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Resumen

Analisis genético de la regucion del almacenamiento de ARNm
en cuerpos citoplasmaticos degranos de polen maduro en

Arabidopsisthaliana

Se ha descripto que algunos ARNm de polenssitetizados durante el desarrollo del polen

y acumulados en grano de polen maduro deshidratado, para ser traducidos luego de la
germinacion del polen. Nuestra hipotesis es que la regulacion de la acumulacion de estos
ARNmM de polen pre-sintetizados esta mediada por cuerpos citoplasmaticos. Para probar dicha
hipotesis, analizamos la localizacion celular de algunos ARNm pre-sintetizados durante el
desarrollo del polen utilizando el sistema 24SP. Utilizamos como sistema biologico a
Arabidopsis thalianague permite llevar a cabo un anéligenético, molecular y de desarrollo

de la expresion especifica de genes de p#en.otro lado, estudiamos granulos de estrés
(SG) y cuerpos de procesamiento (PB)peaten maduro de Arabidopsis como posibles
estructuras celulares donde estos ARNm pretsnaidos polinicos puedan ser almacenados.

En otra linea de estudio, caracterizamos cuatpasajal (CB) para investigar si su numero y
tamafio varian durante los procesos de division celular y diferenciacién celular que ocurren

en el desarrollo del grano de polen.

Nuestros resultados demuestran la presencia de agregados de ARNm citoplasmaticos en
polen maduro en lineas transgénicas que contienen el sistema MS2-CP. Validamos y
cuantificamos estos agregados de ARNm usando un analisis automatizado de MATLAB.
Luego verificamos si estos agregados de ARBbvlocalizan con granulos de estrés y/o
cuerpos de procesamiento mediante el analisis de lineas transgénicas que expresan el sistema
MS2-CP y a la vez proteinas marcadas de SG o PB. Hemos demostrado que uno de cada
cinco agregados, aproximadamente, co-localiza con alguna de las proteinas marcadoras de
PB, lo que sugiere que los PB son sitios de almacenamiento de los ARNm en granos de polen
maduro. Ademas, analizamos de qué manera se afecta la presencia y la localizacion de los
agregados citoplasmaticos en ausencialode genes marcadores de SG y PB. Hemos

determinado que dichas proteinas serian necesarias para la localizacion de los ARNm en
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acumulos citoplasmaticos. Nuestros resultados ademas sugieren que los CB responden
durante el desarrollo del polen a las diferentes necesidades fisiol6gicasdiiiltos tipos
de células gametofiticas masculinas. Estos resultados contribuirdn a entender los mecanismos

de regulacion transcripcional y traztional en granos de polen Aliebidopsis thaliana

Palabras claves: polen, genes tardios, cuerposjde cuerpos de procesamiento, granulos de

estrés



Abstract

Genetic analysis of the reguation of MRNA storage in

cytoplasmic bodies of mature pollen irArabidopsis thaliana

It has been described that some pollen mRNAs are synthesized during pollen development
and accumulated in dehydrated mature polgains, being translated only after pollen
germination. Our hypothesis is that the regulation of the accumulation of these pre-
synthesized pollen mRNAs is mediated by cytoplasmic bodies. To probe this, we analyzed
the cellular localization of some defined pollen pre-synthesized mRNAs during pollen
development using the MS2-CP system. We useabidopsis thalianaa good system to

carry genetic, molecular and developmental ysiglof specific expression of pollen genes.

We study stress granules (SG) and procedsoties (PB) in Arabidopsis mature pollen as
possible cellular structures where these prafssized pollen mRNAs can be stored before
being translated. We also characterized Cajal Bodies (CB) in order to investigate whether
their number and size vary during cell digisiand cellular differentiation processes that

occur during pollen development.

Our results showed the presence of cytaplasmRNA aggregates in mature pollen on
transgenic lines containing the MS2-CP system. We validated and quantified these mRNA
aggregates using a MATLAB automated analysis. Once confirmed, we studied whether these
MRNA aggregates co-localized with stregsinules and processing bodies by analyzing
transgenic lines expressing both the MS2-CPesysind tagged marker proteins from either

SG or PB. Our findings showed that one of five aggregates, approximately, co-localized with
some marker protein from PBs, which indicatieat these pre-synthesized pollen mRNAs cab

be stored in PB. Otherwise, we analyzed whether the localization of these cytoplasmic
aggregates is modified in the absence of the marker for SG and PB. Our results further
suggested that CB respond during pollen development to the diverselpdigal needs of

the different types of male gametophytic cells. Our results would contribute to understand the

mechanisms of transcriptional and translational regulatidwabidopsis thaliangollen.

Keywords: pollen, late genes, Cajal Besli Processing Bodies, Stress Granules
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Glosario

5'UTR Region 5’ no traducida del ARNm, por sus siglas en inglddntranslated
Region
CBs Cuerpos de Cajal, por sus siglas en ing&gal Bodies
MRNPs Particulas ribonucleoproteicas de almacenamiento de mensajeros, por sus

siglas en inglémessenger Ribonucleoprotein Particles

MU Microespora Unicelular

NCG Nucleo de la célula generativa

NCE Nucleo de la célula espermética

NCV Nucleo de la célula vegetativa

NLS Sefial de localizacion nuclear, por sus siglas en indglé&sear Localization
Signal

PB PolerBicelular

PBs Cuerpos de Procesamiemtor, sus siglas en ingl&ocessing Bodies

PM Polen Maduro

PT Polerirricelular

Rpm Revoluciones por minuto

SGs Granulos de Estrgsr sus siglas en ingl&ress Granules



Introduccién

Introduccion

El polen en la reproduccion sexual

La reproduccion sexual es un proceso vital para el éxito de las plantas con flor, ya que no
solo asegura el mantenimiento de las espesies que ademas incrementa la diversidad
genética y confiere de esta forma el potencial de adaptarse a diferentes ambientes. En todos
los organismos que se reproducen sexualmente, para que la reproduccion ocurra, deben
encontrarse las gametas masculinas con las femeninas. En animales superiores, los
mecanismos para la determir@tidel sexo poseen diferencias en el desarrollo entre machos

y hembras; en contraste, las plantas superiores desarrollan lasuesdrdemeninas y

masculinas en la misma flor, permitiendo la auto-fertilizacion.

En el caso de las plantas se distinguen dessfaen este proceso: la polinizacion y la
fecundacion. La polinizacion comprende el paso del polen o gametofito masculino desde el
aparato reproductor masculino al aparato femetinlas plantas. La dispersion de los granos

de polen puede efectuarse de tres maneras distintas: en generataangolarilores vistosas,
algunos insectos o0 aves actuan de agentes @alonigs; el viento también puede actuar en el
transporte o este proceso sedqmiproducir por autopolinizaciosi, el polen de los estambres

cae sobre los estigmas de la misma plantan@ao un grano de polen compatible se deposita
sobre el pistilo, el polen se hidrata y germina. Desde el grano de polen emerge un tubo
polinico que crece de manera apical, concentrandose su actividad metabdlica y crecimiento
en la region detip. EI mismo crece dentro del pistilo para llegar al gametofito femenino
dentro del 6vulo. Los tejidos femeninos regulan el crecimiento direccional del tubo polinico.
La fecundacion se inicia cuando el grano diempae posa sobre la superficie del estigma y
concluye cuando el nacleo de una de las gametas presentes en el polen se fusiona con el de la
ovocélula femenina, mientras el nucleo de la otra gameta masculina se fusiona con los dos
nucleos de la célula central. Como productcesdia doble fecundacién caracteristica de las
plantas con flor, se genera el cigoto (2rglyendosperma (3n), respectivamente (Figura 1)
(Boavida et al., 2005a, 2005b).
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La fecundacion en las plantas con flor es un mecanismo que requiere gran coordinacion entre
los diferentes tejidos involucrados para guiacia los 6vulos a las loéas esperméticas; el

polen juega un papel vital en la fertilidad de la planta a través de la generacion y traslado de
las gametas masculinas hasta el saco embrioat@mas de su importancia intrinseca en la
reproduccion sexual, el linaje celular simpleel desarrollo orquestado del gametofito

masculino representa también un microcosmos de desarrollo celular (Borg et al., 2009).

Germinacion
Hidratacion —

Adhesion * « Ql

Pol:nizactbn (

Polen
['Interacciones
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Tubo

N —
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e Mugrac:oﬂ

leeraclbn de
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_ Tubo espermaticas
polinico / /

Células
espermaticas

Figura 1 - Esquema de la reproduccion de una planta con flor. Se detallan los tejidos pertenecientes a los
organos sexuales y los procesos involucrados en la polinizaciéon y doble fecundacion. Adaptado de Berger et al.,
2008.

El modelo de estudio elegido en esta tesi&rabidopsis thalianaplanta pequeia, sin valor
agronémico, pero seleccionada como orgaaismodelo para los estudios de biologia
molecular, fisiologia y genética de plantdsbido a importantes ventajas operativas que

presenta para la investigacion basica, eeranhas en la seccidateriales y Métodos.

