antiguo gen bajo un patron de
expresion diferente, cuando regiones que se encuentren flanqueando al
retropseudogen adquieran capacidad regulatoria o por la integracion de una
nueva region reguladora en un sitio cercano o bien puede integrarse desde el
principio en un sitio que posibilite su transcripcion.

Otro evento que ocasionalmente ocurre es que el retropseudogen se inserte en
un gen preexistente, lo que resulta en un gen fusionado o en exoén shuffling; por
ejemplo, cuando tenemos un exén excepcionalmente grande dentro de un gen
con un con un tamafo de exones promedio mas pequefio y debido a la
propiedad modular de las proteinas el nuevo gen asi formado podria exhibir
funciones diferentes.

También es importante mencionar que estudios demuestran que la gran cantidad
y variedad de proteinas no pudo haberse formado en el tiempo evolutivo
transcurrido por simple mutacidén de secuencias por lo que cambios mas grandes
en el genoma debieron ser fundamentales, tales cambios los ofrece la
duplicacion cromosémica por recombinacién, sin embargo este mecanismo de
generacién de variacion a gran escala presenta una ventaja ante el primero ya
que los retropseudogenes al ser primeramente inactivos pueden acumular
mutaciones facilitando mayores cambios estructurales sin provocar el posible
dafo de expresar moléculas defectuosas muy semejantes que pudieran
funcionar como mutantes dominantes negativas, después de un tiempo evolutivo
considerable estas secuencias pudieron ganar actividad transcripcional y
traduccional y ejercer funciones diferentes a los genes de los cuales provinieron.
Asi los cambios provocados por la accion de retroposones debieron ser cruciales

en la evolucion.

+1

[
(2 %%EE1LIEE:CS) —-lpol 1l ORF (RT/R-EN) M—
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Figura 5 Estructura de Retroposones de tipo no-LTR y Pseudogenes procesados.
Tomada de Weiner A. M.
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1.9.1 Retroposones inducidos por estrés
La primera referencia de transposones inducidos por estrés fue

reportada por McClintock en 1951. Quien propuso que los transposones
se encuentran inactivos durante el desarrollo. Sin embargo, pueden ser
inducidos ante un estimulo, minimizando asi los dafios que su

transposicion pudiese causar en el genoma.

Los distintos tipos de transposones tienen sitios preferentes de insercion;
en mamiferos los SINEs se encuentran preferencialmente en regiones
ricas en G/C y los LINEs en regiones ricas en A/T lo que es evidencia de
la insercion no azarosa de los transposones. También se encontré que
estos elementos moéviles se ubican en regiones del genoma en estado
de heterocromatina (Dimitri, 2007). Mas recientemente, se ha
determinado que la insercion y transcripcion de transposones induce la
formacion de heterocromatina. Esto ocurre por silenciamiento génico
transcripcional y post-transcripcional (TGS y PTGS, respectivamente),
cuando RNAs pequefios interferentes (siRNAs, por sus siglas en inglés)
generados por la degradacion especifica de transcritos derivados de
transposones reclutan la maquinaria necesaria para metilar histonas y
DNA. Esto a su vez resulta en la eventual formacién de heterocromatina
(Chan, 2008).

Existe una interaccién entre los elementos transponibles y el genoma del
organismo huésped que aun no ha sido del todo entendida; Sin
embargo, se ha observado que cuando un organismo es sometido a
estrés ocurren respuestas a nivel fisiolégico y genético que resultan en la
activacién de genes de defensa por medio de factores de transcripcion
especificos que pueden inducir elementos transponibles, se encontraron
pequeias regiones reguladoras similares a motivos de regiones
reguladoras de genes de defensa en el elemento Tnt 1 (Grandbastien et
al, 1997). Por otro lado, se encontraron elementos muy similares a
motivos de secuencia de promotores de hsp (de respuesta a choque
térmico, por sus siglas en inglés) en regiones reguladoras de los

elementos de copia y mariner de Drosophila (McDonald et al, 1997).
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Aunque se desconoce si hay una relacion causal entre mecanismos de
defensa a estrés y activacion de transposones, una hipétesis sugiere
que el organismo huésped pudo haber “domesticado” a sus elementos
transponibles, puesto que su presencia a la larga puede ser benéfica
para el huésped (la generacion de variacion). Por otra parte, es posible
que los transposones hayan adquirido genes, o bien secuencias
regulatorias del organismo huésped, por lo que son regulados de manera
semejante a genes endogenos, casualmente, muchos de ellos, de
respuesta a estrés. Otra alternativa combina aspectos de estas hipotesis,
puesto que propone la perpetuacion de los transposones por presentar
beneficios al huésped, pero como una consecuencia de la regulacion

génica y de su transposicion por parte del huésped.

Estrés

¢
Organismo
[
L
Persepcion del estrés

& %

Activacidn da Activacion do
olementos moviles genes de defenan
i i
' '
Variabilidad genética Respuestas a corto

plazo

Respuestas a largo plaze

Figura 6 Modelo de transposones inducidos por estrés (Tomado de Capy et al.,
2000)

Hay evidencias de la induccion de la transcripcion de retrotransposones
por estrés tras la formacion de protoplastos, En efecto, se ha
demostrado la activacién transcripcional del elemento Tnt 1 de tabaco
cuando se expuso a un extracto fungico usado para degradar la pared
celular (Pouteau et al., 1994). Condiciones de cultivo celular también
activan la transcripcion de elementos transponibles de tabaco, los Tto 1
y Tto 2 y Tos17 de arroz (Hirochika, 1993; Hirochika et al., 1996).
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Ademas, diferentes tipos de estrés biotico y abidtico, como dafo
mecanico, estrés oxidativo e infeccion por patdogenos inducen la
expresion de los elementos Tnt 1y Tto en plantas completas de tabaco
(Kumar y Bennetzen, 1999; Grandbastien, 1998).
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2 ANTECEDENTES

En Nuestro grupo de trabajo se han encontrado RNAs mensajeros
similares a reverso transcriptasas en savia de calabaza, al igual que otros
grupos (Lough y Lucas, resultados no publicados). Dos de estos tienen
homologos en Arabidopsis, At5g36905 y At4g29090. Se Arabidopsis es la
planta modelo por excelencia ya que cuenta con un genoma secuenciado
y anotado, una base de herramientas genéticas disponibles asi como
recursos bioinformaticos para analisis de grupos de genes y regiones
promotoras in silico.

El analisis de estos genes puede proporcionar informacién sobre varios
aspectos. En primer lugar, nos permitird conocer nuevos casos exitosos
de co-opciones o domesticacion de elementos genéticos moviles,
estudiarlos detalladamente desde un punto de vista funcional, y, por
ultimo, puede aportar informacién acerca de los RNAs mdviles de floema.
Determinando sus patrones de expresion en Arabidopsis, determinando si
efectivamente se expresan en floema también es importante saber si
estos genes son regulados por la planta. De ser asi proponemos que el
RNA mensajero puede ser una sefal sistémica. Dado que la reverso
transcriptasa es capaz de unir y manipular acidos nucleicos sugerimos
que estos genes pueden ser importantes para el procesamiento de acidos
nucleicos incluyendo, sintesis, maduracién, degradacion o incluso

transporte de los mismos.
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3 JUSTIFICACION

Muchos genes importantes para el desarrollo de plantas y sus
interconexiones surgieron por la domesticacion de sus elementos
genéticos moviles, aun no se cuenta con reportes de nuevos genes
domesticados involucrados el desarrollo o funcion del sistema vascular. El
caracterizar genes similares a retroposones, con caracteristicas de genes
endogenos, nos permitira profundizar mas acerca de la domesticacion de
estos elementos genéticos en plantas y su posible funcion en la funcion o

desarrollo del sistema vascular.
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4 HIPOTESIS

Los genes similares a reverso transcriptasas homologos en Arabidopsis
thaliana de las reverso transcriptasas de savia de calabaza se expresan
en floema y son ejemplos de domesticacion de elementos genéticos
moviles en plantas, son transcripcionalmente activos y podrian tener un

papel en el desarrollo de la planta.

5 OBJETIVO GENERAL

Determinar si los genes similares a reverso transcriptasas en Arabidopsis
thaliana son endogenos de plantas, si son transcripcionalmente activos y

funcionales y si se expresan en tejido vascular.

5.1 Objetivos Especificos

e Busqueda de homodlogos de los genes similares a reverso
transcriptasas en Arabidopsis y otras especies y su analisis
filogenético con respecto a otros elementos genéticos moviles,

para determinar su posible origen.

e Analisis del patron de expresion de dos genes similares a reverso
transcriptasas en Arabidopsis thaliana (No. Acceso: At5g36905,
At4g29090) por medio del ensayo de la beta-glucuronidasa y

microscopia confocal.

¢ Anadlisis de mutantes de insercion de T-ADN de ambos genes para

determinar su posible funcion en Arabidopsis.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Material Vegetal
Se obtuvieron las lineas de insercién de T-DNA del ABRC stock center

(Arabidopsis Biological Resource Center) para ambos genes en
Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia. La linea parental SALK 049922
es homocigota para la insercién en el gen At5g36905 vy la linea parental
SALK 084100 es heterocigota para la insercion en el gen At4g29090 y la
linea parental SALK 023866 es homocigota para el mismo gen
(At4g29090), estas se analizaron directamente en suelo sin marcador de
seleccion (de acuerdo a recomendaciones del proveedor). Se analizaron
un total de 36 plantas WT y 12 de cada una de las lineas de insercidén de
T-DNA. Para genotipificacion se disefiaron oligos para la insercion de T-

DNA disponible en la red (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html).

