CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS DEL
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD IRAPUATO

El gen BOL como posible modulador de la via de
jasmonatos en plantas vasculares

TESIS QUE PRESENTA

LGA Beatriz Esperanza Ruiz Cortés

PARA OBTENER EL GRADO DE

Maestra en Ciencias

EN LA ESPECIALIDAD DE

Biotecnologia de Plantas

DIRECTORA DE LA TESIS: Dra. Nayelli Marsch Martinez

Irapuato, Guanajuato 9 de Julio, 2018



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, por el apoyo otorgado para la

realizacion de mi posgrado con la beca numero 587886.

Al CINVESTAV Unidad Irapuato, por haber sido la institucion que me ayudo a

realizar mi posgrado.

A la Dra. Nayelli Marsch Martinez, por haber aceptado ser mi mentora y haber sido
fuente de inspiracion, por sus grandes consejos y paciencia durante estos afios, sin

sus aportaciones al mundo de la ciencia, este trabajo no habria sido posible.

Al grupo del laboratorio de Identidad Celular, Juan Carlos Ochoa, David Diaz,
Yolanda Duran, Ury Diaz, y Hugo Lazcano, por el apoyo académico y emocional

gue me brindaron durante la realizacion de este trabajo.

Al grupo del laboratorio del Dr. Stefan de Folter, por la ayuda que me otorgaron

durante este trabajo.

A Omar Hernandez del laboratorio del Dr. Martin Heil, por su colaboracion con el

experimento de la cuantificacién de &cido jasmonico.

A los chicos que estuvieron de estancia en el laboratorio, Fatima Tornero, Ricardo

Santis y Leandro Alcocer, por la ayuda brindada en los experimentos de esta tesis.

Al personal administrativo de CINVESTAYV lIrapuato, Dora, Diana y Juan Pablo.



DEDICATORIA

A mis padres Beatriz Cortés Leyva y Roberto Ruiz Gomez, por ser mi ejemplo de
vida, por creer siempre en mi y por apoyarme incondicionalmente en todo, todos

mis logros son gracias a ellos.

A mi hermano Roberto Esteban Ruiz Cortés, por ser una de las fuerzas que me

hicieron creer en mi misma y siempre salir adelante.

A mi familia, mis abuelos, mis tios y primos, por estar en todo momento a mi lado

animandome a cumplir mis metas.

A mis suegros Roberto y Graciela, por ser mi segunda familia y por ayudarme

siempre con las dificultades que se presentan en la vida.

A los amigos que hice en Irapuato, Paulina, Elsa, Mayté, Paul, Fernando, Vincent,
Tona, Kary, Karla, Yola, David y Ury, por todo su apoyo, todos los buenos momentos

gue hemos vivido juntos y todos los que nos faltan por vivir.

A mis mejores amigos, Nayeli Cardenas Barajas y Sergio Gonzéalez Vargas, por ser
mis confidentes, mi fuerza, mi apoyo en tiempos dificiles y por motivarme a alcanzar

mis metas.

A mi esposo Joel, por ser mi fuerza todos los dias, por motivarme a seguir adelante

y ayudarme a cumplir mis suefios, por ser mi mejor amigo y un gran esposo.

A todos ustedes, muchas gracias, este trabajo no habria sido posible sin todo

Su apoyo.



RESUMEN

El acido jasmonico (JA) y sus derivados, comunmente conocidos como
jasmonatos, son hormonas vegetales que se han estudiado principalmente como
sefales en la respuesta al estrés en las plantas y recientemente en los procesos de
desarrollo. Estas respuestas son el resultado de una cascada de sefializacion que
involucra factores de transcripcion que modulan la expresion de genes. BOLITA
(BOL) es un factor de transcripcion cuya sobreexpresion en Arabidopsis causa la
reduccion del tamafio de la planta y la formacion de callos ectdpicos en las raices,
mientras que la pérdida de funcion de la mutante presenta una alteracion en la
formacion de los érganos florales. Un estudio transcriptdmico reciente mostré que
varios genes implicados en la via biosintética y de sefalizacion de jasmonatos
tienen una expresion diferencial entre las plantas que sobreexpresan BOL vy las
plantas silvestres (WT). Ademas, los niveles de JA se han comparado en plantas
que sobreexpresan BOL y plantas silvestres, y se observé un incremento de 2 veces
en Arabidopsis y un aumento de 6 veces en plantas de tabaco. Con esta evidencia
y el hecho de que los jasmonatos causan una reduccion de la planta de tamafio que
se asemeja a los fenotipos de los sobreexpresores de BOL, hipotetizamos que BOL
podria estar involucrado en la via del JA. Para probar esta hipétesis, empleamos
una linea inducible de BOL para monitorear cambios en la expresién de genes de
jasmonatos y el aumento en el nivel de JA en diferentes momentos después de la
induccion de BOL, asi como observaciones fenotipicas de mutantes de BOL con
aplicacion ectopica de JA y la evaluacién de la respuesta de BOL a perturbaciones
en laruta de JA. Se encontrd que el gen JAZ8 esta sobreexpresado a tiempos cortos
de la induccién de BOL, pero esta reprimido a tiempos largos en plantas que
presentan ganancia de funcién de BOL. Se observé también que las raices de
plantas silvestres tratadas con MeJA tenian una longitud similar a las plantas
sobreexpresantes de BOL, ademas de que ésta Ultima parece ser mas responsiva
a jasmonatos que la planta silvestre, al contrario de la mutante de pérdida de funcién
que fue menos responsiva. La aplicacion exdégena de JA a inflorescencias de
mutantes de pérdida de funcion de BOL permitid una recuperacion parcial del

fenotipo, sugiriendo que el fenotipo alterado podria deberse parcialmente a una



disminucién del contenido de JA. Ademas, después de inducir la actividad de BOL
se pudo observar un aumento de la acumulacién de acido jasmonico. Por otro lado,
la inhibicion de la sintesis de jasmonatos provoco una expansion del dominio de
expresion de BOL y una expresion ectopica. Estos resultados demuestran que al
menos una parte de las funciones de BOL esta relacionada con la ruta de
jasmonatos. Parece existir retroalimentacion entre el factor de transcripcion y la ruta
de jasmonatos, ya que perturbaciones en el factor afectan a la ruta, y perturbaciones
en la ruta también afectan la expresion del factor de transcripcion. Mas

experimentos en el futuro permitiran aclarar la naturaleza de esta relacion.



ABSTRACT

Jasmonic acid (JA) and its derivatives, commonly known as jasmonates, are
plant hormones that have been mostly studied as signals that participate in the stress
response in plants and recently also in developmental processes. These responses
are the result of a signaling cascade, involving transcription factors that modulate
the expression of genes. BOLITA (BOL) is a transcription factor whose
overexpression in Arabidopsis causes the reduction of the plant size and ectopic
callus formation in roots, whereas the loss-of-function mutant presents an alteration
in the formation of the floral organs. A recent transcriptomic study showed that
several genes involved in the jasmonate biosynthetic and signaling pathway have a
differential expression between wild type (WT) and BOL overexpressing plants. Also,
the levels of JA have been compared in plants that overexpress BOL and WT, and
a 2-fold increase in Arabidopsis and a 6-fold increase in tobacco BOL
overexpressing plants was observed. With this evidence and the fact that
jasmonates cause a reduction of the size plant resembling the phenotypes of BOL
overexpressors, we hypothesize that BOL might be connected to the JA pathway.
To test this hypothesis, we employed a BOL inducible line to monitor changes in the
expression of jasmonate genes and the increase in JA level at different times after
BOL induction. We also performed phenotypic evaluations of BOL mutants
comparing mock or ectopic application of JA, and analyzed the changes in BOL
expression to disturbances in the route of JA. We found that the JAZ8 gene is
overexpressed at short times of BOL induction but is repressed when BOL is
constitutively expressed. We also observed that the roots of wild plants treated with
MeJA had a similar length to the BOL overexpressing plants, and that the latter were
more responsive to JA than wild type plants, in contrast to the loss-of-function mutant
that was less responsive. The exogenous application of JA to inflorescences of BOL
loss-of-function mutants allowed a partial recovery of their flower phenotype,
suggesting that the altered phenotype could be partially due to a decrease in the
content of JA. In addition, after inducing the activity of BOL, an increase in the
accumulation of jasmonic acid was observed. On the other hand, the inhibition of

synthesis of jasmonates caused an expansion of the expression domain of BOL and



its ectopic expression. These results indicate that at least part of the BOL functions
is related to the jasmonate route. There seems to exist feedback between the
transcription factor and the jasmonate pathway, because perturbations that affect
the factor also affect the pathway, and perturbations in the pathway also affect the
expression of the transcription factor. More experiments will allow to further

understand the nature of this relationship.
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1. INTRODUCCION
1.1. Jasmonatos

El &cido jasmonico (JA) y sus derivados, a los que comunmente se les conoce
como jasmonatos, son metabolitos derivados de lipidos del grupo de las oxilipinas
que tienen un papel en las plantas como sefiales en las respuestas al estrés y en
procesos de desarrollo (Kombrink, 2012). Estas hormonas vegetales pueden regular
procesos como la maduracion del fruto, crecimiento de la raiz, produccion de polen
viable y la resistencia de las plantas a patdégenos e insectos, ademas de respuestas
al estrés por ozono, luz ultravioleta y dafio mecanico (Creelman y Mullet, 1997;
Wasternack, 2007). Los jasmonatos estan presentes a través de toda la planta,
encontrandose las mayores concentraciones en tejidos en crecimiento como el
apice del brote, las puntas de las raices, frutos inmaduros y hojas jovenes

(Piotrowska y Bajguz, 2011).

1.1.1. Biosintesis de jasmonatos

Las oxilipinas son generadas en la ruta de lipoxigenasa, a partir del acido a-
linolénico (18:3) que se libera de las membranas del cloroplasto (Wasternack, 2007).
El acido a-linolénico es oxidado por la enzima 13-lipoxigenasa (LOX) a acido 13-
(S)-hidroperoxi-octadecatrienoico (13-HPOT), méas especificamente la enzima
LOX2, que se encuentra en cloroplasto, es la encargada de llevar a cabo este paso
(Bell et al., 1995). Posteriormente el 13-HPOT puede ser metabolizado a diferentes
clases de oxilipinas (Kombrink, 2012), pero uno de los pasos clave de la biosintesis
de JA es que el 13-HPOT sirve como sustrato para la enzima aleno-6xido sintasa
(AOS), que es deshidratado para formar un compuesto inestable llamado &cido 12-
13-epoxioctadecatriendico (12,13-EOT) (Park et al., 2002; Yan et al., 2013), que
después es ciclado por la enzima aleno-6xido ciclasa (AOC) al acido 12-
oxofitodiendico (OPDA) (Hamberg y Fahlstadius, 1990).



Las reacciones que se producen desde el acido a-linolénico hasta OPDA se
llevan a cabo en el plastido, donde el OPDA es transportado al peroxisoma (Yan et
al., 2013). El siguiente paso, que es la reduccion del anillo de la ciclo pentanona del
OPDA, es catalizado por la enzima oxofitodienoato reductasa (OPR). En
Arabidopsis existen 6 genes que codifican a OPR, pero hasta este afio solamente a
OPR3 se le habia considerado parte de la ruta de biosintesis de jasmonatos
(Schaller et al., 2000).

Estudios recientes realizados por Chini et al. (2018) demostraron que existe
una ruta alternativa de la biosintesis de jasmonatos, en la que el OPDA entra
directamente a la B-oxidacion para producir 4-5, didehidro-JA (ddh-JA), el cual es
reducido a JA por la enzima OPR2 (Chini et al., 2018; Howe 2018; Wasternack y
Hause 2018).

El producto obtenido por la reaccion catalizada por OPR3, que es conocido
como OPC-8, es sometido a tres ciclos de la B-oxidacion para obtener como
producto final el acido jasménico (Kombrink, 2012). Un esquema de la biosintesis

del &cido jasmonico esta representado en la Figura 1.
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Figura 1. Biosintesis de jasmonatos. Las enzimas que han sido cristalizadas se
indican en cajas amarillas; las letras verdes muestran mutantes en Arabidopsis y las
letras rojas en tomate (Wasternack y Hause, 2013). (acx1, acil-CoA-oxidasa 1; AOC,
aleno 6xido ciclasa; AOS, aleno oxido sintasa; coil, insensible a coronatina 1; 13-
HPOT, (13S)-acido hidroperoxioctadecatrienoico; jail, insensible a acido jasmonico
1; JAR1, JA-aminoacido sintetasa 1; a-LeA, acido a-linolénico; 13-LOX, 13-
lipoxigensasa; myc2, factor de transcripciéon bHLHzip MYC2; OPR3, oxofitodienoato
reductasa 3; OPC-8, 3-0x0-2-(2-pentenil)-ciclopentano-1-acido octandico; cis-(+)-
OPDA, cis-(+)-oxofitodienoato.

1.1.2. Derivados del &cido jasmonico

Posteriormente a la B-oxidacion, el acido jasmonico puede ser transportado
al citosol o puede ser sometido a diferentes modificaciones enzimaticas para dar
lugar a numerosos metabolitos derivados (Gfeller et al., 2010; Yan et al., 2013).



Algunas de las modificaciones que sufre el acido jasmoénico son las

siguientes:

e ElI grupo carboxilo Cl1 puede ser metil esterificado, conjugado con
aminoacidos, descarboxilado o glicosilado.

e El grupo carbonilo C6 puede ser reducido.

e El doble enlace C9:10 puede ser reducido.

e Hidroxilacién en el carbono C11 o C12 (Yan et al., 2013).
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Figura 2. Metabolitos producidos a partir del acido jasmaénico (Gfeller et al., 2010).

A pesar de la diversidad que existe de precursores, derivados y conjugados
del &cido jasmoénico, solamente algunos metabolitos como el metil-jasmonato
(MeJA), 7-jasmonoil-isoleucina (JA-lle) y el cis-jasmonato, asi como el acido
jasmonico libre y su precursor OPDA, son considerados como las formas bioactivas

de jasmonatos en plantas (Fig. 2) (Fonseca et al., 2009; Yan et al., 2013).