Desarrollo del grano de polen

Microesporogénesis y Microgametogénesis

En las plantas a diferencia de los animalels desarrollo de los tejidos reproductivos
comienza con una diferenciacion eventual del tejido meristemético dando lugar a los érganos
reproductivos que contienen células esporogénicas diploides. En la Figura 2 se muestran de

modo esquematico los principales eventos que conforman el desarrollo del polen.
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CELULAS MADRE TETRADA

GRANO DE POLEN
TRICELULAR GRANO DE POLEN
MADURO

Células espermiticas——-<ifig

Tubo polinico

GRANO DE POLEN GERMINADO

Figura 2 - Esquema de microesporogénesig\dabidopsis thalianaAdaptado de Mccormick, 2004.

En la antera, las células madre de la microespora se encapsulan en calosa, aislandose de esta
forma de las células esporofiticas del tapeteleShrrollo de granos de polen viables depende

del tapete, que posee la funcion de nutricion de las microesporas, la foramd¢aaxina y

la deposicion de una cubierta lipidica empéaed del polen. A partir de este momento las
células madre entran en meiosis para dar lugar a tétradas de microesporas haploides; cada una
de las tétradas se encuentra encapsulada en una pared de calosa. Las microesporas se liberan
de la tétrada por accién de la calasa, unanenzjue se produce en el tapete y digiere la
calosa envolvente. Las microesporas ya listgsen una reorganizacion en su citoplasma, el

cual adopta una distribucién polar que desencadena una mitosis asimétrica que da como
productos una célula de mayor tamafio (eélubgetativa) y otra mas pequefa (célula
generativa) embebida dentro del citoplasma de la anterior. Estaniesiimportante para

definir el destino celular de cada una de las células. Juntas, ambas células, componen el polen

bicelular. La célula vegetativa no sufre masgslones y da lugar al tubo polinico. La célula
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generativa es envuelta por el citoplasmadadeélula vegetativa y participa de un segundo
ciclo mitético, simétrico en este caso, en el que se producen dos células esperméticas
idénticas encargadas de la doble fecundacion. EI momento en el que ocurre la segunda
mitosis varia segun la planta; en las Crucifgrdes pastos ocurre dentro de las anteras,
dando lugar al estadio de polen tricelular (vigrura 2), pero lo mas frecuente es que suceda
durante la elongacion del tubo polinico (Mooick, 2004). Los pasos finales de la
maduracién del polen coinciden con la antesis y la dehiscencia de las anteras, finalizando con

la liberacion de los granos de polen deshidratados (Boavida et al., 2005a).

El entendimiento del desarrollo del polen con los recursos

actuales

El grano de polen o gametofito masculino ba@ de las plantas con flor es un sistema
ampliamente utilizado para estudiar la @gidn de genes y su regulacién, ya que su
desarrollo depende de la ontogenia de una céllala y la cooperacién de linajes de dos

células para permitir la tite fertilizacion (Twell, 2011).

En la ultima década, se ahzaron progresos significativos enanto al entendimiento del
desarrollo del gametofito masculino a nivelleonlar. Estos logros fueron posibles por el
impetuoso avance tecnoldgico de la genégicgenémica. El ejemplo mas destacado fue
posiblemente'The Arabidopsis Genome Initiative, 200@ste proyecto aportd cuantiosa
informacion no solo por la secuenciacién del genomamidopsis thalianaen forma
completa, sino también por la base de datos publica asociada de mutantes de insercion
(Alonso y Stepanova, 2003). Al mismo tiempo, el apogeo de las estrategias de genética
reversa y directa con las tantes de Arabidopsis tuvo un impacto positivo en el
conocimiento de la funcionalidad e interaccibm los genes y particularmente posibilito la

identificacién de varios mutantes gametofiticos (revisados en Borg et al., 2009).

Otro hito de alta envergadura sobre dicho avance es el conjunto de datos adquiridos a partir
de estudios de transcriptomas de poleA@bdidopsis thalianautilizando microarreglos que
contienen el 80% de los genes de Arabidopsis (22dx6p (Affymetrix Arabidopsis ATH1

array). Entre estos se destacan los estudios transcriptomicos comparativos del desarrollo del
polen (Bock et al., 2006; Honys y Twell, 2004; Pina et al., 2005), de granos de polen maduro
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y tubos polinicos germinadas vitro y semi in vivo(Qin et al., 2009; Wang et al., 2008), de
pistilos polinizadosn vivo (Boavida et al., 2011) y de células espermaticas aisladas (Borges

et al., 2008). En base a dichos microarreglos se determin6é que aproximadamente so6lo 14.000
genes se encuentran expresados durantesatrddo del grano de polen y crecimiento del

tubo polinico, de los cuales el 6,9% son efm®s de polen en microesporas uninucleadas,
mientras que el 8,6% es especifico en grano de polen maduro; esto evidencia una importante
represion transcripcional conjuntamente coa especializacion funcional del grano de polen
maduro (Rutley y Twell, 2015).

Se dispone de herramientas que favorecen leotainte el trabajo bioinformatico, no solo
permitiendo comparaciones de muchsetsde datos, sino ademas una visualizacion de la
informacion en forma muy simple y graficatilizando estas herramientas, y con la cuantiosa
informacion publica sobre tejidos esporofiticos, se estudio la superposiciéon de transcriptomas
gametofito masculino-tejidos esporofiticos. felrcentaje estimado de genes especificos de
polen resultd ser de un 5% del total de los genes expresados en Arabidopsis (Twell, 2006).
Este porcentaje de genes especificos deenpalaria dependiendo de los criterios e
informacién utilizada para su estimacion, sin embargo es en todos los casos estimados mayor
gue para el resto de los tejidos esporofiticos analizados (Ma et al., 2005). El alto numero de
genes especificos que se encuentra en el polen, refleja la especificidad funcional del
gametofito masculino en la proteccion de las gametas y la entrega durante el desarrollo.
Consistente con esto, los genes especificos de polen se caracterizan por presentar también

valores de expresion elevados.

Como se menciond previamente el desarrollopdén se divide usualmente en dos fases,

una fase temprana que comprende la microegpetgolen bicelular, y una fase tardia que
incluye al polen tricelular y maduro. Estasda también se diferencian claramente en sus
perfiles transcripcionales, diferenciando dosi\gdes grupos de genes: los genes tempranos se
expresan a partir del estadio de microespora y su abundancia decrece antes de la maduracion
del polen, y los genes tardios expresadosolud la mitosis asimétrica, que se acumulan
hasta la maduracién del polen, creandgool estable de ARNm que serian esenciales para

la germinacién y el crecimiento temprano del tubo polinico. De este modo, al momento de la
antesis, todas las proteinas necesarias para la germinacion y el crecimiento del tubo polinico
estarian presentes en el grano de polen suedefecto, si tienen que ser sintetizadas, sus

respectivos ARNm ya estan presentes agraio de polen maduro (Boavida et al., 2005a).
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En la primera etapa de la gametogénesis (MU) se expresa un 60% mas de genes que en la
dltima (PM); a pesar de esto se observa un atoren la expresion de genes especificos de
polen (Honys y Twell, 2004) (Figura 3a). La reduccién de la complejidad y el cambio a la
fase tardia esta acompafiado por un incremamios genes involucrados en el metabolismo

de la pared celular, citoesqueleto y sefai@acelular, importantes para la madurez del
polen, germinacién y elongacion del tubo poliniBorg y Twell, 2011; Twell, 2006). Es por

esto que suele afirmarse que el desarrollo del grano de polen esta caracterizado por una
represion génica asociada a gran escala. Dicha represion esta ligada a una activacion selectiva
de un nuevo grupo de genes (genes tardios Figura 3b), que seguramente, se encuentran
involucrados en los pasos finales de maduragién interacciones con los tejidos femeninos

del pistilo durante los eventos de polinizacion.
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Figura 3 - En el panel (a) se muestran perfiles transcripcionales del nimero de genes expresados durante el
desarrollo del polen superpuesto con la proporcion de genes especificos de polen. A pesar de que el nUmero
global de genes expresados durante el desarrollo es menor, hay un claro aumento en la expresion de genes
especificos de polen. En el panel (b) se presentan los niveles de expresion de los genes pertenecientes a cada
uno de los grupos transcripcionales tempranos y tardios en los distintos estadios del desarrollo. MU:
microespora unicelular; PB: polen bicelular; PT: polen tricelular; PM: polen maduro. Adaptado de Borg y
Twell, 2011.

Lo arriba expuesto nos lleva a sefialar que genes cuya expresion en polen maduro (PM) es
alta y ademas especifica, adgareuna importancia relevante para el estudio de los eventos
posteriores a la maduracion del grano de pdlas.interacciones célula-célula que el grano

de polen establece en su corta vida son limigddefinidas, una gran ventaja para su estudio
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cuando se lo compara con otros tejidos de la misma planta. Asi el polen durante su desarrollo
interactia con el tapete (tejido esporodifiy en la fecundacion con tejidos del 6rgano

reproductivo femenino (estigma, estilo y 6vulo).

Genes tardios

El crecimiento del tubo polinico es un proceso que ocurreasenma explosiva, requiriendo

de un rapido aumento en la cantidad de pectinas para la extensiim tlgi nimero de
transcriptos especificos de polen apareceelegrano de polen luego de la mitosis | y se
acumulan durante la maduracion (Twell et al., 1989) (Figura 3b). Algunos de estos genes
tardios de polen codifican productos con homologia a enzimas relacionadas con el
metabolismo de pectinas como poligalacturonasa (Brown y Crouch, 1990; Niogret et al.,
1991; Rogers y Lonsdale, 1992), pectin metil esterasa (Mu et al., 1994; Wakeley et al., 1998)
y pectato liasa (Rogers et al., 1992; Wing et2989). La germinacion de polen de muchas
especies se ha demostrado que es altamente independiente de la transcripcidn pero

dependiente de la traduccion (Twell, 1994).