6.2 Crecimiento in vitro de plantas de Arabidopsis

Plantas de Arabidopsis mutantes y silvestres fueron crecidas en
condiciones controladas tanto en suelo como in vitro.

Las semillas fueron estratificadas a 4°C durante 2 dias y sembradas en
suelo/turba/agrolita en proporciones 4:4:2. Las plantas se mantuvieron en
camara de crecimiento (Conviron, A1000, Winnipeg, Canada) con las
siguientes condiciones: Humedad relativa 70%, 22°C de temperatura y un
fotoperiodo de 16 horas luz, 8 oscuridad. Las plantas también fueron
crecidas en cuarto de crecimiento, sin fotoperiodo con una intensidad

luminosa de 470-418 Luxes pM/m2+s a 25 °C hasta su uso.

Para crecimiento in vitro las semillas de Arabidopsis fueron lavadas con
hipoclorito al 15% durante 3 minutos seguido de etanol al 70% 5 minutos,

posteriormente fueron lavadas 5 veces con agua estéril.
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Las semillas fueron sembradas en medio MS (Murashige-Skoog) (0.5 — 1
X, 0 -2 % sacarosa) para los diferentes experimentos. Su estratificacion
se llevo a cabo durante 2 a 4°C. Las condiciones de crecimiento in vitro
fueron las siguientes: sin fotoperiodo con una intensidad luminosa de 470-
418 Luxes uM/m2ss a 25 °C en camara de crecimiento (Conviron, A1000,

Winnipeg, Canada).

6.3 Extraccion de DNA total
Las muestras de tejido fueron recolectadas de plantas silvestres de

Arabidopsis de aproximadamente 4 semanas de edad, a partir de hojas
seccionadas manualmente. El tejido fue pulverizado por crio-fractura con
nitrégeno liquido usando un mortero y un pistilo hasta obtener un polvo
fino. La extraccion fue hecha mediante el kit comercial DNeasy (QIAGEN),

de acuerdo a las recomendaciones del proveedor.

6.4 Extraccion de RNA total
Las plantulas de Arabidopsis fueron colectadas a las dos semanas post-

germinaciéon, en pools de 3 a 6 plantulas por replica biologica, fueron
removidas del medio MS. El tejido fue pulverizado por crio-fractura con
nitrégeno liquido usando un mortero y un pistilo hasta obtener un polvo
fino. La extraccion fue hecha mediante el kit comercial Direct-zol RNA
Miniprep (Zymo Research), de acuerdo a las recomendaciones del

proveedor.

6.5 Electroforesis de DNA total
Se prepardé agarosa al 1% p/v agarosa en amortiguador TBE 0.5%

(Maniatis et al.,, 1982). EI DNA fue visualizado en el gel con un

transiluminador de luz UV (Hoefer-Uvis-20).
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6.6 Analisis bioinformaticos.

Se seleccionaron dos genes homologos en Arabidopsis con numeros de
acceso At5g36905 y At4g29090, a partir de la informacion proporcionada
por Lucas y Lough del transcriptoma de savia de floema de calabaza

(resultados no publicados; comunicacién personal)

6.7 Obtencion de Regiones Promotoras

Para la regiones potencialmente promotoras, se seleccionaron 1.5 kb
utilizando el motor de busqueda de TAIR (The Arabidopsis genome
Initiative Resource,

http://www.Arabidopsis.org/tools/bulk/sequences/index.jsp).

Dichas regiones contienen la regién no traducida en 5" (5°'UTR), aunque
ésta no ha sido definida experimentalmente para estos genes. El marco
de lectura gendmico fue obtenido de manera semejante por medio de
TAIR. Los sitios de restriccion tanto del promotor como del marco abierto
de lectura gendmico fueron analizados por medio de la herramienta virtual
de NEB cutter wversion 2,0 de New England Biolabs
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php).

6.8 Busqueda de genes RVT-Znf en el genoma de Arabidopsis
Se utilizé6 BLASTX para la busqueda de genes que contienen el dominio

RVT  Znf  (reverso transcriptasa con dedos de  zinc)

(https://www.arabidopsis.org/tools/bulk/index.jsp) usando la secuencia del

gen At5g36905 como query el cual es el homélogo mas cercano al
transcrito encontrado en la savia de floema de Cucurbita maxima que

contiene este dominio (Lucas resultados no publicados).

Se tomaron los primeros 10 genes de la busqueda que contenian el E-
value mas alto y tomando en cuenta la presencia del dominio de reverso

transcriptasa con dedos de zinc y el dominio de RNasa H. De acuerdo a
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esto se encontraron los siguientes 5 genes (At4g29090, At3g24255,
At2g02650, At3g09510 y At3g25270)

Adicionalmente se buscaron proteinas similares a las encontradas en
Arabidopsis utilizando la base de datos UniProt utilizando como query el
dominio de la RT At4g29090 llamado RVT-Znf (Reverso transcriptasa con
dominio de unién a zinc (IPR026960). Se encontraron un total de 107
secuencias en Arabidopsis. En el caso de At5g36905 mucho de esos
genes fueron anotados como retrotransposones o Pseudogenes, por lo
cual para identificar esos que fueron funcionales se hizo otra busqueda
utilizando Genevestigator y AtGenExpress Visualization Tool. Finalmente
el set de genes utilizados es presentado en la figura. Dominios y
estructuras de los genes fueron obtenidas por medio de la base de datos
de dominios conservados del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

Se debe mencionar que el dominio RT con motif de dedo de zinc que
definen este tipo de genes también se puede encontrar como zf-RVT en la
base de datos Pfam (PF13966), sin embargo, esta base de datos no fue
utilizado en nuestro analisis, ya que solo 21 proteinas pudieron ser

obtenidas, siendo un conjunto de genes muy pequenio.

6.9 Analisis de las secuencias
Las secuencias del gen pertenecientes a la superfamilia RVT-Znf en

Arabidopsis fueron obtenidas de las bases de datos TAIR
(http://www.arabidopsis.org) y UniProt

(http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR026960). Sus numeros de acceso

del Gamban se obtuvieron de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

6.10 Alineamiento y edicidn de las secuencias
Las secuencias fueron alineadas por medio del software ClustalX2 (Larkin

et al. 2007). Las secuencias de la familia RVT-Znf en Arabidopsis fueron
alineados utilizando los siguientes parametros de alineamiento (pairwise
op: 35, Ext: 0,7; Multiple op: 15, Ext: 0,3). La edicién de las secuencias se

hizo manualmente con Seaview 4 (Gouy et al, 2010). Secuencias de
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dominio RVT-Znf incompletas fueron retirados de los analisis

(complementario de las figuras 3-8).

6.11 Reconstruccion filogenética
Las secuencias fueron utilizadas para realizar un analisis evolutivo y de

identificacion del mejor modelo evolutivo por medio de MEGAG (Tamura et
al., 2013). El analisis estadistico se realiz6 mediante el método de

bootstrap (Felsenstein, 1985)

6.12 Amplificacion de la regiéon promotora 1.5 Kb rio arriba del gen
At4g29090

Se realizé la amplificacion por PCR de la region promotora, de 1.5 Kb
corriente arriba del gen que codifica para de la transcriptasa reversa, con

los siguientes oligonucledtidos especificos.

Tabla 1 Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion
del promotor de 1.5 Kb rio arriba del gen At4g29090

Gen Secuencia Tamaio
direccién esperado
(5-3°) (pb)
At4g29090 Directo 1,500
TGATGATGACTCCTTGCATCTTTATCC
Reverso
TGCCACCGCTTTTAAGAGTACTTCTTTCCC

kL3

145
35

Figura 7 Programa de PCR para la amplificacion de la region
promotora de 1.5 Kb rio arriba del gen At5g36905
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Tabla 2 Mezcla para Reaccion de PCR

Reactivo Volumen (ul)
Buffer 10 x 2.5

dNTP’s [2.5 mM] 2
Oligonucleotido directo [10uM] 0.5
Oligonucleoétido reverso [10uM] 0.5

DNA [25 nM] 1

Taq polimerasa (TaKaRa) 0.15

Agua destilada y des-ionizada 17.35
Volumen final 25

6.13 Obtencion de la construccion de la region de silenciamiento de
At4g29090

Para comprobar si el gen era funcional se amplificé una region de 310 pb

utilizando un gradiente de 50°C - 60°C. Con esta region se silenciara el

gen, de tener funcién esto se manifestara en un fenotipo visible.