1.1.3. Percepcion y sefializacién de jasmonatos

Posteriormente a la biosintesis del acido jasmonico y sus derivados, estas
moléculas deben ser percibidas por la planta para poder inducir una respuesta. La
sefializacion de jasmonatos se da a través del médulo SCFC°'Y/JAZ/MYC2 (Fonseca
et al., 2009). Cuando hay un nivel bajo de JA-lle, molécula activa para la
sefalizacion por esta via, el factor de transcripcion MYC2 se encuentra unido a la
caja GCC en los promotores de genes de respuesta a jasmonatos, pero los genes
se encuentran reprimidos por la accion de las proteinas JAZ, la proteina adaptadora
NINJA (Novel Interactor of JAZ) y el corepresor TOPLESS. Frente a un estimulo, ya
sea estrés bidtico o abidtico o algun proceso de desarrollo, el nivel de JA-lle de las
plantas aumenta y el JA-lle se une al receptor COI1, que forma parte del complejo
SCFCO'1 en el que se encuentran las proteinas ASK1, culina, Rbx y la enzima
conjugadora de ubiquitina E2. Este complejo SCFCC! recluta a las proteinas JAZ y
las ubiquitina para ser degradadas por el proteasoma 26S, lo que hace que el
complejo represor se desensamble, liberando a MYC2 para poder transcribir los
genes responsivos a jasmonatos, tales como los genes JAZ (Fig. 3) (Chini et al.,
2007; Thines et al., 2007; Kombrink, 2012).
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Figura 3. Percepcidon de los jasmonatos y sefializacion de genes responsivos a
jasmonatos (Kombrink, 2012). (ASK1, cinasa reguladora de sefiales de apoptosis 1;
COl1, insensible a coronatina 1; E2, enzima conjugadora de ubiquitina; JAZ,
proteina de jasmonatos de dominio ZIM, MYC2, factor de transcripcion bHLH zip
MYC2; NINJA, (Novel Interactor of JAZ) nuevo interactor de JAZ; Rbx, proteina de
caja RING; TPL, TOPLESS; Ub, ubiquitina).

1.1.4. Actividad bioldgica de los jasmonatos

Los jasmonatos modulan la expresién de muchos genes, lo que hace que
regulen diversos procesos en la planta como su crecimiento, desarrollo y las
respuestas a estreses bidticos y abioticos (Creelman y Mullet, 1997). Inicialmente,
a los jasmonatos se les atribuyé un papel como inhibidores del crecimiento de
plantas, pero a partir de la década de los 80 se empezaron a encontrar otros efectos
como el incremento en los rendimientos en cultivos de fresa, soya, cafia de azucar

y jitomate.

Sin embargo, una de las funciones que mas ha sido estudiada es como
regulador de la respuesta de defensa frente a una herida mecanica o por la accion
de un patdégeno (Eng, 2008). Muchas de estas funciones han sido identificadas por
la aplicacion exdégena de jasmonatos o a través del estudio de mutantes de genes

de la ruta biosintética o de sefializacion.

1.1.4.1. Respuesta al estrés

Los jasmonatos son una sefial esencial para la defensa de la planta contra la
herbivoria de insectos y un amplio espectro de patdgenos, especialmente hongos
necrotroficos. Las propiedades de defensa de los jasmonatos ha sido estudiada
ampliamente en las Ultimas décadas y no existe ningln reporte sobre efectos
negativos de los jasmonatos en la defensa de la planta contra insectos (Yan et al.,
2013).



Se ha reportado que después de un dafio mecanico o un dafio causado por
herbivoria, el nivel de jasmonatos en la planta aumenta en el sitio del dafio y
posteriormente en toda la planta (Reymond et al., 2004; Glauser et al., 2008; Bari y
Jones, 2009). Ademas, el dafio a la planta o la aplicacibn exdgena de acido
jasmonico o metil-jasmonato provoca la sobreexpresion de genes de la ruta de
biosintesis de jasmonatos (Leon y Sanchez-Serrano, 1999; Lorenzo y Solano, 2005;
Mueller, 2007; Yan et al., 2013). Los jasmonatos también estan implicados en la
inmunidad sistémica, transmitiendo informacién a larga distancia a través de la

planta (Truman et al., 2007).

Para poder ejercer su rol en defensa, los jasmonatos regulan diversos
procesos en la planta como la sintesis de metabolitos secundarios toxicos,
produccion de barreras morfoldgicas o cambios en la tasa de crecimiento vegetativo
(Koo y Howe, 2009).

1.1.4.2. Regulacién del desarrollo de la planta

El papel de los jasmonatos en el desarrollo de las plantas no ha sido

estudiado tan ampliamente como su rol en defensa (Balbi y Devoto, 2008).

Sin embargo, los jasmonatos también ejercen una funcion sin la presencia de
algun dafio mecanico o estrés. Algunas sefales producidas durante el desarrollo
reproductivo, como péptidos u oligosacaridos derivados de la pared celular, pueden

promover la sintesis de jasmonatos en algunos tejidos (Koo y Howe, 2009).

Los procesos de crecimiento de la planta que regulan los JA son inhibidos a
concentraciones medias (10 a 10°® M) de jasmonatos; sin embargo, otros procesos
de morfogénesis, como la senescencia o maduracion de los 6rganos, son

promovidos o acelerados (Parthier, 1991).

Una de las funciones de los JA gue mas relevancia tiene en el desarrollo es
como inhibidores del crecimiento. Estudios como el de Zhang y Turner (2008)

muestran que el aumento en los niveles de JA en la planta reducen su crecimiento
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en un 50% y que este proceso es debido a una inhibicidon de la mitosis, reduciendo
el numero de células de la planta, ademas que, observaciones en otros estudios
muestran que la aplicaciébn exdgena de MeJA reduce el crecimiento de la raiz
principal también en un 50% (Staswick et al., 1992).

Otra de las funciones que se le ha atribuido a los JA es como promotores del
desarrollo de d6rganos reproductivos. Se ha demostrado que mutantes en la
biosintesis y percepcion de JA como aos, opr3 o coil presentan infertilidad
masculina, debido a que hay una dehiscencia retrasada de las anteras al tiempo de
la floracién, los filamentos no se elongan lo suficiente al nivel del estigma, y menos
del 97% del polen de las anteras es viable (Wasternack y Hause, 2013; Yan et al.,
2013; Qi et al., 2015).

Estudios recientes han demostrado que la regulacién de la transicion del
meristemo de inflorescencia a meristemo floral también esté regulada por JA (Yuan
y Zhang, 2015).

En plantas monocotiledoneas, como arroz y otros cereales, las
inflorescencias se componen de espiguillas (ramas cortas y condensadas que
contienen estructuras parecidas a hojas llamadas glumas o bracteas que rodean a
las flores). En estudios recientes se ha demostrado que algunas proteinas
implicadas en la biosintesis y percepcion de JA afectan el desarrollo de las
espiguillas, por ejemplo, plantas de arroz mutantes en la aleno Oxido ciclasa
(OsAOC) presentan una floracion mas temprana, pero las bracteas mas alta y mas
baja son estériles. Ademas, en maiz los JA juegan un rol muy importante en la
determinacién del sexo de las plantas, ya que es una lipoxigenasa involucrada en
la sintesis de JA la que establece que en el meristemo floral, inicialmente bisexual,
se produzca la muerte celular del primordio de pistilo (Acosta et al., 2009; Yuan y
Zhang, 2015). Por otro lado, mutaciones en los genes OPR7 y OPRS8, también en

maiz convierten las inflorescencias de masculinas a femeninas (Yan et al., 2012).

Debido a la interaccidn que se presenta entre las auxinas y JA, a éstos

altimos se les puede atribuir un papel en la formacion de raices laterales y



adventicias. En apoyo a esta idea, mutantes insensibles a JA como coil-16,
producen menos raices laterales y mas raices adventicias (Wasternack y Hause,
2013).

1.1.5. Reguladores transcripcionales de la ruta de jasmonatos

Los factores de transcripcion son proteinas que se unen al ADN y regulan la
expresion de genes. La regulacion transcripcional de los genes eucariéticos durante
el desarrollo 0 como respuesta a sefiales extracelulares es central para la expresion
de genes en tejidos y etapas especificas y para la regulacion de la actividad génica

en respuesta a un estimulo especifico (Tjian y Maniatis, 1994; Latchman, 1997).

Como ya se habia mencionado, en la ruta de percepcion y sefalizacion de
jasmonatos intervienen reguladores transcripcionales como MYC2, quienes regulan
genes de respuesta a jasmonatos. Ademas, en la literatura se han reportado
algunos otros factores que regulan transcripcionalmente la via de los jasmonatos.
Por ejempilo, Ito et al. (2007), demostraron que el factor de transcripcion AGAMOUS
controla el desarrollo de los estambres en Arabidopsis a través de la regulacion
directa del gen biosintético de jasmonatos DAD1. Van der Does et al. (2013),
reportaron que a través de un efecto negativo en el activador transcripcional ORAS9,
la ruta del acido salicilico inhibe la sefalizacion de jasmonatos rio abajo del
complejo COI1-JAZ, uniéndose a la caja GCC de los promotores de los genes
responsivos a jasmonatos. Song et al. (2011) especularon que las proteinas JAZ
interactian con MYB21 y MYB24 para disminuir su funcion transcripcional, asi
cuando COI1 recluta a las proteinas JAZ, éstas se degradan en el proteasoma,
liberando a MYB21 y MYB24 que activan la expresion de varios genes esenciales
para el desarrollo de la antera y la elongacion de los filamentos en Arabidopsis. Con
nuevos reguladores de la via de jasmonatos siendo descubiertos en los ultimos
afos, es muy posible que aun no se haya descrito por completo la ruta y que mas

reguladores puedan ser encontrados en futuros trabajos.



2. ANTECEDENTES

2.1. El gen BOLITA

El gen BOLITA (BOL) codifica a una proteina de 306 amino&cidos cuya
funcién es de un factor de transcripcion perteneciente a la familia ERF y que
contiene un dominio AP2/ERF (Marsch-Martinez et al., 2006). En el genoma de
Arabidopsis el gen DORNROSCHEN / ENHANCER OF SHOOT REGENERATION
1 (DRN/ESR1) es el homdlogo méas cercano a BOL, el cual se ha reportado que
mantiene y regenera el meristemo, ademas que comparte similitud con BOL en que

ninguno de los dos contiene intrones (Kirch et al., 2003).

El gen BOL fue caracterizado en una mutante encontrada en 2002 por
Marsch-Martinez et al., por medio de lineas sobreexpresantes de Arabidopsis y
tabaco y de una mutante de ganancia de funcion en Arabidopsis llamada bol-D,
obtenida por la técnica activation tagging, la cual permite realizar inserciones en el
DNA de la planta que son capaces de activar genes, usando el sistema de
transposones En-lI de maiz (Marsch-Martinez et al., 2002, 2006). El gen BOL ha
sido denominado de diferentes formas por otros grupos de trabajo. Kirch et al.,
(2003) llamaron al gen DORNROSCHEN-LIKE (DRNL) por la homologia presentada
con DRN/ESR1, e lkeda et al. (2006) lo denominaron ENHANCER OF SHOOT
REGENERATION 2 (ESR2), por la funcién que el gen tiene en la regeneracion de
los brotes.

2.1.1. Patrén de expresién de BOL

Marsch-Martinez et al. (2006), y Nag et al. (2007) utilizaron lineas reporteras
del gen BOL (pBOL-GUS y pDRNL-GUS, respectivamente) para realizar una

analisis de expresion espacial y temporal de BOL en plantas de Arabidopsis.
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La expresién de GUS en ambas lineas reporteras fue detectada en diferentes
etapas del desarrollo y el patrén de expresion se presentd en regiones similares. En
el embridn, BOL se expresa en la punta de los cotiledones en desarrollo (Figura 4
E). En los primeros dos dias de edad de las plantulas (Figura 4 A, F) la actividad de
GUS fue detectada en el meristemo apical del brote y en las regiones distales de
los cotiledones. En plantulas de 5 dias de edad (Figura 4 B, G) la sefial de GUS va
perdiendo intensidad en el meristemo apical del brote y se vuelve mas intensa en
los primordios de hoja. Las hojas jovenes se tifien primero en la punta (Figura 4 H)
y posteriormente en puntos separados en el borde de la hoja (hidatodos) (Figura 4
D, G). Ademas, las hojas maduras también muestran una tincion en brotes axilares
jovenes (Figura 4 D), pero la sefal de los hidatodos se va perdiendo. En etapas

posteriores del desarrollo, como en las inflorescencias, la sefial de GUS es

detectable en los pétalos y estambres en desarrollo (Figura 4 1) (Marsch-Martinez
et al., 2006; Nag et al., 2007).
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Figura 4. Patrén de expresion de BOL. (A-D) Plantas pBOL-GUS. (A) Plantula de 1
dia después de la germinacion (ddg). (B) Plantula de 3 ddg. (C) Plantula de 13 ddg.
(D) Planta adulta en etapa de floracion. (E-l) Plantas pDRNL-GUS. (E) Embrién. (F)
Plantula muy joven, previa a la emergencia de hojas. La flecha muestra el meristemo
apical del brote. (G) Plantula que muestra expresion de BOL en los hidatodos
(flecha). (H) Corte longitudinal de una plantula de pDRNL-GUS. La flecha muestra
el meristemo apical del brote. (1) Inflorescencia en etapa 9. (Modificado de Marsch-
Martinez et al., 2006, Cuadros A-D; y Nag, et al., 2007, Cuadros E-I).

2.1.2. Mutante bol-D

La mutante bol-D, que es una mutante de ganancia de funcion del gen BOL,
presenta alteraciones drasticas en el desarrollo de la planta. Esta mutante tiene una
roseta de un tamafio muy pequefio, que mide desde 0.5 a 1 cm. Las hojas son de
tamafo pequefio, no tienen peciolo, la lamina no es plana y presentan epinastia
(curvatura hacia abajo) (Figura 5 A). Ademas, la elongacién del tallo se ve afectada
en esta mutante, por lo que una planta adulta llega a medir alrededor de 3 cm de

altura (Figura 5 B), que representa una reduccion del tamafio de mas de 10 veces

en comparacion con una planta silvestre (Marsch-Martinez et al., 2006).