Se han descripto algunos ejemplos de la regudatraduccional en polen. Uno de los genes
regulados a nivel traduccional ke$52, gen especifico de antera de tomate que codifica para
una proteina rica en cisteinas y que es abundante en polen maduro (Muschietti et al., 1994).
Los transcriptos déat52 se almacenan al menos por 16 horas en polen maduro hasta la
germinacion del polen y la generacion del tubo polinico (Ursin et al., 1989). Los transcriptos
de lat52 son traducidos durante el desarrollo del polen, pero son también almacenados en
polen maduro, junto con la proteina LAT52, para su uso durante el crecimiento del tubo
polinico. EI ARNm dedat52 es expresado de manera abundante durante la maduracion del
polen y ademas de ser regulado a nivel transcripcional, se ha demostrado que la regién 5' no
codificante del ARNm actia como un activattaduccional autbnomo y especifico de polen
(Bate et al., 1996; Twell et al., 1989).

Otro gen especifico de polen que se regi@lananera tardia durte el desarrollo estp303

de tabaco, cuyo transcripto es almacenado en polen maduro para ser traducido luego de la
germinacion del grano de polen. La proteina NTP303 esta presente en la membrana
plasmatica de la célula vegetativa, en la membrana vegetativa quevenias gametas y en

los tapones de calosa de tubos polinicos; pbee®logia con las ascorbato oxidasas, y su
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funcion estaria relacionada a un evento especifico de polen como es la interaccién entre las
células de los tejidos masculino y femeninohf@uwen et al., 1999). Cuando se estudio el
mecanismo de regulacion de la traduccion mediado por el 5'UTR en polen se determiné que
el mismo tiene la capacidad de promover dadiccion solo en tubos polinicos, donde actua
como un elemento autbnomo de manera independiente del promotor, lacadjiante o

las secuencias del 3'UTR. Secuencias especificas de dos eststetarbsoppredichas de la

region 5'UTR son esenciales para activar daluccion (Honys et al., 2000; Hulzink et al.,
2002). Dado que la accion del 5'UTR mtp303es independiente de los otros componentes

del gen, Hulzink y colaboradores proponen que esta region contiene elementos en su
secuencia 0 estructuras secundarias que sedanciales para llevar a cabo el efecto
regulatorio. La presencia, posicion y arquitectigaestructuras secundarias y la naturaleza de
secuencias primarias se ha demostrado que modulan los niveles en la eficieaciaadeon

de los ARNm en eucariotas superiores (Curie y McCormick, 1997; Gallie et al., 2000).

En contraste con el gdat52 descripto por Bate y colaboradores, el cual demuestra que el
gen contiene un activador traduccional en su 5'UTR que regula la expresion de manera
positiva y especifica en los estadios mas tardios de la maduracion del polen, Curie y
colaboradores observaron que la secuencia quéoceofara el 5’'UTR de otro gen tardio de
tomatelat59 inhibe la expresion del gen tanto en polen maduro como germinado (Curie y
McCormick, 1997). Este gen codifica para prateina perteneciente a la familia de las
pectato liasas, encargadas de la degradacion de paredes a través del clivaje de pectinas y
posee una alta expresion durante el crecimiento del tubo polinico. También se demostrd que
los niveles de la proteina LAT59 aumentan significativamente luego de la germinacién del
polen aunque este efecto seria post-transcripcional y no por una regulacion mediada por el
5'UTR. Se han propuesto dos hipotesis sobreelgulaciéon del elemento inhibitorio, la
primera es que la inhibicion que ocurre en polen maduro podria ser relajada durante la
germinacion permitiendo la acumulacién deptateina LAT59; por otro lado, las pectato

liasas en polen estan involucradas en el crecimiento del tubo polinico tanto por la
desestabilizacion de los enlaces de pectpaa ayudar a la construccién de la pared o
facilitando la penetracion del tubo a través de la matriz rica en pectinas del estilo. Este
proceso de degradacion de paredes podria comprometer a los tejidos somaticos por lo que se
debe prevenir en estos tejidos a través del elemento inhibitorio para expresarse luego en el
tubo polinico (Curie y McCormick, 1997).
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Cuerpos involucrados en laegulacién de ARN

Cuerpos de Cajal (CBs)

Los Cuerpos de Cajal (CBs) son cuerpos sutieares primero descritos en neuronas por
Ramon y Cajal en 1903 y, posteriormente, caracterizados tanto en plantas como en animales
(Gall, 2003). Aparecen cerca del nucléolo como focos discretos cuyo tamafio y nimero varia
durante el ciclo celular (Strzelecka et al., 2018)n estructuras dinamicas que se mueven,
fusionan y se separan dependiendo del estadsctipcional de la célula (Cioce y Lamond,
2005). Los CBs estan involucrados en el eridado y el trafico de ribonucleoproteinas
nucleolares pequefias (snoRNPs) y en el ensamblado y trafico de complejos de
ribonucleoproteinas nucleares pequefias de spliceosoma (snRNPs) que se encuentran
involucrados en el proceso dplicing del ARNm (Cioce y Lamond, 2005; Gall, 2003). Los
Cuerpos de Cajal también contienen componentes de la maquinaria implicada en el
silenciamiento mediado por siRNA y enrtilacion de ADN repetitivo (Li et al., 2006).

Los cuerpos de Cajal de vertebrados contienen una alta concentracion de coilina, una proteina
gue se utiliza regularmente como un marcador molecular para CBs (Cioce y Lamond, 2005).
En Arabidopsis thalianaexiste un homologo distante del gen a®lina de vertebrados
(Collier et al., 2006). Una mutante de Arabidops@h-1(no cajal bodies ) carece de CBs

debido a un solo cambio de base en un sitio de empalofiee( sit¢ del gencoilina de
Arabidopsis (At1g13030), resultando en el desensamblado total de CBs, como se observa en
la Figura 4 (Collier et al., 2006; Fang y Spector, 2007). La introduccién de la version salvaje
de coilina de Arabidopsis recupdeaformacion de los CBs en plantasb-1 (Collier et al.,

2006).
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Figura 4 - Imagenegle microscofa electrénia de transmigin y marcad de CBs meidnte anti-fiilarina de
nucleosde hoja. Lafibrilarina esuna metil-trasferasa invlucrada en lanetilacion & ARN ribosomal y se
encuenta localizadaen alta concetracion enCBs. Linea on fondo gedtico salvajemostré un @ (flecha)
cercanoal nucléolo (panel A) nientras qued linea nch-l nunca presnta CBs \gibles en indgenes de
microsopia electrorda. N: Nucleg No: Nuclédo; Het: HeteocromatinaBarra de tam@, 1 um. Alaptado de
Collier & al., 2006.

A pesa de la relgancia funoonal de Ie CBs en eprocesananto de ARN, se harobtenido
mutanes knock-ait de coilna en ratoes, aunqueestos mestran unareducida vabilidad
(Walker et al., 2@9), mientas que platas deArabidopsis baliana y moscas Drosophila
melan@aste) que no posee CBs soncompletanente viabés y normales (Collier et al.,
2006;Liu et al., D09). Estogesultadosugieren ge los procsos que nonalmentese llevan

a cabaoen los CBspueden reizarse en lenucleoplama.

Cuerpos de praesamienb (PBs)

Los cuwrpos de pocesamiertd (PBs) soragregadositoplasméicos de prteinas inveucrados
en la eigradaciény arresto d la traducion de losARNm. En levadurase demostr que la
remocbn delcapy la degedacion 5'a 3' del ARNm se levan a cab en estoscuerpos.
Prime, las proteias que actan o cathzan la renocion delcap se encantran conentradas
en estés estructtas. Segudo, la inhbicion del procesanento de ARNm anes de la
remocin delcaplleva a la prdida dePBs; sin erbargo, si & inhibe elprocesamigato en el
momato o luegode la remaidon delcap, se obsera un aumeto en el dmero y tanafio de

los PBs. Finalmete, los inermediarie de la dgradacionde los ARNm se enuentran
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localizados en estos cuerpos (Sheth y Pa2@03). La formacién de los PBs varia con la
disponibilidad de ARNm libre en el citoplaa 0 no asociado a polisomas. En Drosophila se
estudio coémo varian en tamafio y nimero estos cuerpos cuando células S2 eran tratadas con
drogas que afectan a la estabilidad de los ARNm. Se observo que los PBs desaparecian luego
del agregado de RNasa A y cicloheximida, droga que actua inhibiendo la elongacién de la
traduccién y estabiliza los ARNm en los polisomas; por otro lado, el tamafio de los PBs
aumenta cuando las células son tratadas con puromicina, que causa la terminacion prematura
de la cadena polipeptidica y produce el desensamblado de los polisomas (Figura 5) (Eulalio et
al., 2007). Esto estaria indicando que para saliltacion en PBs, los ARNm deben salir del

ciclo de traduccién, quedando libres en el citoplasma.

control RNasa A cicloheximida puromicina

a=Tral

a=-Ge=1

91,2+0.9

Figura 5 - Andlisis de la formacion de PBs. Las células S2 fueron tratadas con RNasa A (15 min, 100 pg/ml),
cicloheximida (1 h, 10 pg/ml) o puromicina (1 h, 100 pg/ml). La marcacién de PBs se realizé con anticuerpos
anti-Tral o anti-Ge-1. Adaptado de Eulalio et al., 2007.