Tabla 3 Secuencia de oligonucleétidos utilizados para amplificar el gen

estructural de At4g29090 a partir de DNA genémico

Gen Secuencia Tamaiio
Direccidn esperado
(5-3°) (pb)
At4g29090 Directo 310

Reverso

ATGGCTCTACCAACTTATACAATGGCA

CTAATGGTGCATTCAAAGGGTCAGA

Las condiciones para amplificar el fragmento de silenciamiento fueron las

siguientes:
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Figura 8 Programa de PCR para la amplificaciéon del fragmento de
silenciamiento de At4g29090

Tabla 4 Mezcla para Reacciéon de PCR

Reactivo Volumen (pl)
Buffer 10 x 25

dNTP’s [2.5 mM] 2
Oligonucledtido directo [10uM] 0.5
Oligonucleotido reverso [10uM] 0.5

DNA [25 nM] 1

Taq polimerasa (TaKaRa) 0.15

Agua destilada y des-ionizada 17.35
Volumen final 25
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Tabla 5 Mezcla para Reaccion de PCR

Reactivo Volumen (ul)
Buffer 10 x 2.5

dNTP’s [2.5 mM] 2
Oligonucledétido directo [10uM] 0.5
Oligonucleoétido reverso [10uM] 0.5

DNA [25 nM] 1

Taq polimerasa (TaKaRa) 0.15

Agua destilada y des-ionizada 17.35
Volumen final 25

6.14 Ligacion del producto de PCR al vector bacteriano

(Invitrogen). Abajo se describe la composicion de la ligacion.

Tabla 6 Mezcla para Reaccion de Ligaciéon

Reactivo Volumen (pl)
Producto de PCR 2
Solucidn salina 1
Vector pPCR8GWTOPO 0.5
Agua destilada y desionizada 25
Volumen total 6

Se realizé una reaccion de ligacion entre el producto de PCR obtenido a
mayor temperatura con el vector de clonacion pCR/8GW/TOPO. La
reaccion se incubo a 22°C 16 por horas. El producto de la ligacion fue

utilizado para transformar células competentes de E. coli Match 1
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6.15 Transformacion de células competentes
Se prepararon células quimicamente competentes de E. coli Mach 1 como

se describe en Sambrook y Russell (2001). Se agregd el plasmido
recombinante y se transformaron por choque térmico, manteniéndolas 20
minutos en hielo e incubandolas después a 42° durante 50 segundos.
Inmediatamente después se agregé medio SOC (triptona 2%, extracto de
levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl2 10 mM, glucosa 20 mM,
pH 7.0) y fueron incubadas durante 1h a 37°C a 225 rpm. Las células
transformadas fueron crecidas en placas de medio TB suplementadas con
el agente selectivo [espectinomicina (Pfizer)]. Las cajas fueron incubadas
a 37°C durante 16 horas.

6.16 Analisis de restriccion
Todas las enzimas de restriccion usadas se obtuvieron de New England

Biolabs. Para las digestiones se emplearon de 1-4 yl de DNA de cada
clona, 0.30 pl de EcoRI, 2 pl de amortiguador NEB 3 10X, 0.22 ul de
RNasa a 1mg/ml y lo necesario agua para un volumen final de 20 pl.

Estas reacciones se incubaron a 37°C, durante 16 horas

Tabla 7 Mezcla para Digestion con EcoRlI

Reactivo Volumen (ul)
DNA 4
EcoRl 0.36

Amortiguador NEB 3 10X | 2

H20 13.5

Total 20
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Se realizdé un andlisis in silico que nos permitiese mediante el uso de
enzimas de restriccion distinguir aquellas clonas que tuvieran el
fragmento en la orientacion correcta las cuales posteriormente se
utilizaron para subclonar en el vector de expresion en plantas (P BGWFS7
en el caso del promotor de 1.5 Kb y pB7GWIWG2 (ll) para el caso de

silenciamiento). En la figura 9 se muestran dichos vectores.
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6.17 Vectores usados en este proyecto
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Figura 9 Vectores de Expresion en Plantas. A) Vector pPBGWFS7.0 para analisis del
promotor B) Vector pB7GWIWG2 (11).0 para silenciamiento
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6.18 Marcador de peso molecular usado en todos los geles
El marcador de peso molecular usado en este trabajo fue el Ladder 1Kb Plus

adquirido de Invitrogen

I Kb PLus DNA LADIDER
0.7 pelane
0.9% agarose gel

6.19 Conservacion de las cepas
Las cepas conteniendo las construcciones de interés se conservaron con

glicerol al 15%. En primer lugar se cultivaron las células de E. coli Mach 1
durante 18 horas, se agrega 1 ml de medio de cultivo a cada tubo para
conservar se centrifuga a 13, 000 rpm por un minuto se retiran 500 ml se

resuspende y se agregan 500 ml de glicerol al 30% estéril.

6.20 Subclonacion por recombinacion
Las subclonaciones fueron realizadas por medio de reacciones de

clonasa, LR de acuerdo a las recomendaciones del proveedor
(Invitrogen). Se recombind el inserto con el vector de expresién binario
pBGWFS7 (Plant Genetic Systems) para el analisis de expresion del

promotor, y con el vector binario pB7GWIWG2(I).0 para el analisis de la
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funcién del gen por silenciamiento, como se muestra en la siguiente

reaccion:

Tabla 8 Mezcla de reaccion para la recombinacién a vector de expresién

Reaccién Volumen (ul)

Plasmido de entrada lineal (20-100ng/ml) | 0.5

Clonasa LR 0.3

Amortiguador Tris pH 8 (1X, 10mM) 3.2

Vector binario (pGWFS7) 200-400ng/0l 1.0

Total 5.0

Antes de la reaccion propiamente se linealizé el vector, con el fin de
reducir el fondo al maximo (ya que el vector de entrada pCR/8GW/TOPO
y el binario comparten el mismo marcador de seleccion). Posteriormente,
se transformaron nuevamente células competentes de E. coli Mach 1 por
choque térmico, se sembraron en medio selectivo con espectinomicina.

Se seleccionaron de 7-10 clonas para la extraccion de DNA plasmidico.

6.21 Transformacion genética de células de Agrobacterium tumefaciens
Se transformaron células competentes de Agrobacterium C58C1 por el

método de electroporacion, y posteriormente se sembraron en medio
selectivo con espectinomicina a 30°C durante 2h. Los parametros del
electroporador utilizado fueron los siguientes: Las colonias que crecieron
en este medio fueron crecidas posteriormente en medio liquido e
incubadas a 30°C por 48 horas. Después se realizé extraccion de DNA
plasmidico de dos clonas candidatas. Estas fueron analizadas por PCR
para determinar la presencia del inserto (promotor y marco de lectura

genomico).
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6.22 Amplificacion de la region promotora 1.5 Kb rio arriba del gen
At5g36905

Se realizé la amplificacion por PCR de la region promotora, de 1.5 Kb

corriente arriba del gen que codifica para de la transcriptasa reversa, con

los siguientes oligonucledtidos especificos.

Tabla 9 Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion
del promotor de 1.5 Kb rio arriba del gen AT5G36905

Gen Secuencia Tamaino
direccion esperado
(5°-3) (pb)
At5g36905 Directo 1,500
GAGGTCCTCTTACGACGATCACGGTAC
Reverso
TCCCAAATACTTCCCCAAATCACGTGT
35 x
94°C 94°C s 72°C 72°C
. \ - 60°C | / \ . ppn
1°45""
357
0

Figura 10 Programa de PCR para la amplificacion de la region promotora
de 1.5 Kb rio arriba del gen At5g36905
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Tabla 10 Mezcla para Reacciéon de PCR

Reactivo Volumen (ul)
Buffer 10 x 2.5

dNTP’s [2.5 mM] 2
Oligonucleotido directo [10uM] 0.5
Oligonucleoétido reverso [10uM] 0.5

DNA [25 nM] 1

Taq polimerasa (TaKaRa) 0.15

Agua destilada y desionizada 17.35
Volumen final 25

6.23 Obtencion de la construccion del gen estructural At5g36905
fusionado a GFP

Para comprobar si el gen era funcional se amplificé la copia gendmica
utilizando un gradiente de 50°C - 60°C. Su correcto procesamiento
manifestado por la presencia de fluorescencia en las plantas transgénicas

nos indicaria la funcionalidad del gen.

Tabla 11 Secuencia de oligonucleétidos utilizados para amplificar el gen

estructural de At5g36905 a partir de DNA genémico

Gen Secuencia Tamafho
Direccién esperado
(5-3) (pb)
At5g36905 Directo 2,387
ATGCCTGCAAAAACGAATAAATAAGGAC
Reverso
GTACCATCTTTCTCTAATTGTCTCATT

31



Las condiciones para amplificar el marco de lectura gendmico fueron las

siguientes: 35 x
94°C ||| 94°C - g 72°C 72°C
, 50-60°C \ .
3 \ 35 S 16°C
225
35"
o0

=

Figura 11 Programa de PCR para la amplificaciéon del gen estructural
At5g36905

Tabla 12 Mezcla para Reaccion de PCR

Reactivo Volumen (pl)
Buffer 10 x 25

dNTP’s [2.5 mM] 2
Oligonucledtido directo [10uM] 0.5
Oligonucledétido reverso [10uM] 0.5

DNA [25 nM] 1

Taq polimerasa (TaKaRa) 0.15

Agua destilada y desionizada 17.35
Volumen final 25

6.24 Ligacion del producto de PCR al vector bacteriano

Se realizé una reaccion de ligacién entre el producto de PCR obtenido a

mayor temperatura con el vector de clonacién pCR/8GW/TOPO. La
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reaccion se incubd a 22°C 16 por horas. El producto de la ligacion fue
utilizado para transformar células competentes de E. coli Match 1

(Invitrogen). Abajo se describe la composicion de la ligacién.