Figura 5. Fenotipo de la mutante bol-D. (A) Comparacion de hojas de la roseta de
plantas bol-D y silvestres. (B) Planta adulta de bol-D de mas de 4 semanas de edad
(Marsch-Martinez et al., 2006).
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Las flores de la mutante bol-D también se ven afectadas. Los capullos florales
se encuentran agrupados juntos (Figura 6 B), y en las flores maduras de plantas
jovenes los pétalos son cortos con coloracion verde y las anteras son cortas sin
polen visible (Figura 6 A). Sin embargo, en plantas de mayor edad las flores
recuperan parcialmente el fenotipo silvestre, presentando una reducida fertilidad
masculina, ademas de que las silicuas son mas cortas y mas anchas que las
silvestres (Figura 6 B). La mutacion que ocasiona que la expresion de BOL se
potencie es semi-dominante, por lo que los fenotipos que se obtienen de diferentes

plantas bol-D pueden variar (Marsch-Martinez et al., 2006).

Figura 6. Fenotipo de flores y silicuas de plantas bol-D. (A) Flor madura de planta
joven bol-D. (B) Comparacién entre silicuas de plantas bol-D y silvestres (Modificado
de Marsch-Martinez et al., 2006).

2.1.3. Sobre expresién de BOL en tabaco

El gen BOL parece tener funciones conservadas en otras plantas. De igual
manera que en plantas bol-D en Arabidopsis, las plantas con sobreexpresion de
BOL en tabaco (35S-BOL) presentan hojas curvadas y mas pequefias que las
plantas silvestres (Figura 7 B) y su patron de venacion se ve alterado (Figura 7 E,

F). Las flores de estas plantas también presentan cambios en su morfologia, sus
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pétalos son mas amplios que los silvestres y las flores desarrollan, entre los pétalos

y sépalos, pétalos ectopicos mas pequefios (Figura 7 C), -curvados

longitudinalmente y en algunas veces cerrados formando un circulo parecido a la

corola de la flor (Figura 7 D) (Marsch-Martinez et al., 2006).

Figura 7. Fenotipo de plantas de tabaco 35S-BOL. (A) Planta 35S-BOL comparadas
con la planta silvestre; (B, E y F) hojas silvestres y 35S-BOL. (B) Curvatura de las
hojas 35S-BOL (arriba) y de las plantas bol-D (abajo) en comparacién con plantas
silvestres. (E y F) El patron de venacion en las plantas 35S-BOL se encuentra
desorganizado en comparacion con la planta silvestre. (C y D) Comparacion entre
flores 35S-BOL vy silvestres. (C) Las flores 35S-BOL son mas grandes y presentan
pétalos ectopicos entre los pétalos y sépalos. (D) Algunos pétalos ectopicos se
cierran para formar un tubo parecido a la corola de la flor silvestre (Marsch-Martinez
et al., 2006).
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2.1.4. Mutante drnl-2

En 2007, Nag et al. caracterizaron a drnl-2, mutante de pérdida de funcion
del gen BOL, en una busqueda de potenciadores (“enhancers”) o supresores de los
fenotipos de pistillata-5 (pi-5) para identificar nuevos genes que estuvieran
involucrados en el desarrollo de pétalos y estambres. En esta busqueda de
mutantes se encontré que la pérdida de funcion de DRNL hacia mas severo el
fenotipo de pi-5, cuyo fenotipo, en el que en las flores de las mutantes los sépalos
crecen en el verticilo donde deberian crecer los pétalos, se ve afectado en que la

planta no desarrolla estambres.

El defecto més evidente en el fenotipo de la planta mutante drnl-2 se observa
en el tercer verticilo floral, en el que los estambres se convierten en Grganos
parecidos a filamentos (Figura 8 A, C, D). En plantas silvestres, en el tercer verticilo
se desarrollan en promedio 5.88 6rganos, pero en la mutante drnl-2 en promedio
crecen 3.11. Comunmente estos O6rganos son filamentos que se parecen a los
filamentos de las anteras, pero son mas cortos y en la mayoria no se observa
ninguna antera, aungque en los pocos estambres que se desarrollan el polen es
viable (Nag et al., 2007).

Los pétalos de la mutante drnl-2 también presentan pequefios defectos.
Aunque el numero de pétalos no cambia, son mas cortos, arrugados y menos
lobulados que en la planta silvestre; ademas, algunos de los sépalos se desarrollan

como pétalos (Figura 8 B) (Nag et al., 2007).
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Figura 8. Flores mutantes drnl-2. (A) Flor mutante drnl-2. La flecha muestra el
filamento que crece en el tercer verticilo. (B) Flor mutante drnl-2. La flecha muestra
un sépalo que adquiri6 identidad de pétalo. (C) Micrografia electronica de barrido de
una flor mutante drnl-2. Tres sépalos y un pétalo fueron disectados para permitir la
visualizacién de los 6rganos del tercer verticilo. La flecha muestra el filamento. (D)
Micrografia electrénica de barrido de una flor mutante drnl-2 a la que se le han
removido los érganos de los verticilos 1 y 2, dejando tres filamentos alrededor del
gineceo (Modificado de Nag et al., 2007).

2.2. Posible relacion entre el gen BOL y la ruta de JA

Al analizar las mutantes tanto de ganancia como de pérdida de funcién, se
observaron algunas caracteristicas reminiscentes de efectos del incremento o
disminucién del contenido, sensibilidad o respuesta a JA. Por ejemplo, la inhibicién
del crecimiento en las plantas con ganancia de funcion, y las alteraciones del
desarrollo de anteras en las mutantes con pérdida de funcién. Ambas caracteristicas

reportadas en la literatura parecian ser similares.
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Otra similitud relevante es la secuencia presente en regiones regulatorias que
responden a JA o a BOL. Estudios de genes de respuesta a jasmonatos han
identificado al elemento GCC en los promotores de dichos genes, como un elemento
de respuesta a jasmonatos (Brown et al., 2003; Xu y Timko, 2004; Van der Does et
al., 2013; Zarei et al., 2013). Es interesante que el elemento GCC también se haya
reportado como el sitio que BOL reconoce en el promotor de uno de los genes que

se ha propuesto como blanco (Eklund et al., 2011).

Debido a estas similitudes, es posible que haya una relacién cercana entre
el factor de transcripcion BOL y la ruta de jasmonatos. Ademas, en el laboratorio se
ha observado un incremento en el contenido de jasmonatos en las mutantes con
ganancia de funcion de Arabidopsis, y lineas transformates sobreexpresantes de
tabaco (Duran-Medina, 2013).

2.3. Expresién diferencial de genes en mutantes del gen BOL
2.3.1. Microarreglo

Para poder investigar si la sobreexpresion de BOL altera la expresion de otros
genes que puedan estar provocando el fenotipo de la alteracién del desarrollo en la
mutante bol-D, Marsch-Martinez et al. (2006), realizaron un analisis de transcripcion
global empleando un microarreglo, comparando los transcritos de las hojas mas
jovenes de plantas bol-D y silvestres. Los resultados mostraron que varios genes
relacionados con el metabolismo y transporte de lipidos y genes de histonas se
encontraban sobre regulados. Por otro lado, genes involucrados en sefalizacion,
regulacion transcripcional y sefalizacion, y biosintesis de hormonas se encontraban

reprimidos.

De un total de 1,427 genes con un cambio en la expresibn mayor o menor a
1.3 (logaritmo base 2 de la proporcion en que que aumentd o disminuyo la
expresion, indicado como “fold change”, FC, en la tabla 1), se encontraron 5 genes

relacionados con jasmonatos, los cuales se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Genes relacionados con jasmonatos con un cambio en la expresion en el
microarreglo de Marsch-Martinez et al. (2006).

Locus Descripcion FC
AT1G32640 Proteina bHLH ATMYC2, JAI1, JIN1, RD22BP1 -2.02
AT1G17990 12-oxofitodienoato reducatasa (OPR) -2.08
AT5G42650 Aleno 6xido sintasa (AOS) -2.36
AT2G06050 12-oxofitodienoato reductasa (OPR3) (DDE1) -2.57
AT1G76690 12-oxofitodienoato reductasa (OPR2) -3.04

2.3.2. Transcriptoma

Los datos del microarreglo de Marsch-Martinez (2006) fueron obtenidos
comparando plantas silvestres con plantas que expresaban constitutivamente el gen
BOL (bol-D), lo que sabemos que causa una reduccién en el tamafio de la planta.
Zhang y Turner (2008) demostraron que al provocar una inhibicién del crecimiento
de la planta aumenta el nivel exdgeno de acido jasménico debido al estrés. Por lo
tanto, para comprobar que el cambio en la expresion de genes de jasmonatos en el
microarreglo de Marsch-Martinez (2006) no era debido al estrés ocasionado por la
reduccion del tamafio de la planta bol-D, sino por la accion del gen, en el laboratorio
de Identidad Celular de Plantas de Cinvestav-Unidad Irapuato se procedié a hacer
uso de la linea transformante 35S-ESR2-ER. Esta linea es utilizada para inducir la
actividad del gen BOL, ya que contiene el promotor constitutivo 35S fusionado con
el gen BOL y un receptor de B-estradiol; ademas, la proteina fusionada esta
acoplada a chaperonas, las cuales no permiten que el factor de transcripcién BOL
entre al nucleo de la célula para transcribir genes, pero al aplicar p-estradiol a la
planta se pierde la union de la proteina fusionada con las chaperonas y le permite
entrar al nucleo. Con esta linea se realizé un transcriptoma comparando entre

plantas silvestres y plantas 35S-ESR2-ER después de 30 min y 8 horas de la
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induccion con B-estradiol. Ademas, en la induccién a los 30 minutos también se le
agrego a la planta cicloheximida, un inhibidor de la traduccién de proteinas, para
poder observar blancos potencialmente directos del factor de transcripcion. En este
analisis, se encontraron nuevamente genes relacionados con jasmonatos que
presentaron un cambio en su expresion a los 30 minutos y a las 8 horas, y se

presentan en las tablas 2 y 3, respectivamente.

Tabla 2. Genes relacionados con jasmonatos con un cambio en su expresion a los 30
minutos después de la induccién de BOL en el transcriptoma.

Locus Descripcion FC
AT3G55970 Gen regulado por jasmonatos 21 (JRG21) 4.49
AT2G46370 JA-aminoacido sintetasa (JAR1) 7.68
AT1G30135 Proteina de jasmonatos de dominio zim 8 (JAZ8) 4.98
AT5G46760 Factor de transcripcion interactor de JAZ 3 (MYC3) -0.71
AT1G76680 12-oxofitodienoato reductasa 1 (OPR1) -1.45
AT2G06050 12-oxofitodienoato reductasa 3 (OPR3) 2.42
AT1G73450 Proteina de jasmonatos de dominio zim 6 (JAZ6) -0.70
AT3G48520 Jasmonoil-isoleucina-12-hidroxilasa (CYP94B3) 6.20

Tabla 3. Genes relacionados con jasmonatos con un cambio en su expresion a las
8 horas después de la induccion de BOL en el transcriptoma.

Locus Descripcién FC
AT3G55970 Gen regulado por jasmonatos 21 (JRG21) 7.03
AT1G30135 Proteina de jasmonatos de domino zim 8 (JAZ8) 5.86
AT5G13220 Proteina de jasmonatos de domino zim 10 (JAZ10) 6.59
AT1G17380 Proteina de jasmonatos de domino zim 5 (JAZ5) 3.51
AT3G25780 Aleno 6xido ciclasa 3 (AOC3) 2.81

19



AT1G13280 Aleno 6xido ciclasa 4 (AOC4) -0.92
AT1G19180 Proteina de jasmonatos de domino zim 1 (JAZ1) 2.13
AT2G46370 JA-aminoacido sintetasa (JAR1) 0.62
AT2G06050 Oxofitodienoato reductasa 3 (OPR3) 2.16
AT1G32640 Factor de transcripcion interactor de JAZ 2 (MYC?2) 2.31
AT3G25770 Aleno oxido ciclasa 2 (AOC2) -0.71
AT3G45140 Lipoxigenasa 2 (LOX2) -3.35
ATG350440 Metil-esterasa 10 (MES10) -2.08
AT3G48520 Jasmonoil-isoleucina-12-hidroxilasa (CYP94B3) 9.07

Los cambios observados en la expresibn de genes relacionados con
jasmonatos a los 30 minutos y 8 horas después de la induccion de BOL, sugieren

gue su efecto en la via podria ser un efecto directo o temprano.

En resumen, existen similitudes entre algunos fenotipos de mutantes con
ganancia o pérdida de funcién del gen BOL y perturbaciones de la ruta de
jasmonatos. Ademas, hay una gran coincidencia de la secuencia que reconoce el
factor de transcripcion y la secuencia de respuesta a jasmonatos en genes que
responden a esta hormona. Esto sugiere que podria existir una relacion entre el
factor de transcripcion BOL y la ruta de jasmonatos. Ademas, entre los genes cuya
expresion se altera al aumentar la actividad de BOL, se encuentran algunos genes
involucrados en la ruta de esta hormona o responsivos a éstas. Por lo tanto, parece
existir una relacion entre el factor de transcripcion y la ruta de jasmonatos, que seria

interesante explorar.
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3. HIPOTESIS

Al menos una parte de las funciones de BOL, esta relacionada con la ruta de

jasmonatos.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar si existe una relacion entre el gen BOL y la ruta de los jasmonatos.

4.2. Objetivos especificos

1.

Verificar el cambio en la expresion de los genes de JA en las mutantes de BOL.

Comprobar y comparar los fenotipos reportados de las mutantes de BOLy JAy

los tratamientos con MeJA, en las mismas condiciones y tiempos de desarrollo.

Evaluar si la aplicacion exégena de JA complementa el fenotipo alterado de la

mutante con pérdida de funcién.