En eucariotas se caracterizaron algunos de los componentes de los PBs, encontrandose
proteinas pertenecientes al complejo de remocion cdgl la 5' exoribonucleasa y
deadenilasas. En Arabidopsis se describio la composicion del complejo de remocem del

Se determiné por métodos de interaccidnvitro e in vivo que los PBs se encuentran
formados en principio por las proteinas DCR&cgappingprotein 1), DCP2 @ecapping
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protein 2, DCP5 (lecappingoprotein § y VCS {varicosg (Xu y Chua, 2009; Xu et al., 2006).

La presencia de la proteina VCS, homdlogo de la proteina humana Hedls que no se encuentra
en levaduras, sugiere que los PBs de plastasestructuralmente mas cercanos a los PBs
humanos que a los de levaduras. Por otro lado, se determindé que DCP2 es la Unica que posee
actividad catalitica de remocion debp siendo este efecto estimulado por los demas
componentes. Los ARNm que fueron removidos deagison llevados a degradaciéon 5' a 3',
proceso, que en Arabidopsis, se lleva a cabo por la ARNasa XRN4, que co-localiza con
DCP1 (Weber et al., 2008). Otros de los componentes de los cuerpos de procesamiento son
las deadenilasas y sus proteinas regulatorias, que juegan un rol esencial tanto en la
degradacion 5' a 3' del ARN como en la formacién de los PBs (Zheng et al., 2008). En tomate
se demostré que el ARNm poliadenilado se agrega en granulos de estrés (SGs) y pero no en
granulos deheat shock(HSGs) (Weber et al., 2008); por lo tanto la deadenilacion seria
necesaria para enviar los ARNm a un cuerpo diferente. El acortamiento de poli-A excluye a
las proteinas de union a poli-A y proteinas asociadas con la traduccion para disminuir la
eficiencia de traduccién y dejar accesibssARNmM a los componentes de PBs (Maldonado-
Bonilla, 2014).

En plantas, se han generado linkasck outde los genes arriba mencionados y se estudio
como se veia afectada la formacufm los PBs. Se generaron las lindegl-1que posee la
insercién de ADN-T en el sexto intron del giopl, la lineadcp2-1posee la insercion en el
tercer intron del gedcp2y vcs-6contiene la insercion de ADN-T en el primer exén del gen
vcs El crecimiento en diferentes tipos celutadiferenciados, incluyendo células vasculares,
células de estoma, células epidérmicas y pelos radiculares se vio afectado en ldsfdlreas
1, dcp2-1y vcs-6 estos resultados sugieren que eptaseinas cumplen un rol fundamental

en la remocion dalapde los ARNm durante el desarrollo post-embrionario (Xu et al., 2006).

Granulos de estrés (SGs)

Los granulos de estrés (SGs) son agregadoglasmaticos de silenciamiento de ARNm que
contienen transcriptos que son excluidos transitoriamenfedehctivo de traduccion. Estos
cuerpos son inducidos en respuesta a eventestdss celular, como por ejemplo estrés por
calor, estrés oxidativo o estrés por radiacion UV, estos desencadenan el silenciamiento de la

traduccion global por muchas vias, incluyendéokforilacion del factor de iniciacion de la
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traduccion elF@ por quinasas especificas y el clivaje de ARNt, entre otras (Thomas et al.,
2011). En respuesta a estrés, las células eucariotas reprograman el metabolismo del ARNm
para reparar el dafio inducido por estrés y adaptarse a las nuevas condiciones. Durante este
proceso, la traduccion de los ARNm que codifican para protenese keepings abortada,
mientras que la de las chaperonas moleculamwimas involucradas en reparar el dafio es
aumentada. El reclutamiento selectivo de ARNm especificos a SGs se cree que serviria para
regular su estabilidad y traduccion (Andergoledersha, 2002). Se han sugerido a los SGs
como sitios de clasdacion donde los ARNm son enviados a almacenamiento, re-iniciacion o

degradacion por transferencia a PBs (Kedersha et al., 2005).

En Nicotiana plumbaginifoliay Arabidopsis thalianase han identificado dos proteinas
nucleares (UBP1 y RBP47) relacionadas To&1 de mamiferos (Lambermon et al., 2000),
como componentes dplicingde pre-ARNm. Estas proteinas también contienen el dominio
asociado a prion rico en glutamina (PRD) ademas de 3 motivos de reconocimiento a ARN
(RRM) que comparten cierta homologia digencia con la proteina TIA-1 de humanos
(Weber et al., 2008). Weber y colaboradores estudiaron la localizacion de las proteinas
UBP1, RBP47, factores de inicio de la traduccion y ARNm poli encontrando que los
mismos son reclutados a estructuras citoplasmaticas del tipo SGs, cuando las células son
tratadas con calor; sin embargo, esta localizacion se ve afectada cuando las mismas son
tratadas con cicloheximida, lo que estaria indicando que los SGs poseen un intercambio
dinamico con los polisomas, y que su ensamblado depende de la liberacion de mRNPs no
traducidos de polisomas. Estoesultados son similares & lobservados para células de

mamifero, aportando evidencia de la existencia de SGs en plantas (Figura 6).
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+ Cicloheximida

Control

AtUbp1

Estrés por calor

Figura 6 - La formacion de SGs depende de ARNm no traducibles, y el reclutamiento de Rbp47 y Ubpl.
Protoplastos de mesofilo de tabaco transfdmsacon los plasmidos GFP-RBP47 y GFP-UBP1 fueron
incubados en condiciones normales o estresados por calor 30 min a 39°C. Con flechas se indica la posicion de
los nlcleos. Analisis de localizacién de las proteinas RBP47 y UBP1, en condiciones normales y bajo
tratamiento con cicloheximida (100 pg/ml) por 15 min, y luego tratamiento con calor por 30 min a 39°C.
Adaptado de Weber et al., 2008.

De manera similar a lo reportado en mamiferos (Kedersha et al., 2000), los SGs de plantas se
forman bajo distintas condiciones de estréemo estrés por calor y arsenito, y se
desensamblan durante el periodo de recuperdoiéngranulos de estrés de plantas sirven de

lugares de almacenamiento para mRNPs mutidos liberados de complejos ribosomales.

La dinamica de los PBs en el controll déestino de los ARNm podria relacionar
funcionalmente a los PBs con otras estrusturtoplasmaticas que contengan ARNm, como

los SGs. La proximidad fisica entre SGs/HSGs y PBs ha sido estudiada en células humanas y
Arabidopsis (Kedersha et al., 2005; Weber et al., 2008). Esta proximidad seria necesaria para
el movimiento apropiado de los ARNm luego de ser liberados de los polisomas o para
facilitar el intercambio de ARNm y proteinas em espacio subcelular confinado. Como la
formacion de los SGs es desencadenada por estrés, éstos deben proteger a los transcriptos
durante el periodo de estrés y luego reini@araduccion una vez que las condiciones sean

favorables. Si la traduccién de algunos transcriptos agregados en SGs no esdasequeri
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entonces la proximidad entre los cuerpos podria facilitar el transporte y el decaimiento en
PBs.

Relacién entre cuerpos de procesamiento y granulos de estrés

Los SGs y PBs son estructuras citoplasmatiissretas que comparten algunas proteinas y
componentes de ARNm asi también como algunas propiedades funcionales. Ambas
estructuras son inducidas por estrés pero gpragas por distintos eventos de sefalizacion,

y cada uno puede existir de manera independiente del otro.

En protoplastos de tabaco se estudio como es la relacion entre los PBs y los SGs. Para esto se
realizaron andlisis de co-localizacion mediante marcacion de la proteina UBP1 (marcadora de
SGs) y de DCP1 (como marcadora de PBg)uila 7). Se demostré una localizacién cercana

de estas dos proteinas en el citoplasmarisago que ambas estructuras no tendrian una
relacion funcional directa; umesultado similar fue repado en células de mamifero
(Kedersha et al., 2005). Este resultado sugiere que las mRNPs son transferidas directamente

de SGs a la maquinaria de degradacion de PBs (Weber et al., 2008).

Estrés por calor

GFP-DCP1

Figura 7 - Los cuerpos de procesamiento y los granulos désestin distintas estructuras citoplasmaticas. Para
estudiar la co-localizacion de PBs y SGs los protoplastos fueron tratados con calor a 41°C por 30 kain. Para
deteccion de PBs se transformaron protoplastos con el plasmido de ex@EBdNCP1 Los SGs fueron
detectados por inmunofluorescencia indirecta, por marcacion de UBP1 enddgeno. En el panel de la derecha (ver
ampliacién) se observa que en parte las proteinas DCP1 y UBP1 se encuentran co-localizando y cercanas. Punta
de flecha: nucleo. Adaptado de Weber et al., 2008.
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Buchan y colaboradores proponen un modelo en el cual postulan un ciclo de mRNPs
citoplasmaticas en el que hay un intercambio de ARNm entre polisomas, cuerpos de
procesamiento y granulos de estrés (Bugh&arker, 2009) (Figura 8). Las mRNPs que se
localizan en cuerpos de procesamiento pueden ser remodeladas y luego acumuladas en
granulos de estrés, los cuales tendrian un imgertahen la clasificacion para determinar si

un ARNm es almacenado, degradado o si rrle traduccion. Por otro lado, los ARNm
podrian localizarse en granulos de estrés dineehte, sin pasar por el estado de cuerpo de

procesamiento.