Tabla 13 Mezcla para Reaccion de Ligacion

Reactivo Volumen (pl)
Producto de PCR 2
Solucién salina 1
Vector pPCR8GWTOPO 0.5
Agua destilada y desionizada 2.5
Volumen total 6

6.25 Transformacion de células competentes
Se prepararon células quimicamente competentes de E. coli Mach 1 como

se describe en Sambrook y Russell (2001). Se agregd el plasmido
recombinante y se transformaron por choque térmico, manteniéndolas 20
minutos en hielo e incubandolas después a 42° durante 50 segundos.
Inmediatamente después se agregé medio SOC (triptona 2%, extracto de
levadura 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgClz 10 mM, glucosa 20 mM,
pH 7.0) y fueron incubadas durante 1h a 37°C a 225 rpm. Las células
transformadas fueron crecidas en placas de medio TB suplementadas con
el agente selectivo [espectinomicina (Pfizer)]. Las cajas fueron incubadas
a 37°C durante 16 horas.

6.26 Analisis de restriccion
Todas las enzimas de restriccion usadas fueron de New England Biolabs.

Para las digestiones se emplearon 4 ul de DNA de cada clona, 0.36 ul de
EcoRI, 2 ul de amortiguador NEB 3 10X, 0.22 pyl de RNasa a 1mg/ml y
13.5 pl de agua para un volumen final de 20 pl. Estas reacciones se
incubaron a 37°C, durante 16 horas
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Tabla 14 Mezcla para Digestion con EcoRl

Reactivo Volumen (ul)
DNA 4
EcoRlI 0.36

Amortiguador NEB 3 10X | 2

H20 13.5

Total 20

Se realizd un analisis in silico que nos permitiese mediante el uso de
enzimas de restriccion distinguir aquellas clonas que tuvieran el
fragmento en la orientacion correcta las cuales posteriormente se
utilizaron para subclonar en el vector de expresion en plantas (P BGWFS7
en el caso del promotor de 1.5 Kb y pB7WG2 para el caso del gen

estructural). En la figura 12 se muestran dichos vectores.
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analisis del promotor B) Vector pB7FWG2.0 para analisis de gen estructural
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Para estas digestiones se emplearon 2 pl de DNA, 0.3 pl de EcoRYV, en el
caso de la digestidon para el promotor, y 0.3 pl de EcoRV y BamHI para la
digestion del gen estructural, 2 yl de amortiguador NEB 2 10X, 0.2 ul de
amortiguador BSA 100X 0.5 yl de RNasa y 15 ul de agua para un

volumen final de 20 pl.

Tabla 15 Reaccion de Digestion con EcoRV

Reaccién Volumen (ul)
DNA 2
EcoRV 0.3

Amortiguador NEB 2 (10X) | 2

Amortiguador BSA (100X) | 0.2

RNasa [10 mg/ml] 0.5
H20 15
Total 20

Se secuenciaron clonas tanto del promotor como del gen estructural, la
clona candidata numero 1 y la clona 8, respectivamente. Ambas
mostraron un 99% de identidad y tras un analisis tipo BLAST realizado

contra el genoma de Arabidopsis

Tabla 16 Reaccion de Digestion con EcoRV y BamHI

Reaccion Volumen (pl)
DNA 2

EcoRV 0.3

BamHI 0.3
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Amortiguador NEB 2 (10X) | 2

Amortiguador BSA (100X) | 0.2

RNasa 0.5
H20 14.7
Total 20

6.27 Conservacion de las cepas
Las cepas conteniendo las construcciones de interés se conservaron con

glicerol al 15%. En primer lugar se cultivaron las células de E. coli Mach 1
durante 18 horas, se agrega 1 ml de medio de cultivo a cada tubo para
conservar se centrifuga a 13, 000 rpm por un minuto se retiran 500 ml se

resuspende y se agregan 500 ml de glicerol al 30% estéril.

6.28 Subclonacion por recombinacion
Las subclonaciones fueron realizadas por medio de reacciones de

clonasa, LR esencialmente como ha sido descrito por el proveedor
(Invitrogen). Se recombind el inserto con el vector de expresion binario
pBGWFS7 (Plant Genetic Systems) para el analisis de expresion del
promotor, y con el vector binario pB7FWG2 para el analisis de expresion
del marco de lectura, y con el vector en plantas preparando la siguiente

reaccion:

Tabla 17 Mezcla de reaccion para la recombinacién a vector de expresion

Reaccidn Volumen (pl)

Plasmido de entrada lineal (20-100ng/ml) | 0.5

Clonasa LR 0.3

Amortiguador Tris pH 8 (1X, 10mM) 3.2
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Vector binario (p GWFS7) 200-400ng/C1l | 1.0

Total 5.0

6.29 Transformacion genética de Arabidopsis
Se transformaron plantas silvestres de Arabidopsis por el método de

inmersion floral esencialmente como ha sido descrito por Clough y Bent
(1998). Plantas con inflorescencia formadas recientemente (3-4 semanas
después de la germinacién) fueron podadas con el fin de generar mas
inflorescencias y, por extension, mas flores inmaduras, que son las
estructuras transformadas Agrobacterium. Posteriormente se obtuvieron
céspedes de Agrobacterium transformada con las construcciones de
interés. Las células fueron cosechadas y resuspendidas en un medio que
contenia bencil aminopurina (BAP), un detergente no iénico como
surfactante, silwett (Lehle), y sacarosa al 15%. Las plantas fueron
sumergidas brevemente en la suspensién bacteriana, y se dejaron en
invernadero hasta la recoleccion de semillas. Estas fueron germinadas en
medio MS con el agente selectivo, el herbicida glifosato FLUKA-45521;
SIGMA-ALDRICH). Se cosecharon las semillas (F1) y se sembraron
nuevamente para obtener la segunda generacion (F2) de plantas
transgénicas. La F1 y las siguientes generaciones fueron analizadas para

actividad de GUS por histoquimica como se muestra a continuacion.

6.30 Analisis de expresion de GUS.
Para determinar expresion de GUS, se tomaron planulas, 6rganos o

tejidos de Arabidopsis, y se incubaron a 0 a 4 °C, al vacio en solucion de
GUS (0.5 mM) con el sustrato X-gluc (Research Organics). Se incubaron
a 37°C por 72 horas, y se destifieron con lavados sucesivos de acido
aceético: etanol, 3:1 y acetona:metanol , (3:1 in en ambas soluciones ).
Finalmente las muestras se montaron con glicerol al 50% y fueron
observadas en un microscopio de diseccion Nikon SMZ745T (Nikon
México). Las imagenes fueron obtenidas con una camara Nikon usando el

software NIS-Element.
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Tabla 18 Solucién de GUS

0.5 M NaPO4 pH 7 10 ml
Triton X 20 20% 250 pl
EDTA 1M pH8 100 pl

Ferrocianuro 100 mM 250 ul

Ferricianuro 100 mM 250 ul

X-gluc (en 1ml de DMF) | 0.025 g

Agua 39 ml

Total 50 mi

6.31 Tratamiento hormonal

Plantulas de Arabidopsis fueron sumergidas en medio MS 1X (Murashige y
Skoog, 1962) y 1% de sacarosa, mas el regulador del crecimiento respectivo
durante 16 horas en cuarto de crecimiento antes mencionado. Todos los
reguladores de crecimiento fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), y
se utilizaron en las siguientes concentraciones: 1 y 30 pyM de acido 3-
indolacético (auxina); 1 y 10 yM de &acido abscisico; 1 y 10 uM de kinetina
(citocinina); 1 y 10 uM, GAS3 (acido giberélico); 100 nM y 1 uM de acido salicilico
y el control tratado con MS 1X y 1% sacarosa. Las concentraciones de hormona
fueron seleccionados de acuerdo a Weigel y Glazebrook (2002) y la base de
datos AtGenExpress (Goda et al., 2008).

6.32 RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR)

Se utilizaron pools de 3 a 6 plantulas de Arabidopsis, en cada caso se obtuvieron
dos muestras biologicas y dos réplicas técnicas. ARN total fue extraido a partir
de estas muestras. La cuantificacion se hizo por medio de RT-PCR utilizando un
kit comercial siguiendo las recomendaciones del fabricante (KAPA SYBR Fast
universal de un solo paso gRT PCR-Kit; KAPA Biosystems, Wilmington MA). La
plataforma utilizada fue One Step Plus (Applied Biosystems, Waltham MA) para
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este analisis. Se aplico el método AACT para determinar las cantidades relativas

de los transcritos correspondientes (Livak y Schmittgen, 2001).

7 RESULTADOS

7.1 Extraccion de ADN genémico
La extraccion fue hecha mediante el kit comercial DNeasy (QIAGEN), de

acuerdo a las recomendaciones del proveedor.

Figura 13 ADN total de A. thaliana. Gel de agarosa 0.8%. Carril 1, marcador de peso
molecular, 1 Kb plus, carril 2, ADN total de A. thaliana

7.2 Obtencion de la region promotora de 1.5 Kb rio arriba del gen
At49g29090

Se disenaron oligonucledtidos, como se muestra en materiales y métodos
y con ellos se realiz6 la amplificacion por PCR de la region promotora, de
1.5 kb corriente arriba del gen que codifica para de la reverso

transcriptasa At4g29090 como se muestra en la figura.