Evaluar los cambios en el nivel de jasmonatos en plantas, al inducir la actividad
de BOL.

Evaluar la respuesta del gen BOL a perturbaciones en la ruta de JA.

Obtener lineas marcadoras, y evaluar el cambio en la expresion de lineas

marcadoras de JA.

. Obtener material necesario para posteriores evaluaciones de interacciones

genéticas entre mutantes afectadas en la ruta de JA y mutantes de BOL.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material vegetal

Arabidopsis thaliana

Mutante bol-D (Marsch-Martinez et al., 2006). Mutante de ganancia de

funcién del gen BOL.

Mutante drnl-2 (Nag et al., 2007). Mutante de pérdida de funcion del gen BOL.

Transformante 35S-ESR2-ER (lkeda et al., 2006; Eklund et al., 2011). Linea

inducible de la actividad del gen BOL, en la que el promotor constitutivo 35S

esta fusionado con el gen BOL y éste con el gen del receptor de B-estradiol

de mamiferos.

Linea marcadora pBOL-GUS (Marsch-Martinez et al., 2006).

Lineas marcadoras de jasmonatos

pLOX2-GUS (Schommer et al., 2008)
4AXGCC-GUS (Van der Does et al., 2013). Linea transgénica que

contiene 4 copias de la caja GCC fusionadas a un promotor minimo

35Sy el gen reportero GUS.

Jas9-VENUS (Larrieu et al., 2015). Linea transformante en la que el
motivo Jas de la proteina JAZ9 esta fusionado a la proteina
fluorescente VENUS. Debido a que el motivo Jas es el responsable de
la degradacién de las proteinas JAZ, al percibir un aumento de JA, la
sefial de VENUS disminuye. El vector para realizar la transformacion
de la planta fue proporcionado por el Laboratorio de Nutricién Mineral
de Plantas de la Unidad de Gendmica Avanzada de Cinvestav
Irapuato.

pJazl10-GUSPIlus (Acosta et al., 2013). Linea en la que el promotor del

gen JAZ10 esta fusionado al gen GUSPIus. El gen GUSPIus, que fue
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aislado de Staphylococcus sp., codifica a una B-glucuronidasa que es
mas sensible, estable y tolerante a la fijacion en plantas que la aislada

de E. coli.

Mutantes de genes de jasmonatos

= coil-1 (Van der Does et al., 2103)
* jaz8 (SALK_200208C)

= myc2 (SALK_017005C)

= aos (CS6149)

» jarl-11 (CS67935)

e Nicotiana tabacum

Transformante  35S-BOL  (Marsch-Martinez et al.,, 2006). Linea

sobreexpresante del gen BOL.

e Solanum lycopersicum

Linea marcadora de jasmonatos JERE-GUS (Rushton et al., 2002). Linea
transgénica en la que el elemento de respuesta a acido jasméonico (AGACCGCC)
esta fusionado al gen que codifica a la B-glucuronidasa. Su fondo silvestre es la

variedad MicroTom.

5.2. Condiciones de crecimiento
5.2.1. Crecimiento in vitro

Previamente a la siembra, las semillas fueron desinfectadas con un lavado

con etanol al 70%, uno con cloro al 20% y tres con agua destilada estéril, cada uno
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por 5 minutos. Las semillas se sembraron en medio MS 0.5x (Caisson Labs), 1% de
agar para plantas (PhytoTechnology Laboratories TM) y sacarosa 1%. Las placas
se colocaron a 4°C por 48-72 h y posteriormente se transfirieron a una cdmara de
crecimiento a 22°C en condiciones de dia largo de 16 horas luz y 8 de oscuridad,

por el tiempo que cada experimento requiera.

5.2.2. Crecimiento en invernadero

Las semillas de jitomate y tabaco fueron germinadas en charolas de
germinacion de unicel de 60 pozos con un sustrato general, que contenia Sunshine
Mix mezcla 3, tierra de hoja, tierra de lama, perlita y vermiculita a una proporcion
3:2:1:1:1. Las charolas se cubrieron con una bolsa negra hasta la aparicion de los
cotiledones. Posteriormente a la aparicién de las primeras hojas verdaderas, las
plantas fueron trasplantadas a macetas de 750 ml con sustrato general donde
crecieron en las condiciones de luz de la temporada del afio y una temperatura que

varié entre los 30 y 35°C.

Para Arabidopsis, las semillas se sembraron en charolas de plastico con
mezcla para Arabidopsis, que contenia Sunshine Mix mezcla 3, perlita y vermiculita
a una proporcién 3:1:1. Las charolas se colocaron a 4°C por 72 horas y después se
transfirieron a una cdmara de crecimiento a 22°C con condiciones de dia largo de
16 horas luz y 8 de oscuridad. Posteriormente a la aparicion de las hojas
verdaderas, se pasaron las charolas al invernadero donde permanecieron cerradas
por 24 horas y crecieron en condiciones de luz acorde a la temporada del afio y una

temperatura que vario entre los 22 y 28°C.

5.3. Tincidén histolégica con GUS

Las lineas con la fusion del gen GUS, que codifica a la enzima -
glucuronidasa, fueron puestas en una solucion X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil--

D-glucuronido) (40 mM) con ferri y ferrocianuro (100 mM). La enzima [-
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glucuronidasa utiliza el X-Gluc como sustrato, y la reaccion que se produce genera
una coloracion azul en los tejidos donde el gen se expresa (Jefferson et al., 1987).
Los tejidos que se analizaron se colocaron frescos en la solucion con X-Gluc y se
dejaron incubar a 37°C toda la noche. Para eliminar la clorofila de los tejidos y
permitir una mejor visualizacion de la coloracion de GUS, los tejidos se lavaron una
vez con etanol al 96% y 3 lavados posteriores con etanol al 70% para Arabidopsis,

y lavados solo con etanol al 100% para jitomate.

5.4. Transformacioéon de la linea Jas9-VENUS

Se obtuvo el vector que contenia la construccion Jas9-VENUS del
Laboratorio de Nutricién Mineral de Plantas de la Unidad de Genémica Avanzada

de Cinvestav Irapuato.

Primero se realiz6 una transformacién por choque térmico de células de E.
coli de acuerdo al siguiente protocolo: se afiadi6 1 pl de vector a un tubo eppendorf
de 1.5 ml con 200 pl de células competentes y se incub6 en hielo por 30 min. Se dio
un choque térmico a las células colocando el tubo eppendorf por 30 segundos a
bafio maria a 42°C e inmediatamente se colocé el tubo en hielo por 2 min. Se
afiadieron 5 volumenes de SOC o medio LB al tubo y se incub6 a 37°C por 1 hora.
La suspensién se distribuyd en una caja Petri con medio LB con espectinomicina

para la seleccion de transformantes, y se incubé a 37°C toda la noche.

Posteriormente se realizdé un “miniprep” para extraccién de plasmido por la
técnica modificada de Birnboim y Doly (1979) haciendo previamente un cultivo
liqguido en medio LB con espectinomicina de las células transformantes de E. coli e
incubando a 37°C durante toda la noche. Del cultivo liquido de E.coli se obtuvo un
paquete celular y se resuspendio en 150 pl de soluciéon | BD (Tris-HCI 1 M pH=8,
EDTA 0.25 M, glucosa 1 M). Se agregaron 300 pl de solucién Il BD, se agito por
inversion hasta mezclar perfectamente y se dejoé en bafio de hielo por 10 min. Se
centrifugd a 12,000 rpm por 10 min a 4°C y se transfirié el sobrenadante a un tubo

nuevo y esteéril con 700 pl de isopropanol. Se agitd hasta mezclar perfectamente y
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se dejo reposar en bafio de hielo por 15 min 0 a -20°C por 20 min. Se centrifugé a
12,000 rpm por 15 min a 4°C y se eliminé el sobrenadante, la pastilla se lavé con 1
ml de etanol al 70%, se centrifugé a 12,000 rpm por 10 min y se elimino el
sobrenadante. Se seco la pastilla calentando a 65°C y se resuspendio en 40 ul de

agua.

Sabiendo previamente que el vector en el que estaba la construccion Jas9-
VENUS contenia un sitio de restriccion para la enzima EcoRl, se procedio a realizar
una digestion del pldsmido para verificar que al cortarlo, éste se linearizara y

generara un fragmento de 12 kb.

Después se procedié a realizar una transformaciéon de células de
Agrobacterium tumefaciens por el método de electro-shock. Para ello, se tomé un
tubo eppendorf con 50 ul de células competentes y se derritieron en hielo para
afadir 1 ul del plasmido a las células de Agrobacterium y transferirlas a celdas para
electro-shock frias. Las celdas con la bacteria y el plasmido se incubaron unos
minutos en hielo y se les dio en shock eléctrico con el electroporador. Las celdas se
volvieron a poner en hielo y se afiadio inmediatamente 1 ml de SOC. La suspension
se transfirid a un tubo eppendorf y se incubé a 28°C por 2 horas para después
distribuirla en una placa con medio LB con rifampicina, ampicilina y espectinomicina

y se incubd a 28°C por 2 dias.

Posteriormente se realiz6 la transformacion de plantas Col-0 con A.
tumefaciens que contenia el plasmido con Jas9-VENUS por medio del protocolo de
“floral dip” (Clough y Bent, 1998).

Las plantas transformantes fueron seleccionadas en placas de medio MS con
higromicina (15 mg/ml) siguiendo el protocolo de Harrison et al. (2008). Se
observaron las plantas transformantes en un microscopio confocal Carl Zeiss LSM
800 a una longitud de onda de 475 nm para confirmar que la fluorescencia

coincidiera con la reportada por Larrieu et al. (2015).
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5.5. RT-PCR de genes de laruta de los jasmonatos

Para verificar el cambio en la expresion de genes de la ruta de los jasmonatos
en las lineas mutantes de BOL, se realizo extraccion de RNA de rosetas (parte
aeérea, sin raiz) de plantas de Arabidopsis de aproximadamente 2 semanas de edad
de las lineas bol-D, drnl-2, 35S-ESR2-ER y sus controles silvestres crecidas in vitro.
Para la linea inducible 35S-ESR2-ER se tomaron 2 tiempos de coleccion de tejido:
media hora posteriormente a la aplicacién de B-estradiol y cicloheximida, para
inducir la actividad del gen y bloquear la traduccion de proteinas, y ocho horas
después de la aplicacion de B-estradiol. Para la extraccion de RNA se utilizo Trizol
(Invitrogen) con el protocolo del proveedor. Se trataron aproximadamente 4 pl del
RNA obtenido con DNAsa | para eliminar los restos de DNA. Con 10 pl del RNA libre

de DNA se realizo la transcripcion reversa con el oligodT (8’-TTT TTT TTT TTT TTT
TTTTTT-3’) y laenzima M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) con el protocolo
del proovedor. EI cDNA que se obtuvo se utilizd6 para hacer PCR con los

oligonucledtidos de la Tabla 4.

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para realizar RT-PCR.

: : : : : Tamafio del
Gen Oligo sentido Oligo antisentido
fragmento
JAZ8 | CTGATTCTTCAGATACAACC | GAATGGTACGGTGAAGTAGC 512 pb
OPR3 | CTTCTCATGCAGTGTATCAAC | CGTCCAAGTGATCTATAGCTG 404 pb
JAR1 | GTTCATCGGCTGGACAGTTT | TCAAAACGCTGTGCTGAAGT 113 pb
MYC2 | GTCACCGGTTTATGGAATGA | CGGAAGAGCTCATGAAAGC 103 pb

5.6. Evaluacion fenotipica entre plantas bol-D y plantas silvestres tratadas con
MeJA

Para evaluar la similitud de los fenotipos de raiz y de roseta entre plantas bol-

D y plantas silvestres a las que se le aplicé MeJA exdgeno, se sembraron semillas
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de las lineas bol-D y su control silvestre Wassiliewskija (Ws) en placas con MeJA
50 uM y en placas sin hormona como control. A la par de este experimento también
se sembraron semillas drnl-2 y Landsberg erecta (Ler) y en los mismos medios con

hormona y sin hormona.

Para medir la longitud de la raiz, las semillas fueron sembradas en placas
cuadradas con medio MS 0.5x, sacarosa 1% Yy 1.5% de agar para plantas para evitar
que la raiz penetrara en el medio. Para medir el didmetro de la roseta, las semillas
se sembraron en medio MS con agar al 1%. Se sembraron 5 placas por tratamiento
con 6 semillas por placa. Se tomaron fotos de las placas a los 9, 14 y 19 dias
después de la germinacion (ddg) y las imagenes fueron analizadas con el software

Image J.

5.7. Comparacion de los fenotipos de 6rganos florales entre plantas drnl-2 y

plantas mutantes de genes de laruta de los jasmonatos

Se sembraron en charolas semillas de las lineas drnl-2, coil-1, aos, jarl, jaz1,
myc2 y sus controles silvestres (Col-0 y Ler-wt) y se colocaron en invernadero para
gue crecieran en las mismas condiciones. Aproximadamente a las 5 semanas de
edad de las plantas se escogieron 10 flores al azar por genotipo para analizar su

fenotipo observandolas en un estereoscopio (Zeiss Stemi 2000-C).

5.8. Expresién de BOL en respuesta a la inhibicidn de sintesis de JA

Se germinaron plantas de la linea pBOL-GUS en placas con medio MS. A los
6 ddg se transfirieron 20 plantulas por tratamiento a placas con 250 o 500 uM de
acido dietil ditiocarbamico (DIECA; Sigma-Aldrich) que es un inhibidor de la ruta de
biosintesis de JA (Farmer et al., 1994). Las plantulas fueron colectadas a las 24, 48
y 72 h después de que fueron transferidas a medio con DIECA y se evalud6 la

expresion de GUS.
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5.9. Aplicacion de MeJA a plantas drnl-2

Para ver el efecto que causaba la aplicacion de MeJA exdégeno a
inflorescencias de plantas drnl-2 se realiz6 un experimento en invernadero. Para
esto se tomaron 12 plantas de 4 semanas de edad por charola y 2 charolas de la
linea drnl-2 por cada tratamiento. A las inflorescencias de 8 dias de edad (8 dias
después de la aparicion de los botones florales) se aplicaron los siguientes 4
tratamientos: a) MeJA 50 uM + Silwet 200 uM/I por 2 dias; b) MeJA 50 uM + Silwet
200 pM/I por 8 dias; ¢) MeJA 500 uM + Silwet 200 uM/I por 2 dias; d) MeJA 500 puM
+ Silwet 200 pM/I por 8 dias. A las plantas drnl-2 que se usaron como control se les
aplicé agua destilada + Silwet 200 uM/I. Durante los tratamientos y posterior a ellos,
se tomaron las flores que se fueron abriendo por 7 dias para su observacion en un
estereoscopio (Zeiss Stemi 2000-C) y cuantificacion del niumero de pétalos,

estambres y filamentos.