El ensamblado de granulos de estrés se etraumgulado principalmente por tres factores.
En primer lugar, la modificacion de protesngue regula la interaccién y la funcién de
muchos componentes mMRNPs de granulos de estrés. Por otro lado, los dominios de
interaccion proteina-proteina regulan el emslado en varias proteinas de unién a ARN.
Finalmente, la red de microtibulos es un fastgortante en el ensamblado de los granulos

de estrés.

21



Introduccién

Transcriptos
nacientes
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GRANULO DE ESTRES
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lRoclutammnlo

complejo
‘ l T decapeado

|
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Figura 8 - Modelo integrativo de granulos de estrés y pogide procesamiento, en un ciclo de mRNP. Modelo
hipotético de las transiciones de mRNPs, particularmente durante estrés. Las lineas punteadas indican posibles
destinos de los transcriptos nacientes exportados. Las lineas violetas onduladagaepresenibulos y su

posible contribucién a la agregacion de granulos del transporte motorizado dineina/kinesinaoylminto

de mRNPs entre diferentes estados de mRNPs. Adaptado de Buchan y Parker, 2009.

Los PBs y SGs muestran un alto grado de movilidad cuando se encuentran aislados, pero son
menos moviles cuando se encuentran unidos, y esta interaccion es promovida por la proteina
desestabilizante de ARNm TTP. La relacién dinamica entre SGs y PBs muestra la
importancia de la compartimentalizacion enrégulacion del destino de los ARNm en el

citoplasma (Kedersha et al., 2005).

22



Como hipotesis de trabajo de esta tesis planteamos que los ARDATY sksl4 de
Arabidopsis thaliangpertenecientes al grupo tardio de transcriptos de polen, se acumulan en
cuerpos citoplasmaticos, cuerpies procesamiento y granulos esgtrés durante los estadios

finales del desarrollo del grano de polen.

Objetivos

o Caracterizar la dinamica de Cuerpos de IGhjaante el desarrollo del grano de polen

deArabidopsis thaliana

o ldentificar y caracterizar funcionalmente el proceso de almacenamiento de los ARNm

at59y sksl4en granos de polen maduro antes del inicio de la germinacion.

o Estudiar la existencia de cuerpos de psagniento y granulos de estrés en polen
maduro de Arabidopsis como sitios potenciales donde los ARtS&y sksl4dde

polen podrian almacenarse y esperar a ser traducidos luego que el polen germine.
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Materiales y Métodos

Materiales y Metodos

1. Cepas bacterianas

1.1. Conservacion de cepas bacterianas

En el caso de clones bacterianos, se mezclé en unEjgbendorfun volumen de cultivo
crecido durante toda una noche con una solud@érglicerol estérilhasta alcanzar una

concentracion final de 10-20% de glicerol. Istscksbacterianos se guardaron a -70°C.

1.2.Escherichia coli
1.2.1. Condiciones de cultivo

Se utilizaron las cepas DH% DH1(Q3 deE. coli. Los cultivos liquidos se desarrollaron a
37°C en medio LB (peptona de caseina o triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, y NaCl 5
g/l) con agitacién a 250 r.p.m. Los cultivos solidesrealizaron en placas de Petri a 37°C, en
medio LB adicionado con 1,5% de agar. Daeado con la resistencia conferida por cada
vector, el medio de cultivo se suplementé con ampicilina (100 mg/l), kanamicina (50 mg/l),

estreptomicina (100 mg/l) o espectinomicina (100 mg/l).

1.2.2. Preparacion de bacteriak. coli DH5a y DH10B electro-competentes

Se inocul6 11 de medio LB con un cultiveecido durante toda la noche (dilucion 1/100) a
partir de una colonia dé. coli. El cultivo se incubé con agitaciéon a 250 r.p.m. a 37°C hasta
alcanzar una D.G@hynm de 0,6-0,8. Posteriormente, se coloco el cultivo en hielo durante 15
min y se centrifugaron las células a 3000 r.p.mawhgr 15 min a 4°C. Luego, se removio el
sobrenadante y se resuspendipeatletcon 600 ml de solucién de Glicerol 10% estéril y pre-
enfriada y se volvid6 a centrifugar en las mismas condiciones. El procedimiento de
centrifugacién y lavado dglellet se repiti6 dos veces, utilizando 400 y 250 ml de glicerol

10%. Finalmente, epellet se resuspendié en 1,5 ml de glicerol 10%. Las células se
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fraccionaron en alicuotas de Hf) se congelaron rapidamente en nitrogeno liquido y se
guardaron a -70°C.

1.2.3. Transformacion de células electro-competentes Becoli

Se dej6 descongelar un tuBppendorfcon 50ul de bacterias electrocompetentes y se agrego

1 o 2yl de la reaccion de ligacidon o recombirtaci Se mezcld bien y se traspasoé la mezcla

en una cubeta de electroporacion fria de 0,1 cm. Se coloco la cubeta en el electroporador
(Micro pulser, Bio-Rajly se dio un pulso a 1,8 kV. Inmediatamente se agreg@l2E)SOC

(2% peptona, 0,5% extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mMAMTmM
glucosa) sin antibiético; las bacterias se spsudieron rapidamente y se incubaron durante 1
hora a 37°C con agitacion a 250 r.p.m. Luego, se rastrillaron 50 yl1d#® la solucion
bacteriana en placas de Petri con LB agar y el antibiético requerido en la concentracion

adecuada.

1.3.Agrobacterium tumefaciens
1.3.1. Cepas y condiciones de cultivo

Se utilizé la cepa EHA105 que tiene resistencia gendmica a rifampicina. Los culti®os de
tumefaciensse realizaron en medio LB suplementado con rifampicina (100 mg/l) y se

incubaron con agitacion durante toda la noche a 250 r.p.m. y 28°C.

1.3.2. Preparacion de células competentes detumefaciens

Para la preparacion de células de Agrobagtercompetentes, se parti6 de una colonia
aislada y se inicié con ésta un cultivo en 3 ml de medio LB suplementado con el antibiético
correspondiente a la cepa utilizada. El culBedancubd con agitacion durante toda la noche a
100-150 r.p.m. y a 28°C. Se utilizaron 2 ml| de gse-cultivo para inocular 50 ml de medio

LB fresco, el cual se incubd en las mismas condiciones por 12-16 horas hasta alcanzar una
D.Osoonmde 0,5-1, correspondiente con la faseoegmcial de su crecimiento. Las células se
centrifugaron a 5.000 g por 5 min a 4°C yresuspendieron en 8 ml de HEPES/KOH 1 mM

a 4°C. Las células se centrifugaron nuevamen6.000 g por 5 min a 4°C y se repitio el
lavado 2 veces mas. Luego, se removio el sobrenadante y se resuspeeitbébcein 8 ml de

glicerol 10% a 4°C y se volvié a centrifugar las mismas condiciones. Finalmentegedlet
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se resuspendié en 6Q0de glicerol 10%. Las células se fraccionaron en alicuotas @é 50

se congelaron rapidamente en nitrogeno liquido y se guardaron a -70°C.

1.3.3. Transformacién de células competentes de tumefaciens

Se agregaron entre 100-250 ng del ADN de interés ail50e células competentes
previamente descongeladas. Una vez agregado el ADN, la mezcla se mantuvo en hielo por 10
min. Las células se transformaron por elgmbracion utilizando las mismas condiciones
detalladas en la Seccion 1.2.3. La recuperad®tas células se efectud por agregado de 950

pl de medio LB liquido e incubacion duranteh a 28°C. Las células transformantes se
seleccionaron sembrando pDde suspension bacteriana en medio LB sélido suplementado

con los antibiéticos correspondientes luego de una incubacion de 48 h a 28°C.

1.3.4 Transformacién de Arabidopsis medianté\.. tumefaciens

Se utilizé el protocolo descripto por Zhangaét 2006. Brevemente, a partir de una colonia

de EHAL05 transformada previamente conctmstruccion de interés y confirmada su
transformacion por PCR, se inocul6 un pre-vaolile 3 ml que se cultivé por 48 h a 28°C en
agitacion a 200 r.p.m. Con el pre-cultivo se inocularon 500 ml de LB (dilucion 1/100)
suplementado con rifampi@n (100 ml/l) y los antibiéticos correspondientes con la
resistencia otorgada por la construccion derés: kanamicina (50 mg/l) para el vector
binario pK7WG2D (cedido por la Dra. Alicidelada, IBBEA-CONICET), y estreptomicina

(100 mg/l) y espectinomicina (100 mg/l) para pZY03 (cedido por la Dra. Sheila McCormick,
UC-Berkeley, EEUU). Se incub6 durante 16 horas en las mismas condiciones. Pasado este
tiempo, se confirmé una D.§enmde 0,5-0,8 y se centrifugd por 10 min a 4.000 g. Luego, las
bacterias se resuspendieron en 500 ml de medio de inoculacién (5% sacarossil\Wwg2%

77 (Lehle Seeds) y se verti6 en una bandeja plastica donde se sumergieron las flores de
Arabidopsis durante 10 segundos, dos veces seguidas dejando escurrir el medio de
inoculacion excedente. Para aumentar la frecuencia de transformacion, este procedimiento se
repitié 2 veces, separado por un intervalo de 7 dias. Las plantas transformadas se dispusieron
en posicion horizontal envueltas en papel transparente para conservar la humedad y reparadas
de la luz durante 1 dia. Luego, se conticod el crecimiento normal de las plantas hasta

cosechar las semillas.
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2. Material vegetal

2.1. Eleccion deéArabidopsis thaliana como sistema de estudio

Las plantas de Arabidopsis presentan variasay@mnicomparativas con cualquier otra planta

gue se quiera utilizar como modelo:

 Genoma pequefio, distribuido en sélo 5 cromosomas. Su genoma se encuentra
completamente secuenciado desde dicierdbr2000 (Arabidopsis Genome Initiative, 2000)

(125 Mb total; alrededor de 28.000 genes. El 70% tiene ya una funcién asignada).