Figura 14 Amplificaciéon del promotor por PCR. Gel de agarosa 0.8%. Carril 2.
Amplicén de 1.5 Kb de la region promotora del gen que codifica para la reverso
transcriptasa At4g29090. Carril 1, marcador de peso molecular, 1 Kb plus.
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La banda obtenida fue purificada y ligada al vector de clonacion
bacteriano pCR/8GW/TOPO (Invitrogen). La mezcla de ligacion fue
utilizada para transformar células competentes; mismas, que fueron
crecidas en medios selectivos para la posterior purificacion de ADN

plasmidico y se muestra en la siguiente figura.

Todas las enzimas de restriccion utilizadas fueron adquiridas de New

England Biolabs (NEB) a menos que se indique de otra forma.
-

Figura 15 Extraccion de ADN plasmidico. Gel de agarosa 0.8%. Carriles 2-5 ADN
plasmidico de la ligacién del vector de clonacion pCR/8GW/TOPO con el producto de
PCR de 1.5 Kb. Carril 1 escalera 1Kb plus.

7.3 Analisis con enzimas de restriccion del fragmento de 1.5 Kb
El ADN de los plasmidos purificados fue digerido con la enzima de

restriccion EcoRl, la cual libera al inserto. La digestion de estos plasmidos
produjo dos bandas, una de 2.8 Kb, correspondiente al tamarfo del vector
pCR/BGW/TOPO y una de menor tamafo, correspondiente al promotor de
1.5 Kb. Verificando que los plasmidos antes obtenidos contienen el inserto

de interés.

Figura 16 Analisis de restriccion de plasmidos recombinantes. Gel de agarosa al
0.8%. Carriles 2-5 fragmento de 1.5 Kb y vector de clonacion pCR/8GW/TOPO. Carril 1
escalera 1 Kb plus.

Una vez comprobada la presencia de los insertos, se procedid a analizar
la orientacion de éstos con respecto al vector. Para este analisis se digirio

el vector conteniendo al inserto con la enzima Xbal
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Figura 17 Analisis de la orientacion de los insertos en vector de clonacion. Gel de
agarosa 0.8%.Carril 2-5 plasmido digerido con Xbal. Carril 1 escalera 1 Kb plus.

Se selecciond la clona 3 para la posterior reaccién de recombinacién con
el vector de expresiéon en plantas pPBGWFS7,0

7.4 Subclonaciéon por recombinaciéon y verificacion de la presencia del
fragmento de 1.5 Kb en el vector de expresion

El vector pBGWFS7,0 se utilizdé para posteriormente dirigir la transcripcion

de los genes reporteros EGFP-GUS, con el terminador T35S.

Previo a la subclonacion el vector de entrada fue linealizado, debido a que tanto
éste vector como el vector de destino cuentan con resistencia para el mismo
antibidtico utilizado como marcador de seleccion. El vector lineal se muestra en

la siguiente figura.

Figura 18 Linelizacién del plasmido recombinante en vector de clonacién. Gel de
agarosa 0.8%.Carril 2 plasmido linealizado con Xhol. Carril 1 escalera 1 Kb plus.

Nuevamente se re-extrajo el ADN gendmico esta vez obteniendo exclusivamente

al vector de expresion en plantas como se muestra a continuacion.

Figura 19 Analisis electroforético de la extraccién de ADN plasmidico del promotor
del gen At4g29090 en el vector de expresion pGWFS7. Gel de agarosa al 0.8%.
Carriles 2-8 vector de expresion pPBGWFS7. Carril 1 escalera 1Kb
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Posteriormente se comprobo la presencia del inserto, digiriendo con la
enzima EcoRI, en el vector de expresion, se puede observar que solo la

clona 5 poseia el inserto.

Figura 20 Verificacion del promotor del gen At4g29090 en el vector de expresion
pBGWFS7. Gel de agarosa al 0.8%. Carriles 2-8 vector de expresion pBGWFS7. Carril 1
escalera 1Kb.

7.5 Transformacion de A. tumefaciens

Debido a que Agrobacterium tumefaciens es capaz de infectar flores
inmaduras en dicotiledéneas con una alta eficiencia, se transformaron
células competentes de Agrobacterium tumefaciens C58C1, vy
posteriormente se extrajo su ADN plasmidico para comprobar presencia
del inserto. Un gel de agarosa con los perfiles electroforéticos de estos

plasmidos se muestra en la figura.

BARIARINN IR |

Figura 21 Analisis electroforético de la extraccion del ADN plasmidico del gen
At4g29090 en el vector de expresion pPBGWFS7 en Agrobacterium. Gel de agarosa al
0.8%. Carriles 2-11 vector de expresion pBGWFS7. Carril 1 escalera 1Kb

Se comprobé inserto en Agrobacterium, todas las clonas seleccionadas
resultaron positivas, la comprobacion se hizo por digestion del ADN con la
enzima de restriccion EcoRI. Se escogio la clona 1 para transformar

plantas silvestres de Arabidopsis por inmersion floral.
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Figura 22 Verificacion del inserto del promotor del gen At4g29090 en el vector de
expresion pBGWFS7 en Agrobacterium tumefaciens. Gel de agarosa al 0.8%.
Carriles 2-7 vector de expresion pBGWFS7. Carril 1 escalera 1Kb

7.6 Obtencion de la region de silenciamiento de 310 pb del gen At4g29090
Se disefiaron oligonucledtidos que comprenden la regiéon 5 del gen

empezando por el codon de inicio de At4g29090, como se muestra en
materiales y métodos y con ellos e realiz6 la amplificacion por PCR de la
region de silenciamiento de 310 pb del extremo 5° del gen que codifica

para la reverso transcriptasa At4g29090.

Se realizé la amplificacion por PCR de la region de silenciamiento, de 310
pb del gen que codifica para de la reverso transcriptasa At4g29090

utilizando ADN gendmico de plantas silvestres como molde.

310 pb

Figura 23 Amplificaciéon de la regiéon de silenciamiento por PCR. Gel de agarosa
0.8%. Carril 2, amplicon de 310 pb correspondiente a la regién de silenciamiento del gen
que codifica para la reverso transcriptasa At4g29090. Carril 1, marcador de peso
molecular, 1 kb plus.
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Se realizé una reaccion de ligacion entre el producto de PCR obtenido a
mayor temperatura con el vector de clonacion pCR/8GW/TOPO. Se
transformaron células competentes, se seleccionaron seis clonas y se les

extrajo el ADN plasmidico que se muestra a continuacion.

Figura 24 Extraccion de ADN plasmidico del vector de clonacion. Gel de agarosa
0.8%. Carriles 2-7 ADN plasmidico de la ligacion del vector de clonacion
pCR/8GW/TOPO con el producto de PCR de 310 pb. Carril 1 escalera 1kb plus.

El ADN de los plasmidos purificados fue digerido con la enzima de
restriccion EcoRlI, la cual flanquea los insertos clonados en este vector.

Las clonas 4 y 6 fueron positivas, e seleccioné la clona 4.

Figura 25 Analisis de restriccion de plasmidos recombinantes. Gel de agarosa al
0.8%. Carriles 2-5 fragmento de 1.5 Kb y vector de clonaciéon pCR/8GW/TOPO. Carril 1
escalera 1 Kb plus.

Se sub-clond en el vector binario para silenciamiento pB7GWIWG2(II), el
cual al ser transcrito genera una horquilla de RNA de doble cadena que

es reconocida por la maquinaria de silenciamiento de la planta.

Se linealiz6é el vector de entrada previamente, ya que ambos vectores

contienen el mismo antibidtico de seleccion.

Figura 26 Linearilacion del plasmido recombinante en vector de clonacién. Gel de
agarosa 0.8%.Carril 2 plasmido linealizado. Carril 1, escalera 1 Kb plus
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Se extrajo el ADN plasmidico de cuatro clonas candidatas, sdlo las clonas 1y 4

contenian al vector de expresion

Figura 27 Analisis electroforético de la extraccion de ADN plasmidico de la region
de silenciamiento del gen At4g29090 en el vector de expresion pB7GWIWG2(II).
Gel de agarosa al 0.8%. Carriles 2-11 vector de expresién pBGWFS7. Carril 1 escalera

1Kb

Se comprobd inserto por PCR en la clona 1 (primer carril: clona 1; segundo carril:

plasmido vacio; tercer carril: marcador de peso molecular.). la clona 1 resultd

positiva.

N iim
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Figura 28 Verificacion del promotor del gen At4g29090 en el vector de expresion
pB7GWIWG2(Il). Gel de agarosa al 0.8%. Carril 2 vector con inserto. Carril 3 vector sin
inserto. Carril 1 escalera 1Kb.

Se transformaron células electro-competentes y de igual manera se

procedio a extraer el ADN plasmidico

Figura 29 Verificacion de la presencia de la region de silenciamiento de
At4g29090 en el vector de expresion pB7GWIWG2(ll) en Agrobacterium. Gel
de agarosa al 0.8%. Carriles 2-7 vector de expresion pBGWFS7. Carril 1

escalera 1kb.
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Se comprobod la presencia del inserto de dos clonas por PCR con oligos

especificos.