5.10. Cuantificacion de los niveles de jasmonatos en plantas inducibles de la
actividad de BOL

La extraccion y cuantificacion de acido jasmoénico se llevé a cabo en el
Laboratorio de Ecologia de Plantas del Departamento de Ingenieria Genética de
Cinvestav-Unidad Irapuato. Para este ensayo se utilizaron rosetas de plantas de
Arabidopsis de 4 semanas de edad de la linea 35S-ESR2-ER. Para este
experimento se realizaron los 4 tratamientos siguientes: a) B-estradiol por 48 horas;
b) B-estradiol por 96 horas; ¢c) DMSO por 48 horas; y d) DMSO por 96 horas.

El tejido correspondiente a cada tratamiento se congeld en nitrégeno liquido
y se molid para obtener 500 mg de tejido fresco por muestra. Por cada tratamiento
se realizaron 3 repeticiones. A cada muestra se le agrego 1 ml de acetato de etilo,
se mezclé en vortex y se le agregaron 2 pl de dihidrojasmonato (DHJA) como control
interno. Las muestras se dejaron en agitacién a 4°C por 24 h. El sobrenadante se
paso6 a un tubo nuevo y al residuo se le agregaron 500 pl mas de acetato de etilo,

se dejo en agitacion por 30 min y el sobrenadante se mezcl6 con el anterior para
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extraer el resto de acido jasmoénico de la muestra. El solvente se evaporo
completamente en un rotavapor y se le agregé a cada muestra 100 pl de N'N’ di-
isopropil-etilamina, 100 pl de cloroformo y 10 pl de PFB-Br (2,3,4,5,6-
pentafluorobenzil bromuro) en campana de extraccion para el proceso de
derivatizacion y se incubaron los tubos a 60°C por 30 minutos. Los solventes se
evaporaron completamente con N2 gaseoso y las muestras se resuspendieron en
100 pl de metanol grado HPLC para transferirlas a viales para su andlisis por GC-
EIMS (Gas Chromatography-Electron lonization Mass Spectometry) usando el
modo SIM (“Single lon Monitoring”). La separacion fue realizada en una columna
capilar ultra inerte DB-1 MS (60 m de longitud x 0.25 mm de didmetro interno y 0.25
um de espesor del film; comprada de Agilent) usando un cromatografo de gases
HP-5890A con autoinyector y adaptado a un espectrometro de masas de
cuadrupolo simple de la serie 5890A HP con una fuente de impacto de electrones
operando a 70 eV. La corrida del cromatografo de gases se realizé bajo el siguiente
programa: temperatura inicial 150°C por 3 min, luego una rampa a 4°C por minuto
hasta 280°C; esta temperatura se mantuvo constante por 25 min. El volumen de
inyeccion fue 1 ul. Para el andlisis y la identificacion de compuestos se usé el
software AMDIS vy la libreria NIST-MS 2010. Los iones seguidos por el modo SIM
fueron m/z=141, m/z=181 y M+=392 para JA; m/z=141, m/z=181 y M+=394 para
DHJA.

5.11. Cruzas con lineas marcadoras de jasmonatos y mutantes de genes de la

ruta de los jasmonatos

Se realizaron cruzas de plantas bol-D, drnl-2 y 35S-ESR2-ER con lineas
marcadoras de jasmonatos y mutantes de genes de la ruta de jasmonatos. Para
esto se transfirio polen de plantas de una linea (planta padre) al pistilo de la planta
de otra linea (planta madre). Posteriormente, las semillas obtenidas de estas cruzas
se genotipificaron para obtener plantas homocigotas. Las cruzas realizadas se

muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Cruzas de plantas mutantes de BOL con lineas marcadoras de jasmonatos
y mutantes de genes de la ruta de jasmonatos. Las X indican las cruzas que ya se
comenzaron a realizar.

35S-ESR2-ER drnl-2
pLOX2-GUS X X
4xGCC-GUS X
Jas9-Venus
pJaz10-GUSplus X X
aos X
myc2 X X
jaz8 X
coit X
opr3
jart X

5.12. Expresion transitoria de BOL en linea marcadora de jasmonatos en

jitomate

Se cultivd la bacteria Agrobacterium tumefaciens que contenia la
construccion pBOL-BOL-GFP en el vector pMDC204 en medio LB sélido con
kanamicina, rifampicina y ampicilina a 28°C por 2 dias. Ademas, se transformé la
bacteria A. tumefaciens con el vector pMDC204 vacio para utilizarlo como control
negativo (ver el protocolo de transformacion para A. tumefaciens del apartado
Transformacién de la linea Jas9-VENUS en la pagina 25. Posteriormente, cada una
de las bacterias se transfiri6 a 5 ml de medio liquido con antibidtico para su
crecimiento a 28°C por 1 dia mas. Se midio la densidad optica del cultivo para

verificar que la bacteria hubiera crecido hasta la saturacion (OD >1).

El cultivo se centrifugd a 4,000 rpm por 10 min a temperatura ambiente, se
descartd el sobrenadante y la pastilla se resuspendi6 en 10 ml de medio de
infiltracion (10 mM de MgClz, 10 mM de MES pH=5.6 y 100 mM de acetosiringona).
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Se agité levemente a temperatura ambiente por al menos 3 horas y se infiltr6 con
una jeringa sin aguja en la parte abaxial de 5 hojas tomadas al azar de 10 plantas
de jitomate JERE-GUS. Como controles negativos fueron utilizados un cultivo de la
bacteria con el vector vacio y medio de infiltracion sin bacteria. Las hojas fueron
colectadas a los 3 dias después de la infiltracion y se tifieron para ver la expresion
de GUS.

5.13. Andlisis de expresion del gen JAZ8 en la mutante jaz8

Se colectdé RNA de plantas mutantes jaz8 y se sintetizé cDNA, con el que se
realiz6 un PCR con los oligonucleotidos para JAZ8, indicados en la Tabla 4. Se
empled el mismo método indicado en el apartado de RT-PCR. Como control positivo

se us6 cDNA de una planta silvestre, y para el control negativo no se usé cDNA.

5.14. Anélisis estadisticos

Para los datos de los experimentos de comparacion de fenotipos de las
mutantes de BOL y plantas silvestres con y sin MeJA, la aplicacion exdgena de
MeJA a inflorescencias de mutantes de pérdida de funcion de BOL y cuantificacion
de JA en plantas inducibles de BOL, se realizé un analisis de varianza (ANOVA)
seguido de una prueba de diferencias minimas significativas (LSD) para identificar
los grupos estadisticos en los casos donde el ANOVA resulto significativo (p<0.05).
Para el andlisis se utilizé el programa estadistico STATGRAPHICS Centurion XVI
Version 16.2.04.
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6. RESULTADOS

6.1. OBJETIVO 1. Verificar el cambio en la expresion de los genes de JA en las

mutantes de BOL

Como primer objetivo, se buscéd confirmar, mediante RT-PCR, los cambios en
expresion de algunos genes de la ruta de jasmonatos en plantas mutantes o con
actividad alterada del factor de transcripcion. Se evaluaron los genes JAZ8, OPR3,
JAR1y MYC2 en la parte aérea de plantas de Arabidopsis de las lineas bol-D, drnl-
2 y 35S-ESR2-ER. Como muestra la Figura 9, el nivel de transcritos de los genes
JAR1, OPR3 y MYC2 no se incrementd en la parte aérea de ninguna de las
mutantes de BOL al tiempo analizado, ni en la linea inducible después de 30 miny
8 horas de induccién. Sin embargo, el nivel de transcrito del gen JAZ8 se observé
claramente aumentado después de 30 minutos y 8 horas de induccion con f-
estradiol en la linea inducible de BOL. Por otro lado, no se observé presencia del
transcrito en la linea bol-D. En conclusién, podemos ver que JAZ8 esta
sobreexpresado a 30 min y 8 horas de induccion de BOL, pero reprimido cuando

BOL esta expresado constitutivamente por tiempos largos.
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Figura 9. RT-PCR de genes de jasmonatos en mutantes de BOL.

6.2. OBJETIVO 2. Comparar los fenotipos de las mutantes de BOL y JA y los
tratamientos con MeJA, en las mismas condiciones y tiempos de desarrollo

El fenotipo de las mutantes de ganancia y pérdida de funcion del gen BOL,
parecia similar al fenotipo reportado en publicaciones. Las mutantes de ganancia
de funcion parecian compartir la reduccién de tamafio con plantas tratadas con
jasmonatos, mientras que las mutantes de pérdida de funcion parecian tener
caracteristicas similares a mutantes afectadas en la biosintesis o percepcion de

jasmonatos.
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Con el fin de comparar si los fenotipos eran efectivamente similares y hasta

qué punto lo eran, se procedio a realizar los siguientes experimentos:

6.2.1. Evaluacion fenotipica de plantas bol-D, drnl-2 y plantas silvestres
tratadas con MeJA

Debido a las similitudes observadas entre el fenotipo de las plantas bol-D y
el fenotipo reportado para plantas silvestres tratadas con MeJA en el trabajo de Noir
et al. (2013) se procedio a observar plantas silvestres (Ws-wt) y bol-D tratadas con
MeJA en las mismas condiciones de crecimiento para comprobar la similitud de
fenotipos. Se pudo observar que a los 9, 13 y 19 ddg las raices de las plantas bol-
D y de las plantas Ws-wt tratadas con 50 uM de MeJA tenian una longitud similar.
La similitud en longitud de las raices de plantas silvestres tratadas con MeJA y de
bol-D, podria sugerir que el fenotipo de raices cortas de esta Ultima podria deberse
a un incremento en el contenido, sensibilidad o respuesta a dicha hormona (Figura
10 A, C, F). Ademas, el porcentaje de disminucion de longitud de las raices de
plantas bol-D y Ws-wt a los 19 dias sugieren que la mutante bol-D es mas
responsiva a jasmonatos que la planta silvestre en esta etapa al menos (Figura 10
E).

Por otro lado, al contrario de la mutante de ganancia de funcion que presenta
una reduccion en la longitud de su raiz, la mutante de pérdida de funcién mostré
una longitud de raiz mayor que la silvestre a los 9y 13 dias (Figura 10 By D). Al ser
tratada con jasmonatos, su longitud se redujo, acercandose mas a la longitud de la
silvestre (Figura 10 y D). Ademas, resulta interesante que la mutante de pérdida de
funcién presento un porcentaje de reduccion menor que la silvestre alos 9, 13y 19
ddg, observandose una reduccion de la longitud del 15.16% en raices de plantas
drnl-2 en comparacion con una reduccion del 35.55% en plantas silvestres a los 9
ddg (Figura 10 B), 14.02% en plantas drnl-2 y un 34.29% en plantas silvestres a los
13 ddg (Figura 10 D), y 13.94% en las plantas drnl-2 y un 27.69% en plantas
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silvestres (Figura 10 F). Esto también sugiere que el contenido, sensibilidad
(percepcion o sefializacion) o la respuesta a jasmonatos podria estar afectada en la

mutante de pérdida de funcion.
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Figura 10. Longitud de raices de 9 (A, B), 13 (C, D) y 19 (E, F) ddg de las lineas bol-
D, Wswt (A, C, E), dml-2y Ler wt (B, D, F) con 50 uM de MeJA y sin hormona. Las
letras sobre las barras representan diferencias significativas (ANOVA p<0.05, LSD
test, n=15-25).
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Con respecto al tamafio de las rosetas, también se observéo una reduccion de
su didmetro al aplicar el MeJA. Las rosetas de las plantas silvestres a las que se les
aplicé el MeJA tuvieron un tamafio similar a las rosetas de las plantas bol-D (Figura
11).
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0 :
bol-D Ws-wt

Genotipo

Figura 11. Diametro de rosetas de 14 ddg de las lineas bol-D y Ws wt con 50 uM de
MeJA y sin hormona. Las letras sobre las barras representan diferencias
significativas (ANOVA p<0.05, LSD test, n=25).

Esto nuevamente podria sugerir, que la reduccién del tamafio de la roseta de
la mutante bol-D podria deberse a un incremento en algunos de los pasos de la ruta
de jasmonatos. Sin embargo, a pesar de la reduccion del tamafio de las rosetas en
las plantas silvestres al aplicar MeJA no se pudo observar el fenotipo caracteristico
de las plantas bol-D, que es la curvatura de las hojas, sino que simplemente las
plantas redujeron su tamafio (Figura 12), indicando que otros aspectos del fenotipo

se deben probablemente a alteraciones en otros procesos.
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Figura 12. Rosetas de plantas bol-D y Ws wt con 50 uM de MeJA y sin hormona.

En conclusién, el tratamiento con MeJA afectdé el tamafio de plantas
silvestres, reduciendo el tamafio de la raiz y roseta de las plantas silvestres hasta
una tamafio comparable con el de las raices y rosetas de las plantas bol-D,
sugiriendo que este aspecto del fenotipo de la mutante podria estar relacionado con

jasmonatos.

38



6.2.2. Comparacién de los fenotipos de 6rganos florales entre plantas drnl-2y

plantas mutantes de genes de laruta de los jasmonatos

Al observar que los tratamientos de jasmonatos provocaban algunos efectos
comparables a la sobreexpresion del gen, especificamente la reduccién de tamafio,
buscamos corroborar si las mutantes de pérdida de funcidn, en efecto tenian
algunas caracteristicas similares a mutantes afectadas en la biosintesis o
percepcion de jasmonatos, como parecian indicarlo las imagenes en las

publicaciones de dichas mutantes (Qi et al., 2015).