+ Ciclo de vida corto: en nuestras condiciatesrecimiento, de alrededor de 9 semanas,

entre la germinacion y la aparicién de semillas maduras.

» Facil produccion de semillas y facil audtien condiciones de laboratorio. No requiere

mucho espacio.
» Transformacion eficiente cAgrobacterium tumefaciens
» Genoma saturado de lineas mutantes disponibles.

* Numerosa informacion disponible provetgede microarreglos. Ademas aporta la

posibilidad de realizar microarreglos propios.

Sin embargo presenta la desventaja de safia pequefio como limitante para estudiar en

forma bioquimica sus tejidos; especificamenteaddajo con polen representa un desafio.

Si bien Arabidopsis no ofrece un interés peculiar como planta de cultivo sus genes han sido
encontrados en casi todas las especies de valor agronémico, facilitando la transferencia de

ingenieria vegetal.

2.2. Arabidopsis y condtiones de crecimiento

Se utilizaron plantas de&rabidopsis thalianaecotipo Columbia 0 (Col-0). En todos los casos
las semillas fueron previamente esterilizadas, se sembraron en placa conteniendo medio de
cultivo (Murashige & Skoog (1962) 0,5X, 1% sexsa y 0,8% agar), y se conservaron en

oscuridad a 4°C durante 3-5 dias para sincronizar su germinacion.
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Cuando se cultivaron las lineas muésnsimples de insercion de ADNdEp1-040 vcs-147
y atx-2-060 se utilizaron placas con medio MS 0,5X, 1% sacarosa, 0,8% agar, suplementadas

con kanamicina 50 mg/l.

Luego, las semillas fueron germinadas en camara de crecimiento vegetal en condiciones
normales de luz y temperatura, 150 pmol/sed & @2°C, con fotoperiodo de dia largo (16/8

hs luz/oscuridad) y 60% de humedad relatibespués de 7-10 dias de germinadas las
semillas, las plantulas se trasplantaron a macetas con sustrato Tieerdde(til Grow Mix
Multipro) y se las crecieron en cdmaras de culémdas condiciones de luz, temperatura, y

humedad descriptas. Las plantas fueron regadas 3 veces por semana con agua corriente.

2.3. Lineas mutantes simigs de insercion de ADN-T

Las mutantes simples de insercion de ADMvERbidopsis thaliana(ecotipo Columbia-0)
para el gerAtDCP1 (At1g08370): SALK_040521.52.95.x (designada catopl-04(), para
el gen AtVCS (At3g13300): SALK_147270.46.60.xv@s-14F y para el genAtATX-2
(Atlg54170): SALK 060298.19.25.natk-2-06Q, fueron adquiridas delArabidopsis

Biological Resource Cent¢éABRC: http://abrc.osu.edly/Se obtuvieron plantas homocigotas

por cruzamientos manuales para cada we las lineas y se corroboraron mediante
genotipificacién por PCR. Se analizaron cada una de las mutaciones en la segunda generacion
F2.

2.3.1. Genotipificacién

Para la genotipificacion de cada linea mutante de insercion se disefiammimnuos (LP y
RP) especificos para la secuencia flanqueante a la insercigorilessse disefiaron a partir
de las lineas utilizando el softwatiect primer design tool”disponible en SIGnAL;
http://signal.salk.edu(Alonso y Stepanova, 2003). gtimer LBal es especifico del borde
izquierdo del ADN-T de las lineas SALK.

Para cada planta se efectuaron dos reacciones de PCR. La primera, mondosLP+RP

gue pone de manifiesto el alelo salvaje y por lo tanto so6lo estara presente en plantas salvajes
y heterocigotas. La segunda, con foémers RP+LBal, evidencia el alelo que sufrio la
insercion, estando presente tanto en pfartiamocigotas como heterocigotas para la

insercion.
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, e Condiciones de Producto
Primer (Seq 5'a 3') PCR Obtenido (pb)

014LP: GATTCCTCGTCTTCTTGGTCC Ta: 56°C por 30 seg LP+RP 1027

dcp1-040 064RP: GATCCTTCAACGTCCTTACGAC Extensién: 72°C por  LB+RP 489-
LBal: TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG 80 seg 789

147LP: CATTATGGGAATCTGGTGTGG Ta: 54°C por 30 seg LP+RP 1113

ves-147 147RP: TCGGTACACGAATAGGACCTG Extensién: 72°C por  LB+RP 503-
LBal: TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG 80 seg 803

060LP: AGTTGAGCTCGAATTTTTGGG Ta: 55°C por 30 seg LP+RP 1123

atx-2-060 060RP: TACGAAAGACACAAACTTGCG Extension; 72°C por LB+RP 553-
LBal: TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG 80 seg 853

Tabla 1 - Lista deprimers utilizados para genotipificar las lineas de insercién de ADN-T por PCR para la

obtencion de plantas homocigotas de cada una de ellas por cruzamiento y analisis de su descendencia.

3. Plasmidos y construcciones

Todos los clonados que se realizaron en esis tespetaron el esquema protocolar detallado
a continuacion. Solamente se variaron los materiales usados en las construcciones (insertos,

vectores, enzimas de restriccion, antibioticos) y se especifican en cada caso.

3.1. Clonado por restriccién y ligada
3.1.1. Amplificacién de secuencias por PCR

Las secuencias se amplificaron con la enzima polimeRiga Platinum (Invitrogen,
California, EEUU), de acuerdo al protocolo sugerido y comidterssuministrados. En cada
reaccion se utilizaron 30-100 ng de ADN como molndfer de reaccion 2X, MgSOL mM,
dNTPs 30QuM, 0,3uM de cadagrimerforwardy reversey 1 unidad de ADN polimeradix
Platinum en 50ul de volumen de reaccion. El ciclade realizé de la siguiente manera:
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Desnaturalizacion inicial ~ 95°C 5 min
95°C 30 seg
Ciclado 35 a 40 ciclos Ta 30 seg
68°C 1 min/kb
Extension final 68°C 5-10 min

Tabla 2 - Esquema de ciclado para reacciones de amplificacion por PCR con la enzima polfixdPéesénum

(Invitrogen, California, EEUU).

Para el célculo de la temperatura a@enealing (Ta), en todos los casos se calculd la
temperatura de melting (Tm) de cada primer utlizando el sitio web

http://idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyyese utiliz6 una Ta 5°C menor que la

del primer con menor Tm. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de
agarosa 0,7-2% p/v dependiendo del tamafio de producto esperdmdfesriTAE 1X,
conteniendo Jug/ml de bromuro de etidio para sisualizacién por exposicion a la luz UV

en un transiluminador.

3.1.2. Restriccion de insertos y vectores

Los productos de PCR y vectores fueron dégs con enzimas de restriccion (Promega,
Madison, WI, EEUU), siguiendo las condiciones sugeridas por los fabricantes. En algunos
casos, los vectores de clonado digeridosdineademas tratados con la enzima fosfatasa
alcalina termosensible TSAP (Promega, Madi WI, EEUU), la cual remueve el grupo

5’'fosfato del ADN, impidiendo ste-circularizacion y re-ligacion.

3.1.3. Purificacion de insertos y vectores

Los productos de PCR y vectores digeridosdemtificaron por electroforesis en gel de
agarosa enbuffer TAE 1X (ver Seccion 3.1.1). Se cortaron del gel las bandas
correspondientes, y se purificaron utilizandokiglcomercial QIAEXII Gel Extraction Kit
(QIAGEN, Alemania), de acuerdo al pooblo del fabricante. Los productos de PCR
utilizados en reacciones dedigon sin restriccion previa, se fimaron directamente con el

kit comercial“lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit(GE Healthcare

Lifesciences, EEUU), siguiendo las especificaciones del fabricante.
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3.1.4. Ligaciones inserto — vector

Las secuencias amplificadas /®CR o productos de restriccigurificados y los vectores
destino digeridos y purificados fueron ligados con la enzima T4 ligasa (Promega, Madison,
WI, EEUU), de acuerdo a las especificacionddal@icante. Se utilizaron de 20 a 100 ng de
vector, reacciones molares de inserto vector 3:1 para todas las ligaciones y 10 unidades de
enzima, en un volumen final de reaccion dqill@as reacciones se incubaron a 4°C durante
toda la noche.

3.1.5. Transformacion bacteriana

Se transformaron 50| de bacteriagscherichia coliDH103 o DH%x electro-competentes

con 1 o 2ul de la reaccién de ligacion o recombinacion en cubetas 0,1 cm (Bio Rad) por
electroporacion. A continuacion se agregaron@5fe medio de cultivo SOC y se incubaron

sin antibiético durante 1 hora a 37°C. Luego, se rastrillaron 50 yull@e la solucién
bacteriana en placas de Petri con LB agar y el antibiético requerido en la concentracién
adecuada.