Figura 30 Verificacion del promotor del gen At4g29090 en el vector de expresion
pB7GWIWG2(Il) en Agrobacterium. Gel de agarosa al 0.8%. Carriles 2 y 3 vector con
inserto. Carril 4 vector sin inserto. Carril 1 escalera 1kb.

7.7 Andlisis de la expresion de los promotores de At4g29090 y At5g36905
por el ensayo de GUS

Se transformaron plantas por inmersion floral y se analizdé la primera
generacion de semillas transformadas, es decir, las semillas de las
plantas transformadas fueron cosechadas y seleccionadas en suelo
usando glufosinato de amonio como agente selectivo, cada planta
seleccionada se traté como una linea independiente, en total obtuvimos 2
plantulas resistentes para At5g36905 y 2 plantulas resistentes para
At4g29090. Para el caso del analisis de plantas adultas se obtuvieron 4

lineas resistentes para At5g36905.

Se observaron patrones de expresidn muy similares para ambos genes,
en tricomas, apice, peciolos, en toda la longitud del tallo y la raiz. No

observamos expresion especifica de tejido vascular salvo en raiz.
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Figura 31 Expresion del promotor en Plantulas de Arabidopsis Transformadas con las
Construcciones pAt5g36905:GFP-GUS y pAt4g29090:GFP-GUS. A) Tricomas. B) Apice. C)
Tallo. D) Raiz. E) Plantula completa At4g29090. F) Plantula completa de At5g36905.
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Se analizaron 6rganos en plantas adultas de Arabidopsis para At5g36905
donde se observé expresion especifica en tejido vascular en vena central
y venas secundarias en hojas de roseta, también verificé expresion del
promotor en flor especificamente en carpelo y en silicuas. No pudimos
observar expresidn en ningun otro érgano o tejido, aunque no se

analizaron raices.

Figura 32 Expresién del promotor en Organos de Plantas Adultas Transformadas con
las Construcciones pAt5g36905:GFP-GUS. A) Vena central y Venas secundarias. B)
Vena central y Venas secundarias. C) Carpelo. D) Silicua.

7.8 Analisis de la expresion de diferentes genes en Arabidopsis con
similitud a reverso transcriptasas bajo diferentes reguladores de
crecimiento por qRT-PCR

Se obtuvieron un total de 31 genes con similitud a reverso transcriptasas
en Arabidopsis con el dominio de RVT-Znf, de éstas se tomaron un total
de 6 genes At5g36905, At4g29090, At3g09510, At3g02650, At3g25270 y

At2g19100 y se midieron sus niveles de expresion bajo 2 diferentes
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concentraciones de 6 de los principales reguladores de crecimiento en
plantas auxinas (IAA), acido abscisico, brasinoesteroides, acido giberélico

(GAs), citocininas y acido salicilico durante 16 horas.

En el caso del tratamiento con GAs se observd represion significativa en
ambas concentraciones ensayadas a GAs 10 pM se reprimieron
At4g29090 y At3g09510; con GAs 1 pM se reprimieron de manera
significativa, At2g02650 y At3g25270 y At2919100.

Con el tratamiento con IAA se observd respuesta significativa sélo a la
menor concentracion de IAA 1 uM, donde se indujeron de manera
significativa todos los genes analizados; mientras que no hubo diferencias

significativas en ningun gen a 30 uM de IAA.

Con el tratamiento con SA se observaron tendencias opuestas a las
diferentes concentraciones. De todos los genes tratados con SA 1 uM,
sélo At4g29090 fue inducido significativamente; con el tratamiento con SA
100 nM, a diferencia de lo observado con la concentracion mayor, se
observo represion significativa en At5g36905, At2g02650 y At3g25270 y
At2919100.

Con cinetina se observd induccién significativa en las dos
concentraciones probadas y a valores considerables en ciertos genes; a
10 uM, se indujo At5g36905 alrededor de tres veces del valor del control;
mientras que, a la concentracion mas baja de 1 yM se indujeron de
manera significativa todos los genes analizados, con la excepcion de
At2g19100 que fue el uUnico gen reprimido con este tratamiento; y

At4g29090 fue inducido cerca de 6 veces el valor del control no tratado.

Finalmente, en el tratamiento con ABA se observo respuesta significativa
sélo a la menor concentracién, de manera muy parecida a lo observado
con IAA. A esta menor concentracion de ABA 1 uM, vy de nuevo de
manera semejante a lo observado con IAA, se observd induccién
significativa en todos los genes analizados con excepciéon de At3g25270

el cual no mostré diferencias significativas. A la mayor concentracion de
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ABA 10 uM no se observaron diferencias significativas en ningun gen

analizado.
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Figura 33 Analisis por gPCR de 6 genes de Arabidopsis conteniendo el dominio de
RVT-Znf. Plantulas de Arabidopsis fueron sumergidas en medio MS 1X, 1% sacarosa
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mas la respectiva concentracién y tipo de hormona durante 16 h en cuarto de
crecimiento concentracién y tipo de hormona: 3-Acido-indol acético (Auxina) 1 and 10
uM. Cinetina (citocinina) 1 y 10 uM. GAs (acido giberélico). Acido abscisico 1 and 10 uM.
Acido salicilico 100 nM and 1 uM.

7.9 Los genes con el dominio de RVT-Znf muestran caracteristicas de
genes endogenos.

A partir de las caracteristicas de At5g36905 y At4g29090, identificamos
un set de genes en Arabidopsis con el dominio de RVT-Znf, un dominio de
reverso transcriptasa inusual con un motif de dedos de zinc del tipo CCHC
que incluye un acido glutamico conservado entre la segunda cisteina y la
histidina, el cual no se ha observado en ningun otro motif de dedos de

zinc de éste tipo, (Figura 34).
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Figura 34 Dominio de RVT-Znf en plantas. Las secuencias fueron obtenidas de TAIR e
InterPro. Fueron alineadas usando ClustalX2 y editadas manualmente con Seaview 4.
La secuencia consenso fue generada usando Weblogo 3. El acido glutamico unico de
este dominio esta marcado con un asterisco.

Dentro de las caracteristicas de estos genes encontramos que poseen
regiones regulatorias potencialmente funcionales y sus marcos abiertos
de lectura parecen no estar interrumpidos; algunos de ellos también
poseen intrones, al igual que genes eucariotas; mas aun, el gen
At3g24255 incluso muestra variantes de splicing in silico. En un analisis
estructural se pudo comprobar que la gran mayoria de estos genes
carecen de otros dominios tipicos de elementos transponibles como el de
la integrasa o la cubierta, volviendo a estos genes incapaces de actuar en

la replicacion de elementos transponibles y muchos de ellos inclusive
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muestran dominios de genes eucariotas como el dominio de exo-endo
fosfatasa, el motif eucariota de dedos de zinc CCHC 4, el dominio DUF

4283 y el dominio de protein cinasa (PKc). Figura (35).
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Figura 35 Genes de Arabidopsis conteniendo el dominio de RVT-Znf. El total de 36
secuencias de aminoacidos analizadas fueron obtenidas como se describe en materiales
y métodos. Fueron alineados usando ClustalX2, editados manualmente usando
Seaview4. La historia evolutiva fue inferida por el método de neighbor-joining. Las
distancias evolutivas fueron computadas usando el método de distancia-p. Ambos
analisis fuero realizados en MEGA 6. Se muestran los valores de bootstrap (1000
réplicas) mayores a 50%. Cinco secuencias de Selaginella moellendorffii fueron usadas
como outgroup. Los modelos de genes fueron obtenidos de la base de datos de TAIR.
At5g36905, At2616110, At4g11710 y At2g22350 no se muestran ya que aparecen como
retroposones en TAIR. Las estructuras de los genes y sus dominios fueron obtenidos
usando la base de datos de dominios conservados del NCBI.

710 Los genes conteniendo el dominio de RVT-Znf estan sobre-
representados en plantas.

Los homologos de los genes con dominio de RVT-Znf en otras especies
fueron obtenidos como se detalla en materiales y métodos utilizando la
base de datos de InterPro (IPR026960;

http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR026960/taxonomy). Se pudieron

identificar genes con este dominio en varios taxa eucariontes, aunque son
mucho mas abundantes en plantas, (Tabla 19). De hecho, el dominio de
RVT-Znf esta presente en Viridiplantae desde el musgo Physcomitrella
patens y la planta vascular primitiva Selaginella moellendorffii hasta
angiospermas. Este dominio esta altamente representado en traqueofitas
(plantas con tejido vascular) representando cerca del 89% de todos los
genes reportados.

Tabla 19 dominio RVT-Znf en diferentes grupos taxonémicos. El nimero de genes en
diferentes grupos taxonémicos fueron obtenidos de la base de datos de InterPro.

Grupo taxonémico Numero de proteinas Porcentaje del total
Amoebozoa 1 0.031 %
Opisthokonta 350 10.73%

Rhizaria 1 0.031 %
Viridiplantae 2910 89.21 %

Total 3262 100 %
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7.11 Analisis de genes conteniendo el dominio de RVT-Znf de Arabidopsis
por bases de datos de microarreglos y anotaciones GO (Gene
Onthology).

Se obtuvieron datos preliminares sobre la expresion y expresion de los

genes conteniendo el dominio de RVT-Znf en Arabidopsis, (tabla 20).