Se evaluaron 5 diferentes mutantes de genes de la via de jasmonatos (aos,
coil, jazl, jarl y myc2), de las cuales se pudo observar un defecto evidente en el
fenotipo de las flores en la mutante coil. En estas flores el desarrollo de estambres
y pétalos se vio alterado, y al compararlas en las mismas condiciones, sus defectos

parecian similares a los observados en la mutante drnl-2 (Figura 13).
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Figura 13. Comparacion de los fenotipos de flores de plantas mutantes en genes de
jasmonatos y la mutante de pérdida de funcion de BOL (drnl-2). Las flechas indican
defectos en los 6rganos reproductivos.
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La similitud de los defectos observados en 6rganos reproductivos en la
mutante de pérdida de funcién de BOL y plantas con sensibilidad reducida a JA,
sugieren que la pérdida de funcion del gen afecta la ruta de jasmonatos, o que el

gen actda como un efector de la ruta de jasmonatos.

6.3. OBJETIVO 3. Evaluar si la aplicacion exdgena de JA complementa el

fenotipo alterado de la mutante pérdida de funcién

Para evaluar la posibilidad de que el fenotipo de la mutante drnl-2,
ocasionado por la pérdida de funcién del gen BOL, se debiera a una deficiencia de
jasmonatos, analizamos si dicho fenotipo podia ser recuperado con la aplicacion de
MeJA. Para esto se realiz6 un experimento en el cual se aplicé MeJA a plantas drnl-
2. Se utilizaron 24 plantas de 4 semanas de edad por tratamiento, con
inflorescencias 8 dias después de emerger, para poder evaluar como afectaba el
MeJA en los diferentes tejidos y etapas florales. Ademas, se evalud la aplicacién de
dos concentraciones de MeJA (50 y 500 uM) y la aplicacién de MeJA por 2 y 8 dias.

Realizando el conteo de los pétalos, filamentos y estambres de todas las
flores recolectadas en el experimento se pudo observar que con el tratamiento de 2
dias de aplicacion de MeJA hubo una diferencia en el niumero de estambres de
acuerdo a la concentracion de MeJA aplicada, observdndose una mayor
recuperacion del nimero de estambres con la concentracion de 50 uM de MeJA
(Figura 14 C). En el caso de los tratamientos con MeJA por 8 dias el numero de
filamentos de la mutante aumentd, observdndose una mayor recuperacion con el
tratamiento de 500 uM de MeJA (Figura 14 E), mientras que en el caso de los
estambres la mayor recuperacion se observo con el tratamiento de 50 uM de MeJA
(Figura 14 F).
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Figura 14. Numero de pétalos (A, D), filamentos (B, E) y estambres (C, F) de plantas
drnl-2 después de 2 (A-C) y 8 (D-F) dias de aplicacion de MeJA. Las letras sobre las
barras representan diferencias significativas (ANOVA p<0.05, LSD test. n=70)

Ademas, debido a que las flores analizadas en este experimento fueron
recolectadas en diferentes dias, lo que significa que estaban en diferente etapa de
desarrollo floral al recibir los tratamientos, se analizé la recuperacion del fenotipo de

las plantas drnl-2 en cada dia.

Para el niumero de pétalos parece que no hubo diferencia entre los
tratamientos con MeJA y el control sin hormona después de los 2 periodos de

aplicacion de MeJA (Figura 15).
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Figura 15. Namero de pétalos de flores drnl-2 abiertas durante 7 dias después de la
aplicacion de 50 y 500 uM de MeJA por 2 (A) y 8 (B) dias. n=5.

Para el numero de filamentos se observé una clara recuperacién parcial del
fenotipo el dia 4 después del tratamiento en el que solamente se aplicé MeJA por 2
dias, ademas se observd mejor la recuperacion con el tratamiento de 50 uM de
MeJA (Figura 16 A). Por otro lado, en el tratamiento donde se aplic6 MeJA por 8
dias hubo una mejor recuperacion con el tratamiento de 500 uM (Figura 16 B).
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Figura 16. Numero de filamentos de flores drnl-2 abiertas durante 7 dias después de
la aplicacion de 50 y 500 uM de MeJA por 2 (A) y 8 (B) dias. n=5.

El nimero de estambres también se vio recuperado parcialmente en ambos
tiempos de aplicacion de MeJA, aunque en el tratamiento de 2 dias de aplicacion la
recuperacion fue mejor a partir del dia 3 del tratamiento (Figura 17 A), y en el
tratamiento de 8 dias de aplicacién la recuperacion se observé el dia 5y 6 del
tratamiento (Figura 17 B).
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Figura 17. Numero de estambres de flores drnl-2 abiertas durante 7 dias después
de la aplicacion de 50 y 500 uM de MeJA por 2 (A) y 8 (B) dias. n=5.

En conclusion, la aplicacion exdgena de MeJA recuperd parcialmente el
fenotipo de la mutante de pérdida de funciéon de BOL, sugiriendo que el fenotipo

podria deberse parcialmente a una disminucién en el contenido de jasmonatos.

6.4. OBJETIVO 4. Conocer si el nivel de jasmonatos esta afectado en plantas

donde se induce la actividad de BOL

Los fenotipos de las plantas con ganancia de funcién del gen BOL compartian

algunas caracteristicas con plantas tratadas con jasmonatos, y las mutantes de
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pérdida de funcion compartian caracteristicas con plantas con niveles reducidos de
jasmonatos. Aunado a esto, se observo una recuperacién parcial del fenotipo de los
estambres y los filamentos de la mutante de pérdida de funcién al aplicar

jasmonatos exdgenamente.

Esto sugeria que al menos algunos de los fenotipos morfolégicos que
mostraron las plantas sobreexpresantes, podrian deberse a un nivel de jasmonatos
incrementado. Ademas, experimentos realizados anteriormente en la mutante de
ganancia de funcién y plantas sobreexpresantes, indicaron que efectivamente los
niveles de jasmonatos eran mas altos en ellas (Duran-Medina, 2013). Sin embargo,
este incremento podria ser debido a una acumulacion paulatina de jasmonatos ante
el estrés del desarrollo alterado de dichas plantas. Por ello, para saber si el aumento
del nivel de jasmonatos se debia al efecto del gen, y no al estrés del desarrollo, se
empleé la linea inducible 35S-ESR2-ER. Para realizar este experimento se
cuantificé el 4cido jasmonico de plantas de 4 semanas de edad de la linea 35S-
ESR2-ER inducidas y sin inducir a 48 y 96 horas después de la aplicacion del -

estradiol y DMSO (el vehiculo en el cual se disuelve el B-estradiol), respectivamente.

Como muestra la Figura 18, se pudo observar que a los dos dias de
induccion, no hubo un cambio evidente en el contenido de JA en las plantas. Sin
embargo, cuatro dias después de la induccién del factor de transcripcion, el

incremento en el nivel de JA fue muy notorio.
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Figura 18. Concentracion de &cido jasmonico (ng de acido jasménico por gramo de
peso fresco) en plantas silvestres e inducibles de BOL (35S-ESR2-ER) con y sin
inductor (DMSO). Las letras sobre las barras indican diferencias significativas
(ANOVA p<0.05, LSD test, n=3).

Por lo tanto, podemos concluir que después de 4 dias de inducir la actividad
del gen BOL se puede ver un aumento en la acumulacién de acido jasmoénico,

sugiriendo que el factor de transcripciéon BOL promueve su acumulacion.

6.5. OBJETIVO 5. Evaluar larespuesta del gen BOL a perturbaciones en laruta
de JA

Los experimentos anteriores sugerian que la alteracion de la funcion de BOL
afectaba también, directa o indirectamente, a la ruta de jasmonatos. Para saber si
también esta fitohormona a su vez podia afectar la expresion del gen se utilizo la

linea marcadora pBOL-GUS para evaluar la expresion del gen BOL ante la
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disminucién de jasmonatos. Para esto se utilizé un compuesto que ha sido reportado
como inhibidor de la biosintesis de jasmonatos (Farmer et al., 1994). Para el
experimento, plantulas de 6 ddg de la linea pBOL-GUS se transfirieron a medio de
cultivo con 250 0 500 uM de DIECA por 24, 48 y 72 horas para después someterlos
a unatincion de GUS y observar el cambio en el dominio de expresion del gen BOL.

Como se puede observar en las Figuras 19, 20y 21, el dominio de expresion
de BOL, el cual normalmente se observa en la zona de formacion de los primordios
foliares y la region apical de las raices laterales, se expandio en las raices cuando
las plantas marcadoras de BOL (pBOL-GUS) se sometieron a 250 uM del inhibidor
de la ruta de los jasmonatos DIECA (Farmer et al., 1994). La expansion se observé
alas 24, 48 y 72 horas de exposicion a DIECA, y fue mas evidente a més horas de
exposicion a DIECA. Con DIECA 500 puM el dominio de expresion también se

expandio a las 48 horas de tratamiento, pero fue menos evidente que con 250 uM.
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Figura 19. Expresion de BOL en raices secundarias a las 24 horas de exposicion a
DIECA.
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Figura 20. Expresion de BOL en raices secundarias a las 48 horas de exposicion a
DIECA.

Figura 21. Expresion de BOL en raices secundarias a las 72 horas de exposicion a
DIECA.
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Una observacion importante que se pudo realizar en este experimento, fue
gue al exponer la planta marcadora de BOL al inhibidor de la sintesis de jasmonatos,
se presentaba una expresion ectopica de BOL en células de la epidermis de la zona
diferenciada de la raiz principal, a las 24, 48 y 72 horas de exposicién a DIECA
(Figuras 22, 23y 24), tanto a 250 como a 500 puM.
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Figura 22. Expresion de BOL en la raiz principal a las 24 horas de exposicion a
DIECA.
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En conclusion, una alteracion del nivel de jasmonatos en las plantas afecta
la expresion del gen BOL, ocasionando una expansion en su dominio de expresion
y una expresion ectopica en células de la epidermis de la raiz. Esto sugiere que los
jasmonatos reprimen la expresion de BOL en la raiz de Arabidopsis.

6.6. OBJETIVO 6. Evaluar el cambio en la expresion de lineas marcadoras de

JA al inducir, aumentar o reducir la expresion del gen BOL

Ya que habiamos observado que la induccién de la actividad de BOL
provocaba un cambio en la acumulacién de JA, se decidio evaluar el cambio en la
expresion de lineas marcadoras de JA al inducir, aumentar o reducir la expresion
del gen BOL. Para esto se siguieron diferentes estrategias experimentales, algunas
gue Unicamente se iniciaron, como las cruzas de mutantes de genes de JA con
lineas mutantes del gen BOL, y otras de las que se lograron obtener conclusiones,
como la expresion transitoria del gen BOL en una linea marcadora de jasmonatos

en jitomate.

6.6.1. Expresion transitoria de BOL en linea marcadora de jasmonatos en
jitomate

Debido a que ya se habian observado cambios en el nivel de JA al inducir la
actividad de BOL, se buscoé ver la respuesta de la linea JERE-GUS, la cual sirve
para evaluar la respuesta de la planta a los jasmonatos, al expresar transitoriamente
el gen BOL. Se realizé el experimento de expresion transitoria de BOL por medio de
agroinfiltracion a 5 hojas elegidas al azar de 10 plantas de jitomate JERE-GUS. Para
esto se hicieron 3 tratamientos diferentes: infiltracion solamente del medio de
infiltracion, infiltracién de la bacteria con el vector vacio e infiltracién de la bacteria
con el vector con la construccibn pBOL-BOL-GFP. Tres dias después de la
infiltracion, se pudo observar que al infiltrar la bacteria que contenia el vector con la

construccion pBOL-BOL-GFP la expresion de GUS disminuia, a comparacion de los
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controles con la bacteria con el vector vacio y el medio de infiltracion sin bacteria
(Figura 25).

Figura 25. Expresion en linea marcadora JERE-GUS de jitomate tres dias después
de la agroinfiltracion. (A) Infiltracibn solamente del medio de infiltracion. (B)
Infiltraciébn de A. tumefaciens con vector pMDC204 vacio. (C) Infiltracion de A.
tumefaciens con vector con construccion pBOL-BOL-GFP.

Por lo tanto, la expresién del gen BOL parecié disminuir la respuesta de

jasmonatos a los tiempos evaluados (tres dias).

6.6.2. Cruzas con lineas marcadoras de jasmonatos

Para complementar esta informacion en el futuro, se iniciaron cruzas de
mutantes de BOL con lineas marcadoras de jasmonatos, y se espera que mostraran
resultados interesantes sobre como el gen BOL puede afectar la respuesta de las
plantas a jasmonatos. Se plante6 realizar cruzas de las lineas inducibles y de
pérdida de funcién de BOL con las lineas marcadoras pLOX2-GUS, 4xGCC-GUS,
Jas9-VENUS y pJAZ10-GUSplus.

Durante este trabajo se avanzo en las cruzas que se muestran en la Tabla 6

marcadas con una X.
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Tabla 6. Cruzas de plantas mutantes de BOL con lineas marcadoras de
jasmonatos. Las X indican las cruzas que ya se comenzaron a realizar.

35S-ESR2-ER drnl-2
pLOX2-GUS X X
4xGCC-GUS X
Jas9-Venus
pJaz10-GUSplus X X

Todas las cruzas que se comenzaron a realizar se encuentran en la fase de
genotipificacion. Como avance se ha obtenido la F1 de las cruzas. Para su
genotipificacion posterior, para las cruzas con la linea inducible se realizard un PCR
para buscar el promotor 35S y para las cruzas con la mutante de pérdida de funcion
se buscaran las plantas que tengan el fenotipo de la mutante. Ademas, para las
plantas con GUS se realizara la tincién histologica y para la linea con VENUS se

buscara la fluorescencia en microscopio confocal.