3.1.6. Confirmacién de clones positivos

Se analizaron al menos 10 colonias de las placas de transformacion mediantdoRZEon
la enzima Tag Polimerasa Recombinante (Invitrogen, Brasil) y los migriogers

especificos indicados para amplificar el inserto.

3.1.7. Amplificacion de las construcciones plasmidicas

Las colonias confirmadas fueron amplificadasiimete cultivo en 4 ml de medio LB liquido
con el antibidtico correspondiente. A partir lds cultivos se realizaron las purificaciones
plasmidicas con eRIAprep Spin Miniprep Kit(QIAGEN, Alemania), de acuerdo al

protocolo del fabricante.
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3.1.8. Restriccion de las construcciones plasmidicas

A partir de los plasmidos confirmados purifics, se corrobor6 la presencia de los insertos
de interés mediante digestion con las miser@@mas de restriccion previamente utilizadas

para el clonado (Promega, Madison, WI, EEUU) y electroforesis en gel de agarosa 1%.

3.1.9. Secuenciacion de las construcciones plasmidicas

A partir de los plasmidos confirmados por PCBlony y restriccion, se corroboro la
secuencia de los insertos de interés mediante secuenciacion (Macrogen Inc., Corea del Sur).
Los andlisis de secuencias obtenidas se realizaron utilizando el sitio web BBAST (

Local Alignment Search Tgdhttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.dgi

3.2. Clonado por ecombinacién homologa

Alternativamente, se generaron vectores binarios por recombinacién homolaggndiili
vectores del sistema Gateway® y la enzima LR recombinasa (Invitrogen, California, EEUU),
siguiendo el protocolo propuesto por el fahnte. Se utilizaron vectores de entrada
PENTR1A (Invitrogen, California, EEUU), preamente clonados con las secuencias de
interés entre los sitios de recombinacion agtllps vectores de destino binarios pZY03 y
pK7WG2D que poseen los sitios de recombinacion attR. Ademas, los vectores de entrada y
de destino poseen el gen letal ccdB, el cual favorece ampliamente el muestreo de clones
positivos. Luego, se procedio con el protocolo de transformacion bacteriana, confirmacién de
clones por PCRolony, restriccion y secuenciacion, de manera similar a la sefialada en las

secciones 3.1.5a3.1.9.

3.3. Proteina marcadoa de Cuerpos de Cajal

Los estudios realizados para estudiar la dinandie los Cuerpos de Cajal fueron llevados a
cabo con la construccigpCoilin-Coilin-YFP, gentilmente cedida por los doctores Alison
Pendle y Peter Shaw (John Innes Centre, Colney, Norwich NR4 7UH, United Kingdom) y
David Spector (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York 11724,
EEUUV).
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3.4. Lineas de sguimiento de ARNm

Uno de los métodos mas utilizado para se§&®N mensajeros (ARNm) en muestras fijadas

es la Hibridacion in situ fluorescente (FISgro este presenta la desventaja de no poder
seguir el movimiento de los mensajeros o ya que no posee resolucion temporal.
Teniendo en cuenta esto, Bertrand y colaboesidesarrollaron un método en levadura que

se basa en la fuerte asociacion, casi irreMersite la proteina de la capside del bacteriéfago
MS2 (MCP) con estructuras de 19 nucleétidos de ARN gue poseen el codén de inicio del gen
de replicasa del fagéoppsde MS2) (Bertrand et al., 1998).

3.4.1. Sistema MS2

El sistema consiste en dos construccionegprlmera posee la secuencia de GFP fusionada a
la proteina de capside del fago MS2 (MGPluna sefial de localizacion nuclear para
favorecer la visualizacion de los ARNm encébplasma. En la segunda construccion, seis
sitios de la region de uniéon de MS2 ubicados en tandem (cada uno contdoapside
ARN de 19 nucledtidos) se insertan rio abajoAd®NmM a estudiar. El hecho de colocar seis
sitios para la union de MS2 provee una sefiahentada del pegado de GFP (Bertrand et al.,
1998). Se han desarrollado variantes en el namhersitios para aumentar la sefial de GFP,
como 12, 24 y hasta 48 copias deltasps(Lionnet et al., 2011). En el esquema de la Figura

9 se detallan los pasos involucrados en el seguimiento en tiempo real de los ARNm.
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| Clave' repeticiones en tandem
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ARNm decorado con GFP

Figura 9 — Esquema que detalla el sistema MS2. La ARN polimerasa transcribe al ARN en el nucleo
conteniendo lofoopsde MS2 (1 y 2). La proteina de la capside (MCP) junto al GFP se traduce en el citoplasma
y la misma es enviada al nicleo por la sefial de localizacion nuclear (3). MCP-GFP se une como dimero a los
loopsde MS2 (4). El ARNm marcado forma complejos de ribonucleoproteinas (RNP) con factores de trans-
activacion. Estas particulas incluyen estabilizadores, proteinas de control de la traduccion y proteinas de
localizacién (5). EIl ARNm es llevado al destino celular (6). Luego de la traduccién, los ARNm son degradados
(7). Modificado de Weil et al., 2010.

Una ventaja que presenta este sistema frelatenarcacion con GFP de proteinas de union a
ARN es que MCP-GFP se une de manepeé&sica a los ARNs que contengan lospsde

MS2, mientras que las proteinas de union a ARN se unen a varios ARNm (Querido y
Chartrand, 2008). A pesar de que fue desarrollado en levaduras, el sistema ha sido
ampliamente utilizado de manera eficiente en plantas (Hamada et al., 2003; Sambade et al.,
2008; Zhang y Simon, 2003). En este trabajo decidimos utilizarlo pues permite seguir en vivo

a los ARNm a través de la célula marcando deersmespecifica el mensajero en estudio.
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3.4.2. Lineas MS2

En este trabajo nos propusimos estudiar la localizacion de los mensigtdg at59. Las
construcciones se realizaron a partir del adionde dichos genes incluyendo sus 5’'UTRs, ya
que como se detallé en la introduccion, la ragidin de la traduccion de estos mensajeros se

encontraria determinada por esta region.

El procedimiento de clonado consistio en amplificar la region correspondidf@PeGFP

del vector pMS2-GFP (Addgene plasmid #27121) usando la ADN Polimer&da
(Invitrogen, California, EEUU) y loprimers forwardMCPeft y reverseMCP-ight. Dicho
fragmento fue clonado mediante corte y ligado con las enzimas de restriccion Nhel y Xbal
(Promega, Madison, WI, EEUU) en el vector pZDO05, rio abajo del promotor LAT52, el cual
es un promotor fuerte, especifico de polen de tomate (Muschietti et al., 1994) y activo en
polen deArabidopsis thalianaA continuacién se amplificé la regi@@LAT52-MCP-GFP
mediante PCR coprimers especificosforward LAT52-MCPHeft y reverseLAT52-MCP-

right) y se cloné mediante corte y ligado con las enzimas de restriccion Nhel y Xbal
(Promega, Madison, WI, EEUU) en el vector pENTR1a (Invitrogen, California, EEUU), para
finalmente clonarlo mediante recombinacién homologa por la recombinasa LR (Invitrogen,
California, EEUU) en el vector deno pK7WG2D obteniendo el vectpt AT52-MCP-GFP

el cual fue utilizado como linea control. Por otro lado se amplificaron los &4y

AT59 de ADNg de hojas de plantas salvajes usando la ADN PolimBfasgnvitrogen,
California, EEUU) y logrimersforward SKS14-F y AT59-F yeverseSKS14-R y AT59-R,

y mediante corte con las enzimas de resitin EcoRl y BamHI (Promega, Madison, WI,
EEUU) fueron clonados en el vector pSL-BAS2X (Addgene plasmid # 27119). El siguiente
paso consistié en amplificar las regio®6S14-MS2-12X AT59-MS2-12Xcon losprimers
forward SKS14-MS2left y AT59-MS21eft y reverseSKS14-MS2right y AT59-MS2+ight

y clonarlos mediante corte y ligacién con las enzimas de restriccion Nhel y Ndel (Promega,
Madison, WI, EEUU) en el vector pZDO05, @dbajo del promotor LAT52. A continuacion se
amplificé toda la regiomLAT52-SKS14-MS2-12X pLAT52-AT59-MS2-12)0or PCR con
primers forward LAT52-MS2-12X1eft y reverse LAT52-MS2-12X-right para clonarlo
definitivamente por corte y ligacion con la enzima Spel (Promega, Madison, WI, EEUU) en
el vector final pK7WG2D-pLAT52-MCP-GFPLas construcciones finalggLAT52-MCP-

GFP / pLAT52-SKS14-MS2-12K pLAT52-MCP-GFP / pLAT52-AT59-MS2-1ZKeron
confirmadas por secuenciacién (Macrogen Inc, Corea del Sur) y transferidas a plantas

salvajes déArabidopsis thaliangCol-0) por medio de la transformacién cégrobacterium
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tumefaciens(cepa EHA105) por el método dral dip (ver seccion 1.3.4). Las lineas
transgénicas fueron seleccionadas en placasnewio de cultivo MS 0,5X 1% sacarosa con

Kanamicina 50 mg/l y confirmadas por PCR poimersespecificos para GFP.