Tabla 20 Localizacion subcelular y anotaciones GO de genes conteniendo el
dominio RVT-znf. Los datos fueron obtenidos de la base de datos de TAIR.

Gen Localizacion Se expresa en Se expresa Se
potencialmente | sub-celular durante involucra
endogenizado en

At1g43730
At4g04650 estroma Respuesta
a frio
At2g16110 hipocdtilo, meristemo
apical
At2g02520 Mitocondria Estructura colectiva LP0.2 etapa de
de la hoja, estambre, dos hojas
visibles, pétalo
en etapa de
diferenciacion y
expansion.
At1g33710
At1g60720
At5g18880 Nucleo
At39g24255 Nucleo Célula guarda
At4g11710
At49g29090 Mitocondria
At1g10000 hoja LP.02etapa de

caulinar, estructura
colectiva de la hoja,
cotiledon, flor, célula
guarda, hipocétilo,
meristemo en
inflorescencia, apice
de la
hoja, pétalo, peciolo,
célula espermatica,
polen, semilla,
sépalo, meristemo
apical,

dos hojas
visibles,
LP.04, etapa
de cuatro hojas
visibles, LP.06
etapa de seis
hojas visibles,
LP.10 etapa de
diez hojas
visibles, LP.12
etapa de doce
hojas
visibles, etapa
de
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https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23001
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23001
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23001
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23003
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23003
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23003
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23003
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23007
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23009
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23009
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=22934

floracion,etapa

de embrién
maduro, etapa
de embrién
cotiledonario
At3925270 Nucleo
At3g09510 Mitocondria
At2902650 Mitocondria | Células espermaticas
At59g36905
At2g22350
Gen Localizacion Se expresa en Se expresa Se
potencialmente | sub-celular durante involucra
endogenizado en
At1g43730
At4g04650 estroma Respuesta
a frio
At2g16110 hipocotilo, meristemo
apical
At2g02520 Mitocondria Estructura colectiva LPO.2 etapa de
de la hoja, estambre, dos hojas
visibles, pétalo
en etapa de
diferenciacién y
expansion.
At1g33710
At1g60720
At5g18880 Nucleo
At3g24255 Nucleo Célula guarda
At4g11710
At4g29090 Mitocondria
At1g10000 hoja LP.02etapa de
caulinar, estructura dos hojas
colectiva de la hoja, visibles,
cotiledén, flor, célula LP.04, etapa
guarda, hipocétilo, de cuatro hojas
meristemo en | visibles, LP.06
inflorescencia, apice | etapa de seis
de la | hojas visibles,
hoja, pétalo, peciolo, LP.10 etapa de
célula  espermatica, diez hojas
polen, semilla, visibles, LP.12
sépalo, meristemo | etapa de doce
apical, hojas
visibles, etapa
de
floracién,etapa
de embrién
maduro, etapa
de embrién
cotiledonario
At3g25270 Nucleo
At3g09510 Mitocondria
At2g02650 Mitocondria | Células espermaticas
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https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=20002
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=20136
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=20625
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=20129
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=20444
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=20494
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=20415
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=20505
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=38293
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=22999
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=22999
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=22999
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=22999
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23001
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23001
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23001
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23003
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23003
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23003
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23003
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23007
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23009
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=23009
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=22934
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=20002

At5936905

At2g22350

Para identificar posible co-expresién de este set de genes, ya sea en
ciertos tejidos u 6rganos o bajo ciertos estimulos, utilizamos la base de
datos de Genevestigator (Zimmermann et al. 2004; Hruz et al. 2008). Del
total de 107 genes encontrados en Arabidopsis con este dominio, 34 se
encontraron en la base de datos de Genevestigator, indicando que al
menos algunos de estos genes son transcripcionalmente activos. Se
utiliz6 un agrupamiento jerarquico usando el analisis de correlacion de
Pearson determinar expresion tejido especifica en estos genes.
Encontramos que muchos de estos genes se expresan a niveles altos,
expresados como el porcentaje de expresion potencial (PEP); en
inflorescencia, especificamente en polen (80-100%), asi como en floema
(80-100%). Figura 36.
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Figura 36 Analisis por microarreglos de genes con el dominio de RVT-Znf en
Arabidopsis. 105 partes anatémicas de 34 genes de Arabidopsis fueron analizadas
por la correlacion de Pearson en la base de datos de Genevestigator.

7.12 Analisis filogenético de elementos transponibles conteniendo
dominio de reverso transcriptasa y de genes con dominio de RVT-Znf.

Los genes conteniendo el dominio RVT-Znf en Arabidopsis y otras
especies en plantas, entre otras, pueden tratarse de endogenizaciones y
de ser asi deben tener un elemento transponible parental, del cual
derivaron; para poder elucidar cual pudo ser el elemento transponible del
cual se originaron utilizamos el dominio de RVT-Znf para inferir su historia
evolutiva y posible origen. Con esta estrategia ha sido posible determinar
el origen de la telomerasa la cual segun analisis filogenéticos evolucion6 a
partir de retroposones del tipo no-LTR (Nakamura & Cech, 1998). Se
construyé una filogenia usando todos los retroelementos conocidos,
incluyendo retrovirus, para-retrovirus (caulimovirus de plantas vy
hepadnavirus de animales), grupo |l de intrones, retrones bacterianos,
telomerasas de plantas y animales, retroposones de tipo LTR de los
grupos gypsy y copia y por ultimo los genes de interés conteniendo el
dominio RVT-Znf de Viridiplantae y Metazoa (Figure 37). La historia
evolutiva inferida en este trabajo concuerda de manera general con la
evidencia existente en la materia en la que se propone que los elementos
transponibles conteniendo reverso transcriptasas se dividen en dos ramas
0 grupos principales uno compuesto por agentes virales y retroposones
de tipo LTR y la otra rama compuesta por la telomerasa, elementos
transponibles de tipo no LTR, intrones del grupo Il y retrones bacterianos
(Xiong y Eickbush 1990). De hecho los dos grupos descritos
anteriormente se observan en la filogenia inferida en este trabajo aunque
con pequefias diferencias. Los genes conteniendo el dominio de RVT-Znf
forman un grupo monofilético con las secuencias de Viridiplantae y
Metazoa agrupadas. Usando el mejor modelo evolutivo el dominio de
RVT-Znf se agrupo en un clado trifurcado junto con el grupo Il de intrones

y los retroposones del tipo no LTR.
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Figura 37 Origen de los genes con dominio de RVT-Znf. El total de 60 secuencias de
amino acidos analizadas fueron obtenidas a partir de las bases de datos del NCBI e
InterPro, fueron alineadas usando ClustalX2 y editadas manualmente usando Seaview,
el mejor modelo evolutivo, WAG+F+G vy la reconstruccion filogenética fueron realizadas
usando MEGA 6. Se muestran los valores de bootstrap (100 réplicas) mayores a 50. Su
us6 una RNAp-RNAd (HPV) como outgroup.

7.13 Analisis Fenotipico del resultado del Knockout de ambos genes

Se sembraron semillas de diferentes lineas mutantes en medio MS 1X sin
sacarosa para observar fenotipo. Desde la primera semana se observd un
fenotipo semejante de retraso en el desarrollo en ambos genes. Se analizaron 4
lineas para At4g29090 (SALK 023866) y 4 |lineas para At5g36905
(SALK _049922) y en todas ellas se obtuvieron resultados reproducibles. Las
mutantes de At4g29090 ademas mostraron menor tasa de germinacion

comparado con plantas silvestre.

At4g29090 L1 At4g29090 L2 WT  At5g36905 L2 WT At5g36905L1 WT At5g36905 L3

WT At4g29090 L1 WT At4g29090L2 WT  At4g29090 L3 WT  At5g36905L2 WT At5g36905 L4

At4929090 L1 WT At5g36905 L1
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Area de Plantulas Mutantes de Insercién
de T-DNA en At4G29090 L1

Area de Plantulas de Mutantes de
Insercion de T-DNA de At5g36905 L1
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Figura 38 Analisis fenotipico de mutantes de insercion de T-DNA homocigotas para
At5g36905 y At4g29090. A) y B) Fenotipo de diferentes lineas mutantes estratificadas 2-
4 dias, crecidas en camara de crecimiento con fotoperiodo a dias largos en medio MS 1X
sin sacarosa. C) Area y longitud de diferentes lineas mutantes estratificadas 2-4 dias,
crecidas en camara de crecimiento con fotoperiodo a dias largos en medio MS 1X sin
sacarosa.

Para continuar caracterizando estos genes decidimos analizar mutantes
de insercion de T-ADN donde estos genes se encuentran interrumpidos.
Las mutantes de insercion de T-DNA de ambos genes se crecieron
durante 1 semana aproximadamente en medio MS 0.5X en cuarto de
crecimiento y posteriormente se trasplantaron a placas suplementadas
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con diferentes tipos de estrés abidtico y hormonas durante 2 semanas
mas, en la busqueda de algun fenotipo. Los diferentes tipos de estrés
probados fueron: frio (4°C, 2 dias), estrés hidrico (PEG 8%), estrés salino
y osmético (NaCl 50 mM y 100 mM; KCI 50mM; Manitol 200 mM), auxinas
(IAA 10 uM), citocininas (cinetina pM), acido abscisico (10 uM); de esta
primera busqueda sélo la mutante mostrd fenotipo y sélo bajo un estrés
salino de 100 uM. Se observa una menor tolerancia a estrés salino, donde
las plantulas de SALK_ 049922 se mostraron cloréticas y con un menor

tamafno en comparacion con plantas silvestres o lineas SALK 023866.