6.6.3. Transformacién de la linea Jas9-VENUS

Segun lo reportado por Larrieu et al. (2015), la linea Jas9-VENUS es una
herramienta para monitorear la percepcion de los jasmonatos biol6gicamente
activos en la planta. En el presente trabajo se planeé utilizar esta linea para realizar
una cruza con plantas sobreexpresantes y de pérdida de funcion del gen BOL.
Debido a que no se contaba con las lineas, pero se pudo obtener el plasmido con
la construccién Jas9-VENUS, se procedié a transformar plantas de Arabidopsis

silvestres.

En la primera seleccion se encontraron 3 lineas transformantes, las cuales
se transfirieron a tierra para continuar con su desarrollo. La progenie de estas

plantas se sembré en placas con medio MS para observar la raiz en microscopio
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confocal. La expresion de VENUS se observé en los nucleos de las células de la
raiz, como reportan Larrieu et al. (2015), en el 100% de la progenie de 2 de las 3
lineas transformantes, aunque en diferentes intensidades (Figura 26). Las plantas
en las que se observdé mayor intensidad de la sefial de VENUS se colocaron en
tierra para posteriormente colectar semilla y poder tener material para realizar las

cruzas.

A Jas9-VENUS C

Figura 26. Lineas transformantes Jas9-VENUS. (A) Micrografia confocal de la linea
Jas9-VENUS reportada por Larrieu et al. (2015). (B y C) Micrografias confocales de
las lineas Jas9-VENUS generadas en el laboratorio.
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6.7. OBJETIVO 7. Obtener material necesario para posteriores evaluaciones
de interacciones genéticas entre mutantes afectadas en la ruta de JA y
mutantes de BOL

Ademas de los experimentos indicados anteriormente, en los que se pudieron
obtener resultados que apoyan la hipoétesis de este trabajo, se propuso realizar
evaluaciones de las interacciones genéticas entre el factor de transcripcion BOL y
los genes de la ruta de los jasmonatos. En este objetivo avanz6 con la preparacion
de material para realizar cruzas entre mutantes afectadas en la ruta de JA y
mutantes de BOL.

6.7.1. Genotipificacion de mutante jaz8

Siendo JAZ8 uno de los genes claramente expresados al inducir la actividad
del gen BOL, era relevante probar las interacciones genéticas entre estos dos
genes. La linea de la mutante jaz8 con la que se cuenta en el laboratorio se habia
genotipificado para confirmar que se habian obtenido plantas homocigotas para la
mutacion (una insercion). Sin embargo, no se habia comprobado que la mutacién
ocasionara la pérdida de funcién del gen y que no se produjera transcrito del mismo,

por lo que se procedié a analizar la expresion del gen.

Se pudo comprobar que las 5 plantas homocigotas que se analizaron no
producian el transcrito del gen JAZ8 (Figura 27); por lo tanto, eran mutantes nulas

y pudieron ser utilizadas para experimentos siguientes.

jaz8

1

Control
positivo
Control
negativo

—
—/

ACTINAS [l )

5
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Figura 27. RT-PCR para JAZ8 en mutante jaz8. Como control positivo se

us6 cDNA de una planta silvestre y como control negativo no se agrego
cDNA.

6.7.2. Cruzas con plantas mutantes de genes de la ruta de los jasmonatos
En este objetivo se comenzd con las cruzas marcadas en la Tabla 7.

Tabla 7. Cruzas de plantas mutantes de BOL con mutantes de genes de la ruta de
jasmonatos. Las X indican las cruzas que se comenzaron a realizar.

35S-ESR2-ER drnl-2
aos X
myc2 X X
jaz8 X
coi X
opr3
Jar1 X

Para las cruzas en las que se avanzo, todas se encuentran en la F1 y
después se continuara con la genotipificacion, como se habia mencionado para las
cruzas con lineas marcadoras de jasmonatos, realizando una PCR para buscar el
promotor 35S en las cruzas con la linea inducible, y para identificar las mutaciones.
Ademas, en el caso de que los fenotipos de pérdida de funcién adn sean visibles en

las dobles mutantes o inducible, también se utilizaran para corroborar que contienen
la mutacion.
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7. DISCUSION

Observaciones y datos obtenidos previamente en el Laboratorio de Identidad
Celular, asi como comparaciones con fenotipos reportados, derivados de
alteraciones en el contenido o via de jasmonatos, sugerian una relacion entre BOL

y la ruta de jasmonatos.

En este trabajo se buscO obtener mas evidencia, asi como materiales
bioldgicos que permitan en el futuro obtener mas informacion sobre la naturaleza de
esta relacion. Por ello, se procedié a realizar experimentos con diferentes
perspectivas, por ejemplo, para determinar si el factor de transcripcion afecta a la

ruta de jasmonatos o si esta hormona afecta la expresion del gen.

7.1. Cambio en la expresiéon de genes de JA en las mutantes de BOL

Inicialmente se buscd comprobar el cambio en la expresién de algunos
genes, candidatos a ser regulados por BOL y relacionados con jasmonatos que se
identificaron en un experimento de analisis de expresion global. De los cuatro genes
elegidos, el gen JAZ8 mostré un cambio claro al inducir la actividad de BOL. Como
se pudo verificar a través de RT-PCR, el nivel de transcrito del gen JAZ8 aumento
después de 30 minutos y 8 horas de induccion del gen BOL. Sin embargo, en la
linea bol-D, en la cual estd BOL expresado constitutivamente, no se observd
presencia del transcrito del gen JAZ8, sugiriendo que a tiempos mas largos de
sobreexpresion, el gen se reprime. Su disminucion de expresién también podria
deberse a los cambios en el desarrollo que se observan en la mutante de ganancia
de funcién bol-D, que no se presentan en la linea inducible a tiempos cortos después

de la induccién.

Ya que claramente la expresion del gen JAZ8 se vio afectada por la accion
del gen BOL, a tiempos cortos y en presencia de cicloheximida, JAZ8 podria ser un
blanco directo del factor de transcripcion BOL. Seria muy interesante comprobar si

el factor de transcripcidén es capaz de unirse a sus secuencias regulatorias.
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JAZ8 es un gen que responde a jasmonatos, y el aumento inicial de expresiéon
del gen, y su posterior disminucién, coinciden también con datos de expresién
visualizados en el sitio Arabidopsis eFP Browser (Winter et al., 2007), en los que se
observa que el gen JAZ8 es un gen de respuesta temprana a jasmonatos, ya que
esta expresado a 1 hora después de la aplicacion de MeJA a plantas silvestres, pero
comienza a disminuir su expresion después de 3 horas de la aplicacién del
tratamiento (Figura 28). Esto sugiere que el gen tiene una funcién en los primeros
momentos tras el sensado de jasmonatos, pero no en pasos posteriores.
Posiblemente algo similar sucede con su regulacion por BOL, aunque en tiempos

un poco mas largos.
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Figura 28. Expresion del gen JAZ8 en plantas silvestres tratadas con
MeJA. Visualizada en eFP browser (Winter et al., 2007).

Mas adelante se propone realizar mas RT-PCRs probando otros genes que
hayan tenido una expresion diferencial significativa en el transcriptoma realizado

con la linea 35S-ESR2-ER. Ademas, debido a que la expresion del gen BOL
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normalmente se restringe a etapas tempranas del desarrollo y en tejidos especificos
de la planta, puede ser posible que al haber usado plantas de 2 semanas de edad
y rosetas completas, el efecto del gen sea enmascarado y tenga que ser necesario
usar plantas mas joévenes o tejidos mas especificos. Por otro lado, también es
importante probar tiempos de induccion del gen un poco mas largos (dias), ya que
en experimentos posteriores se observo un aumento en el nivel de jasmonatos hasta
4 dias después de la induccion del gen BOL, posiblemente por un efecto mediado

por otros genes y no por efecto directo de BOL.

7.2. Evaluacion fenotipica de plantas bol-D y plantas silvestres tratadas
con MeJA

Como se habia reportado en la publicacion de Noir et al. (2013), el fenotipo
de plantas silvestres tratadas con 50 uM de MeJA era bastante similar al fenotipo
obtenido con la sobreexpresion del gen BOL en la mutante bol-D, por lo que se
plantedé el experimento de crecer plantas silvestres y bol-D en las mismas
condiciones y aplicar el tratamiento con MeJA para comprobar si efectivamente los
fenotipos eran similares y hasta qué punto. Ademas se planted evaluar estos
mismos tratamientos con plantas de pérdida de funcidén del gen BOL (drnl-2) y la
longitud de la raiz para observar de qué manera afectaba el MeJA al desarrollo de
las plantas y tener indicaciones sobre si su respuesta a jasmonatos estaba afectada

0 no.

Una de las observaciones que se pudo realizar fue que a los 9, 13y 19 ddg
las raices de plantas bol-D y de las plantas silvestres tratadas con MeJA tenian una
longitud similar. Esto, aunque no descarta que pueda deberse a otras causas,
podria sugerir que la reduccion en el tamafo de la raiz de la mutante de ganancia
de funcion podria deberse a un exceso de ya sea contenido o sensibilidad o
respuesta a jasmonatos. Apoyando esta posibilidad, la mutante de ganancia de
funcién parecia ser mas responsiva al tratamiento de MeJA que las plantas

silvestres a los 19 dias (considerando que el porcentaje de reduccion de la longitud
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de la raiz fue mayor en las mutantes de ganancia de funcidn que en las silvestres a

este tiempo).

Por otro lado, la longitud de las raices de la mutante de pérdida de funcion,
originalmente mas largas que las silvestres, recuperaron una longitud cercana a la
normal al ser tratadas con jasmonatos, sugiriendo que los jasmonatos en cierta
manera estarian “complementando” el fenotipo mutante. Ademas, se observé que
las raices de la mutante drnl-2 eran menos responsivas al tratamiento con MeJA
que las plantas silvestres. Esto sugiere que la mutante de pérdida de funcion tiene

una menor sensibilidad (o contenido, o respuesta) a dichas hormonas.

De acuerdo al trabajo de Noir et al. (2013), el fenotipo que debia observarse
al aplicar MeJA a plantas silvestres era, ademas de una reduccion en el tamafio de
la roseta, una curvatura de las hojas, similar a lo observado en la mutante bol-D. Lo
que se obtuvo en este trabajo, fue solamente una reduccion del tamafio de las
rosetas, y no la curvatura de las hojas, probablemente debido al uso de la linea Col
gll como planta silvestre en la publicacion de Noir et al. (2013). Sin embargo, la
reduccion en el tamafio fue muy evidente, sugiriendo nuevamente que al menos
este fenotipo podria estar siendo provocado por un incremento o alteracién en algun

paso de la ruta de los jasmonatos.

Por otro lado, posiblemente, otros fenotipos de bol-D, tales como la forma de
las hojas, son independientes de la ruta de jasmonatos. Debido a que el gen BOL
codifica a un factor de transcripcion, es muy probable que éste tenga numerosos
blancos y esté afectando a varias rutas hormonales al mismo tiempo, no solo a la
de los jasmonatos, y el fenotipo de la planta bol-D sea ocasionado por la alteraciéon

combinada de distintas rutas.
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7.3. Comparacion de los fenotipos de 6rganos florales entre plantas

drnl-2 y plantas mutantes de la ruta de los jasmonatos

En publicaciones como la de Qi et al. (2015), se muestran imagenes
presentando el fenotipo de flores de algunas plantas mutantes de genes de la via
de los jasmonatos, las cuales presentan infertilidad masculina. Estos defectos en el
desarrollo floral son similares a los presentados en la mutante drnl-2. Este
experimento fue planteado para comprobar estas similitudes entre las plantas

mutantes de BOL y de la ruta de jasmonatos, crecidas en las mismas condiciones.

Se pudo observar que la mutante coil, la cual es insensible a jasmonatos por
la falta del receptor COI1, presenté anteras mas cortas y menos pétalos que las
plantas silvestres, ademas de tener infertilidad masculina. La mutante de pérdida de
funcion de BOL también mostré anteras cortas e infertilidad masculina, lo que
sugiere que la pérdida de funcion de BOL y la insensibilidad de las plantas a

jasmonatos causan defectos similares en érganos reproductivos.

7.4. Efecto de la aplicacion exégena de JA en el fenotipo de la mutante
de pérdida de funcion de BOL

Debido a que se habian observado las similitudes de los defectos en 6rganos
reproductivos causados por la insensibilidad a JA y la pérdida de funcion de BOL y
gue en experimentos realizados previamente en el Laboratorio de Identidad Celular
se observo una acumulacion de JA en plantas sobreexpresantes de BOL (Duran-
Medina, 2013), se planted que probablemente el fenotipo alterado de las plantas de
pérdida de funcién de BOL se debiera a una insuficiencia de JA; por lo tanto, se
aplicé MeJA exdégeno a plantas drnl-2 para ver si se podia recuperar el fenotipo

alterado en las inflorescencias.

Se realizaron aplicaciones de MeJA a inflorescencias de plantas drnl-2 de 4
semanas de edad con tratamientos de 50 y 500 uM de MeJA por 2 y 8 dias de

aplicaciéon. Durante y después de los tratamientos se recolectaron las flores que se
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fueran abriendo por 7 dias consecutivos y se conto el nimero de pétalos, estambres

y filamentos.

Los resultados demostraron que la aplicacion exdgena de MeJA recuperé
parcialmente el fenotipo de la mutante de pérdida de funcion de BOL, aumentando
el numero de estambres y filamentos. Esto indica que posiblemente una parte del
fenotipo observado en la mutante de pérdida de funcidn se debe a una disminucion

del contenido, sensibilidad o respuesta a jasmonatos.

Una de las razones posibles por las que se pudo lograr solamente la
recuperacion parcial del fenotipo y no una recuperacion completa es que, como ya
se habia mencionado, BOL es un factor de transcripciéon con multiples blancos, lo
gue nos indica que puede estar alterando distintas rutas hormonales al mismo
tiempo, no solo la de los jasmonatos. Como es bien conocido, en el desarrollo floral
se involucran no solo a los jasmonatos sino a auxinas y giberelinas (Reeves et al.,
2012). Otra posibilidad es que ademés del contenido de jasmonatos, la mutacion de
pérdida de funcion afecte también la respuesta a esta fitohormona, de modo que a
pesar de aumentarse el contenido, la mutante se vuelve incapaz de responder igual

gue una planta silvestre.

El hecho de que se haya observado la recuperacion parcial del fenotipo en
estambres y filamentos solamente en los dias intermedios de aplicacion del
tratamiento puede deberse a que el JA solamente ejerza su funcién en ciertas
etapas del desarrollo floral. De este modo, el no mostrar recuperacion en los
primeros dias después de la aplicacion se deberia a que las primeras flores
colectadas se encontraban en una etapa de desarrollo floral bastante avanzada
durante el tratamiento, donde las alteraciones tan drasticas del fenotipo
posiblemente ya no podian ser recuperadas por la hormona. Por otro lado, las
diferentes concentraciones de jasmonatos contribuyeron en algunos casos de
manera distinta a la recuperacion de diferentes érganos, sugiriendo que no
Gnicamente la etapa, sino también el control del nivel de jasmonatos es importante
para el desarrollo correcto de érganos. BOL podria estar involucrado en este tipo de

control.
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7.5. Nivel de jasmonatos en plantas donde se induce la actividad de BOL

Como ya se habia mencionado anteriormente, las plantas bol-D compartian
similitudes con el fenotipo observado en plantas silvestres tratadas con MeJA, y la
mutante drnl-2 compartia caracteristicas con plantas con niveles reducidos en
jasmonatos y se pudo recuperar parcialmente el fenotipo de la mutante de pérdida

de funcion de BOL al aplicar MeJA exdgeno.

Ademas, experimentos realizados anteriormente en el Laboratorio de
Identidad Celular (Duran-Medina, 2013) mostraron que la mutante de ganancia de
funcibn de BOL y plantas sobreexpresantes contenian un nivel mas alto de
jasmonatos que las plantas silvestres. No obstante, el incremento en el nivel de
jasmonatos podria deberse a una acumulacién debida al estrés ante la alteracion

del desarrollo ocasionado por la sobreexpresion de BOL.

Para conocer si la acumulacidon de jasmonatos en las plantas se debia a la
actividad del gen y no ocasionada por el estrés del desarrollo alterado se decidié
utilizar la linea 35S-ESR2-ER en la que se puede inducir la actividad de BOL en
cualquier etapa del desarrollo de la planta. En este experimento se cuantificé el
acido jasmonico de plantas 35S-ESR2-ER inducidas y sin inducir a 48 y 96 horas

después de la aplicacion del inductor (B-estradiol) y sin inductor.

Los resultados demuestran que a los 2 dias de induccién no hubo un cambio
en el nivel de JA, pero a los 4 dias después de la induccion se observé que el nivel
de JA aumentd considerablemente. A este tiempo, los efectos que la sobreexpresion
del gen ocasiono en el desarrollo aiin no eran tan evidentes, lo que sugiere que la
actividad de BOL tiene un efecto sobre la acumulacién de jasmonatos en las plantas,
y el aumento de JA en las plantas de ganancia y sobreexpresion de BOL es debida
al gen y no al estrés ocasionado por el desarrollo alterado. Este incremento en la
acumulacion se podria deber posiblemente a un aumento de actividad biosintética,
pero no es posible descartar tampoco un decremento de su degradacion. Futuros
experimentos permitiran obtener informacion mas detallada de este fenomeno. Por

ejemplo, seria importante cuantificar los jasmonatos en tiempos intermedios y mas
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largos para observar cuando comienza la acumulacion de JA y como es la
acumulacion a través del tiempo. Ademas, la corroboracion de los cambios en la
expresion de otros genes relacionados a jasmonatos observados en los

transcriptomas proporcionara mayor informacion.

7.6. Respuesta del gen BOL a perturbaciones en la ruta de JA

Para conocer si no solamente la funcion de BOL afectaba a la ruta de los
jasmonatos, sino que la fitohormona pudiera afectar la expresion del gen, se utilizé
la linea marcadora pBOL-GUS para evaluar la expresién de BOL en ausencia de la

hormona.

Para este experimento se evaluo la expresion de BOL en plantas marcadoras
de 6 ddg, las cuales fueron cultivadas en medio de cultivo con 250 o 500 uM de
MeJA por 24, 48 y 72 horas.

El dominio de expresion de BOL normalmente se observé en la zona de
diferenciacion de los primordios foliares y la regién apical de algunas raices
laterales. Sin embargo, después de la exposicion a DIECA (inhibidor de la sintesis
de JA), el dominio de expresion se expandio a las puntas de las raices con 250 uM
de MeJA, y con 500 uM de MeJA. Con la concentracion mas alta se expandio, pero
su expresion fue menos intensa que con 250 uM de MeJA en los tres tiempos de
exposicion a DIECA, haciéndose mas evidente a mas horas de exposiciéon. Ademas,
se observl una expresion ectdpica de BOL en células de la epidermis de la zona
diferenciada de la raiz principal, también en los tres tiempos de exposicion a DIECA.
Como habiamos observado en experimentos anteriores, parece evidente que la
accion del gen BOL tiene un efecto sobre el nivel de JA en las plantas. Los
resultados de estos experimentos sugieren que los jasmonatos también regulan, o
al menos afectan la expresion del gen. Sera interesante determinar si esta
regulacion es directamente ejercida por factores de transcripcién rio abajo de la ruta
(como MYC2), o indirectamente afectando otros factores. Dentro de la posibilidad

de que sea una consecuencia directa de la reduccion del contenido de jasmonatos
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dentro de la planta, también podria tratarse de un lazo de retroalimentacion, en el
que para restaurar el nivel normal de jasmonatos, se promueve la expresion del
gen BOL, lo que a su vez incrementaria nuevamente el nivel de jasmonatos. Sin

embargo, mas experimentos son necesarios para corroborar estas especulaciones.

7.7. Cambio en la expresion de lineas marcadoras de JA al inducir,

aumentar o reducir la expresion del gen BOL

Posteriormente a que se observara la acumulacién de JA al inducir la
actividad de BOL, se decidi6 evaluar el cambio en la expresion de lineas
marcadoras de JA al inducir, aumentar o reducir la expresion del gen BOL por medio
de cruzas de mutantes de genes de JA con lineas mutantes del gen BOL, y la

expresion transitoria de BOL en una linea marcadora de jasmonatos en jitomate.

7.7.1. Expresion transitoria de BOL en linea marcadora de

jasmonatos en jitomate

Para este experimento se utilizé la linea marcadora de jasmonatos en
jitomate JERE-GUS, y se realiz6 una expresion transitoria de BOL, para observar la
respuesta de la linea después de tres dias. Los resultados mostraron que al infiltrar
la bacteria que contenia el vector con la construccion pBOL-BOL-GFP la expresion
de la linea JERE-GUS disminuia en comparacién con los controles con la bacteria

con el vector vacio y el medio de infiltracion sin bacteria.

Esto indica que al menos a los tres dias de expresion de BOL la respuesta a
jasmonatos disminuye. No podemos saber todavia si al inicio hay una disminucion
de la respuesta, y después un aumento, como lo sugeriria el aumento en el
contenido de jasmonatos a los cuatro dias de la induccion del factor de transcripcion.
Podriamos repetir este experimento y seguir la expresién cuatro y cinco dias
después de la infiltracion. Sin embargo, al expresar transitoriamente a BOL se

puede evaluar la respuesta de la linea marcadora por no mas de 3-5 dias. En
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cambio, las cruzas de mutantes y linea inducible de BOL con las lineas marcadoras
de jasmonatos podran ser evaluadas en tiempos mas largos y complementar estos

resultados.

7.8 Relacion de BOL con la ruta de jasmonatos

En resumen, pudimos comprobar, mediante mediciones del contenido de
jasmonatos, que la induccion de BOL fue capaz de incrementar la acumulacion de
estas fitohormonas. Ademas, la comparacion de fenotipos tanto de plantas
mutantes y silvestres tratadas con jasmonatos, como de plantas afectadas en la ruta
de esta fitohormona, sugieren nuevamente que los fenotipos de ganancia y pérdida
de funcion de BOL se pueden asociar al aumento o disminucion de contenido o
sensibilidad a jasmonatos. Se confirmé que el gen JAZ8, de respuesta a
jasmonatos, se activo a tiempos tempranos de induccion de BOL y con el inhibidor
de traduccién cicloheximida, sugiriendo que puede ser un blanco directo de este
factor de transcripcion. Se ha descrito que los genes JAZ tienen un efecto negativo
en la sefalizacion de los jasmonatos, y el aumento de su expresion concuerda bien
con los resultados del experimento de expresion transitoria en hojas de jitomate,
donde se vio una disminucion en la respuesta a jasmonatos. Sin embargo, parece
contradictorio con los resultados de contenido de jasmonatos y fenotipos de
mutantes de ganancia y pérdida de funcién de BOL. Una posible explicacion,
apoyada también por los resultados, es que los efectos tempranos y tardios del gen
sobre la ruta sean distintos. Pareceria que a tiempos cortos, BOL promueve una
disminucién de la respuesta a jasmonatos (como se observé con la induccién
temprana del gen JAZ8 y la disminucién de la respuesta en jitomate 3 dias después
de la agroinfiltracion con BOL). En cambio, a tiempos largos, BOL parece promover
la acumulacion de jasmonatos (como se observé en los estudios de acumulacion de
jasmonatos, a partir de los 4 dias, y en los fenotipos de pérdida y ganancia de
funcidn). Considerando los tejidos y tiempos en los que se expresd BOL, esta
posible regulacion bifasica en el tiempo tiene sentido, ya que se expresoé en las

etapas tempranas del desarrollo de érganos, durante las cuales las tasas de

66



proliferacion, expansion y diferenciacion celular van cambiando. Los jasmonatos
afectan procesos de proliferacion y expansion celular, y podrian jugar un papel en
la sincronizacién del desarrollo de las células de un nuevo érgano en ciertas etapas.
Mas experimentos permitiran comprobar esto y aclarar la relevancia de los

jasmonatos en la funcién biolégica del factor de transcripcion BOL.
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8. CONCLUSIONES

El gen JAZ8 esta sobreexpresado a 30 min y 8 horas de induccion de BOL,

pero reprimido cuando BOL esta sobreexpresado por tiempos mas largos.

La similitud en longitud de las raices de plantas silvestres tratadas con MeJA
y de bol-D, podria sugerir que el fenotipo de raices cortas de esta ultima
podria deberse a un incremento en el contenido, sensibilidad o respuesta a

dicha hormona.

La mutante bol-D es mas responsiva a jasmonatos que la planta silvestre en
los tratamientos de 19 dias, al contrario de la mutante drnl-2 que es menos
responsiva, lo que sugiere que el contenido, sensibilidad (percepcién o
sefalizacion) o la respuesta a jasmonatos podria estar afectada en la
mutante de pérdida de funcién.

A pesar de la reduccion del tamafio de las rosetas de plantas silvestres al
aplicar MeJA, no se pudo observar el fenotipo caracteristico de las plantas
bol-D, que es la curvatura de las hojas, sino que simplemente las plantas
redujeron su tamafo, indicando que otros aspectos del fenotipo se deben

probablemente a alteraciones en otros procesos.

La similitud de los defectos observados en 6rganos reproductivos en la
mutante de pérdida de funcion de BOL y plantas con sensibilidad reducida a
JA sugieren que la pérdida de funcion del gen afecta la ruta de jasmonatos,

0 gque el gen actua como un efector de la ruta de jasmonatos.

Al aplicar MeJA a inflorescencias de plantas drnl-2, el tratamiento de 2 dias
de aplicacion recupero parcialmente el numero de estambres de acuerdo a
la concentraciéon de MeJA aplicada, observandose una mayor recuperacion

del nimero de estambres con la concentracién de 50 uM de MeJA.
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En el caso de los tratamientos con MeJA por 8 dias, el numero de filamentos
de la mutante aumentd, observdndose una mayor recuperacion con el
tratamiento de 500 uM de MeJA, mientras que en el caso de los estambres

la mayor recuperacion se observo con el tratamiento de 50 uM de MeJA.

Para el numero de filamentos se observo una clara recuperacion parcial del
fenotipo el dia 4 después del tratamiento en el que solamente se aplic6 MeJA
por 2 dias, ademas se observo mejor la recuperacion con el tratamiento de
50 uM de MeJA. Por otro lado, en el tratamiento donde se aplicé MeJA por 8
dias se vio una mejor recuperacion con el tratamiento de 500 puM.

El nimero de estambres también se vio recuperado parcialmente en ambos
tiempos de aplicacion de MeJA, aunque en el tratamiento de 2 dias de
aplicacion la recuperacion fue mejor a partir del dia 3 del tratamiento, y en el
tratamiento de 8 dias de aplicacion la recuperacion se observo el dia5y 6

del tratamiento.

Después de 4 dias de inducir la actividad del gen BOL se pudo ver un claro
aumento en la acumulacién de acido jasmonico, sugiriendo que el factor de

transcripcion BOL promueve su acumulacion.

El dominio de expresion de BOL se expandi6 a las raices de plantas
marcadoras de BOL al inhibir la sintesis de jasmonatos y se observd una
expresion ectopica de BOL en células de la epidermis de la raiz principal,
sugiriendo que los jasmonatos reprimen la expresion de BOL en la raiz de

Arabidopsis.

La expresion de BOL parecio disminuir la respuesta de jasmonatos en la linea

marcadora JERE-GUS en jitomate a 3 dias de expresion del gen.

Los resultados demostraron que al menos una parte de las funciones de BOL
esta relacionada con la ruta de jasmonatos. BOL parece afectar tanto la

sefalizacion de jasmonatos como el contenido de estas fitohormonas,

69



posiblemente a tiempos distintos. Por otro lado, estas fitohormonas también
parecen jugar un papel en la regulacion del gen BOL. Se requieren mas
experimentos en el futuro que permitan aclarar la naturaleza de esta relacion
y obtener mas evidencia sobre su relevancia biolégica, particularmente la

asociada a la formacion de nuevos 6rganos.
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