94%

10%

WT  SALK_049922

WT SALK_049922

Figura 39 La mutante de insercién de T-ADN muestra una menor tolerancia a estrés
salino. A)Fenotipo de plantulas de rt1 de 3 semanas de edad crecidas en medio
MS 0.5X con NaCl 100 mM. B) Fenotipo de plantulas de rt1 crecidas en medio MS
0.5X con NaCl 100 mM. C) Porcentaie de supervivencia de nlantulas crecidas en

También observamos una respuesta reducida a ABA en germinacién, de
nuevo soélo en las mutantes de T-DNA homocigotas en At5g36905 en un
barrido de concentraciones de 0.25 a 1 uM, donde a mayor concentracion

de hormona se podia observar una mayor tasa de germinacion en estas
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mutantes comparadas con plantas silvestres, como se muestra en la

figura 40.

A) ABA0.25 pM ABA 0.5 uM ABA 0.75 pM ABA 1 pM

WT SALK 049922  WT SALK_ 049922 ~WT SALK 049922 WT SALK_049922

B)

100 -
90 -
80 - B owr
70 -
60 -
50 -
40 -
30
20 -

0
OuM 0.25uM 0.5 uM 0.75 uM 1 uM

[ SALK 042299

Figura 40 Porcentaje de germinacion de rt1 bajo diferentes concentraciones de ABA.
A) Fenotipo de semillas SALK_049922 en MS 0.5X, bajo diferentes concentraciones de ABA.
B) Grafico de germinacién de SALK_ 049922 bajo diferentes concentraciones de ABA.

69



8 DISCUSION
Es muy claro a la fecha que los diferentes elementos transponibles y

especialmente retroposones no son solo elementos parasitos sino que
pueden tener funciones importantes para los organismos que los
hospedan, este es también el caso para plantas, su papel en la evolucién
de sus organismos hospederos estda bien documentada funcionando
esencialmente como generadores de variacion y regiones regulatorias,
pero también aunque a una menor tasa como generadores de nuevos
genes (Volff, 2006). En este trabajo analizamos un nuevo set o familia de
genes con dominio de reverso transcriptasa del tipo RVT-Znf en
Arabidopsis, caracterizando estos genes encontramos que estan solo
presentes en eucariotas y sobrerrepresentados en Viridiplantae,
especialmente en el grupo de traqueofitas, aunque también existen
representantes en otros grupos, estos estan en mucho menor numero, su
diversificacion y abundancia en plantas y especialmente en plantas
vasculares, podria sugerir que esta familia de genes pudo tener un papel
en la evolucion de plantas y su transicion a la tierra; en analisis
bioinformaticos por microarreglos, donde observamos expresidon tejido
especifica en floema también sugiere que pudieron ser innovaciones en
este tejido que ayudaron a la diversificacion de plantas terrestres, o
funcionar como molecular senales en el flujo de translocacién del floema
(Lucas et al. 2001, 2004).

Analisis filogenéticos utilizando el dominio de reverso transcriptasa RVT-
Znf nos permitid inferir que estos genes se pudieron originar a partir de
retroposones del tipo no LTR, o bien , de intrones del grupo II; sin
embargo, analisis estructurales de esta familia de genes en Arabidopsis
apunta a que el escenario mas probable sea el primero, dado que en
muchos de estos genes de Arabidopsis se pueden observar otros
dominios propios de retroposones de tipo no LTR, como el dominio de

reverso transcriptasa mismo, y no se pudieron observar elementos
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reconocibles del grupo Il de intrones, por lo que podemos concluir que

estos genes evolucionaron a partir de un retroposon del tipo no LTR.

A su vez estos genes en Arabidopsis poseen ademas de este dominio de
RT atipico, otros dominios propios de genes eucariotas importantes como
el de protein cinasa (PKc), que se sabe estan involucrados en una gran
variedad de rutas de sefalizacion, o un motif de unién a acidos nucleicos
muy parecido del tipo CCHC4, muy parecido al que se encuentra
insertado dentro del dominio de RTV-Znf, entre otros; ademas de que
carecen de dominios caracteristicos de elementos transponibles como el
dominio de RNasa H, lo que les impediria cumplir su funcién como una RT
de TE funcional, pudiendo funcionar mas bien en el procesamiento de
acidos nucleicos como por ejemplo: union, transporte, degradacion o

sintesis, etc., o incluso en interacciones proteina-proteina, en Arabidopsis.

Debido a que varios de los transcritos de estos genes se encontraron en
las bases de datos de microarreglos, indicando que algunos de estos
genes son transcripcionalmente activos, y pueden tener una funcion como
genes endogenizados, decidimos probar si estos genes son en verdad
funcionales y tienen un papel en el desarrollo de Arabidopsis, de ser asi,
estos deberian responder a los principales reguladores de crecimiento.

Analisis por pCR nos permitié verificar

Los tratamientos con reguladores del crecimiento demostraron que estos
genes son regulados de manera coordenada bajo diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiento, por ejemplo con auxinas
a 1 uM todas las hormonas se indujeron de manera significativa, al igual
bajo 100 nM de acido salicilico casi todos los genes se reprimieron de
manera significativa; bajo cinetina 1 yM, todos los genes también fueron
inducidos, excepto por At2g19100, que es reprimido de manera
significativa bajo estas condiciones, con el tratamiento con acido
abscisico 1 yM también todos los genes se indujeron excepto por
At3g25270, que no mostré cambios significativos. Todo lo anterior indica
que ademas de expresarse de manera coordinada de manera tejido

especifica y también se expresan de manera coordinada por diferentes
71



reguladores de crecimiento, lo que sugiere que estos genes pueden
actuar de manera controlada por el huésped y pueden tener funciones

redundantes en Arabidopsis.

Analisis de los promotores de At5g36905 y At4g29090 demostraron que
estos promotores son funcionales y ambos genes presentan basicamente
el mismo patrén de expresion en etapas tempranas, en tricomas, raiz,
hidatodos, tallo y apice, indicando de igual manera que con los otros
analisis bioinformaticos y por gPCR una funcién redundante. At5g36905
pudo también ser analizada en etapa adulta donde se expreso en
concordancia de nuevo con los analisis bioinformaticos, en tejido vascular

en hoja de roseta; ademas de en flor, especificamente en carpelo.

Los analisis con mutantes homocigotas de insercion de T-DNA donde
estos genes se encuentran interrumpidos, demostraron que estos genes
tienen fenotipo parecido en etapas tempranas en Arabidopsis, teniendo
una menor tasa de germinacion que plantas silvestres y un menor tamafno
en general, medido en area y longitud. Las mutantes homocigotas de
At5g36905 también mostraron fenotipo bajo estrés abidtico, en respuesta
a estrés salino, donde las mutantes mostraron ser hipersensibles a 100
mM de NaCl. Es necesario sin embargo, para tener de manera completa
estos ensayos evaluar si la sobreexpresién de este gen confiere 0 no
mayor tolerancia a este estrés en Arabidopsis o bien, el silenciamiento
también muestra hipersensibilidad. Asi como llevar a cabo ensayos de
complementacion y utilizar controles hipersensibles a NaCl como sos7,
S0s2 0 s0s3, disponibles en ABRC. Las plantas mutantes para At5g36905
también tuvieron fenotipo ante acido abscisico durante germinacion, las
plantas silvestres mostraron dormancia caracteristica en respuesta a esta
hormona; sin embargo, las plantas mutantes parecen ignorar esta sefal,
ya que no muestran dormancia o la presentan de manera reducida. Para
completar estos ensayos también se deben evaluar plantas silenciadas y
sobreexpresoras; ademas de usar controles mutantes deficientes en

senalizacion a ABA como abi3 disponible en ABRC.
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9 PERSPECTIVAS

Aunque la actividad bioquimica de estos genes o el dominio de RVT-Znf
no ha sido evaluada y seria muy importante evaluar esta actividad,
asumimos que puede tener un papel en el procesamiento de acidos
nucleicos y la interaccidn de proteina-proteina. También se desconoce si
estos genes poseen una funcion de reverso transcriptasa. Estos analisis
propuestos darian luz sobre la funcién y patrones de acumulacién de sus
posibles productos o sustratos; asi como su capacidad de uniéon o
modificacion de acidos nucleicos. Asi como analisis genéticos y

moleculares mas detallados para determinar su funcién en Arabidopsis.

En resumen, se puede concluir que los miembros de esta familia muy
probablemente son endogenizaciones que derivaron de retroposones del
tipo no LTR, son transcripcionalmente activos y su expresion es regulada
de manera coordinada por diferentes reguladores del crecimiento y a nivel
tejido especifico, sugiriendo que pudieron haber adquirido funciones
reguladas por la planta para su desarrollo. Por ultimo puede proponerse
que esta familia pudo haber emergido como una innovacion durante la
colonizacion de la tierra por las plantas pudiendo tener un papel

potencialmente significativo.
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