Amplificacidén de la secuencia MCP-GFP

MCP-left: GGGGCTAGCcgttaaaatggcttctaac (Nhel Tm 61°C)
MCP-right: GGGTCTAGAttatacctttctcttcttttttgg (Xbal Tm 57°C)
ADN molde Vector MCP-GFP (Addgene)

Primers

Amplificacién de la secuencia LAT52-MCP-GFP

LAT52-MCP-left: GGGGGTACCatactcgactcagaagg (Kpnl Tm 61,5°C)
LAT52-MCP-right: GGGCTCGAGgggtctagattatacctttc (Xhol Tm 60,9°C)
ADN molde Vector pZD05

Primers

Amplificacion de genes SKS14y AT59

SKS14-F: GGGGAATTCacaaaggattcattaagag (EcoRl Tm 56°C)
SKS14-R: GGGGGATCCgtaatgaaagcaaaacttgg (BamHI Tm 61,5°C)
AT59-F: GGGGAATTCaatcttttaatcccgge (EcoRl Tm 58,3°C)
AT59-R: GGGGGATCCgatgaaagtattacgagg (BamHI Tm 60,1°C)
ADN molde ADNg de hojas de plantas salvajes

Amplificacion de la secuencia SK§14-MS2-12X y AT59-MS2-12X

SKS14-MS2-left: GGGGCTAGCacaaaggattcattaagagcaaaaacaagt (Nhel Tm
Primers 63,9°C)
SKS14-MS2-right: CCCCATATGgcgctgatatcgatcgegegeag (Ndel Tm 66°C)
AT59-MS2-left: GGGGCTAGCaatcttttaatcccgge (Nhel Tm 61,8°C)
AT59-MS2-right: CCCCATATGgcgctgatatcgatcgegegeag (Ndel Tm 66°C)
ADN molde Vector MS2-12X (Addgene)

Primers

Primers

Primers

Amplificacion de la secuencia LAT52-SK514-MS2-12X y LAT52-AT59-MS2-12X
LAT52-MS2-12X-left: CCCACTAGTcctgcaggtcgacatactcgactc (Spel Tm 62°C)

Primers LAT52-MS2-12X-right: CCCACTAGTgcgctgatatcgategegegeag (Spel Tm 66°C)

ADN molde Vector pZD05

Genotipificacion de plantas transgénicas

GFP-F: GCGACGTAAACGGCCACAAG (Tm 60°C)
GFP-R: CGTCCATGCCGAGAGTGATC (Tm 58°C)
ADN molde ADNg de hojas de plantas transgénicas

Primers

Tabla 3 - Reacciones de PCR y genotipificacion realizadas para la construccion y confirmacion de las lineas
pLAT52-MCP-GFP pLAT52-MCP-GFP / pLAT52-SKS14-MS2-12XpLAT52-MCP-GFP / pLAT52-AT59-
MS2-12X Se indican loprimersy los ADN molde empleados. Se subrayan los sitios de corte de las enzimas de

restriccion usadas para los clonados.
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3.5. Proteinas marcadorasle cuerpos de procesamiento y granulos de estrés

El procedimiento de clonado consistié en amplificar los g¥i@8y DCP1 pertenecientes a
cuerpos de procesamiento ATX-2 perteneciente a granulake estrés a partir de ADN
gendmico de plantas salvajes Aeabidopsis thalianautilizando la ADN Polimeras&fx
(Invitrogen, California, EEUU) y loprimers especificosorward y reverse VCS-F y VCS-

R, DCP1-F y DCP-1-R y ATX-2-F y ATX-2-R, respectivamente para cada uno de los genes.
Estas secuencias fueron clonadas utilizandertagnas de restriccion Kpnl y Notl para los
genesVCSy DCP1y BamHI y Notl para el geATX-2 (Promega, Madison, WI, EEUU) y
posterior ligacion en el vector pENTR1A (lir@igen, California, EEUU), para finalmente
clonarlo mediante recombinacion homéloga por la recombinasa LR (Invitrogen, California,
EEUU) en el vector destino pK7WG2D. Finalmente, se amplificd la secueAtia2-RFP
utilizando losprimers forward LAT52-RFP-F yreverseLAT52-RFP-R a partir del vector
pZDO05 para clonarlo mediante corte con lziem de restriccion Spel (Promega, Madison,
WI, EEUU) y posterior ligacion en cada uno de los vectores generados previamente, para
obtener los vectores finalgb AT52-RFP-VCSpLAT52-RFP-DCPly pLAT52-RFP-ATX-2
dichos clones fueron confirmados por secuenciacion (Macrogen Inc, Corea del Sur) y
transferidos a plantas salvajes deabidopsis thaliana (Col-0) por medio de la
transformacion cogrobacterium tumefaciensepa EHA105) por el método fleral dip

(ver seccion 1.3.4). Las lineas transgéniteson seleccionadas en placas con medio de
cultivo MS 0,5X 1% sacarosa con Kanamicina 50 mg/l y confirmadas por PCRioters
especificos para RFP.

Amplificacidn de los genes VCS y DCP1 (cuerpos de procesamiento)

VCS-F: GGGGGTACCctatggcgtcttctectgg (Kpnl Tm 55°C)
VCS-R: CCCGCGGCCGCegaacaagaagagagaacgag (Notl Tm 54°C)
DCP1-F: GGGGGTACCagatgtctcaaaacgggaag (Kpnl Tm 53°C)
DCP1-R: CCCGCGGCCGCycagcttcattgttgaagtge (Notl Tm 57°C)
ADN molde ADNg de hojas de plantas salvajes

Amplificacion del gen ATX-2 (granulos de estrés)

ATX-2-F: GGGGGATCCctatgaagcctgttcttcactc (BamHI Tm 54°C)
ATX-2-R: CCCGCGGCCGCctaataagagtctcttectttgtatgg (Notl Tm 55°C)
ADN molde ADNg de hojas de plantas salvajes

Primers

Primers

Primers

Amplificacién de la secuencia LAT52-RFP
LAT52-RFP-F: CCCACTAGTcctgcaggtcgacatactcgactc (Spel Tm 62°C)

Primers LAT52-RFP-R: GGGACTAGTggcgeeggtggagtggegge (Spel Tm 72°C)

ADN molde Vector pZD05
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Genotipificacion de plantas transgénicas

Primers RFP-F: gcctectcegaggacgtcate (Tm 62°C)
RFP-R: gcggcgeeggtggagtggegge (Tm 70°C)
ADN molde ADNg de hojas de plantas transgénicas

Tabla 4 - Reacciones de PCR y genotipificacion realizadas para la construccion y confirmacion de las lineas
pPLAT52-RFP-VCS, pLAT52-RFP-DCP1 y pLAT52-RFP-ATX-2. Se indican posnersy los ADN molde

empleados. Se subrayan los sitios de corte de las enzimas de restriccién usadas para los clonados.

3.6. Generacion de lineas transgénicaklS2 en plantas mutantes simples de

insercion de ADN-T

Se procedié a transformar mediante el métoddlatal dip (ver seccion 1.3.4) las plantas
mutantes simples de inserciébn de ADN-TAdabidopsis thaliangara los genegCS DCP1

y ATX-2 detallados previamente en la seccién 2.3, con las construcciones de seguimiento de
mensajeros detalladas en la seccion 3la2. lineas transgénicas fueron seleccionadas en
placas con medio de cultivo MS 0,5X 1% sacarosa con Kanamicina 50 mg/l y confirmadas

por PCR corprimersespecificos para GFP.

4. Caracterizacionmolecular de genes

4.1. Extraccion de ADN deplantas de Arabidopsis

Se cortaron dos hojas de cada planta con 6 ©hofas en su roseta. Se trituré el material
vegetal en un tubBppendorfcon un émbolo. Luego se homogeneizé con 85 bufferde

lisis (50 mM Tris-HCI pH 8; 10 mM EDTA pH 8; 100 mM NacCl; 1% SDS; 10 mM R3-
mercaptoetanol). Se incubd el tubo a 65°C durante 10 minutos y se afiadié solucion de
neutralizaciéon (11% &cido aad; 3 M KCOOCH) mezclando por inversion. Luego se
incubo en hielo por 20 minutos y se centrifugd en frio a 16.000 g. El sobrenadante se traspaso
a un nuevo tubo y se precipitd centrifugando por 15 minutos a 16.000 g con 1 volumen de

isopropanol a 4°C.

Finalmente se lavo glellet con etanol 80%, y cuando se evaporo el alcohol se resuspendio
en 25ul de agua y se conservo a -20°C. Se utilizdl fle cada una de estas preparaciones

para las reacciones de PCR.

38



Materiales y Métodos

4.2. Genaotipificacidn de lineasnutantes y transgénicas por PCR

Se realizaron reacciones de PCR para seleaciplantas homocigotas mutantes simples de

insercion de ADN-T, transgénicas de expgyagiel sistema MS2 y expresion de proteinas.

La genotipificacion de las plantas se realizO usando la enzima polimerasa Taq ADN
polimerasa (Invitrogen, Brasil), de acuerdgsdtocolo sugerido por el fabricante. En cada
reaccion se utilizo 1l de ADN purificado como molde (ver Seccion 5.1.),beffer de
reaccion suministrado 1X, Mg&£2 mM, dNTPs 20@M, y 0,8 uM de cadagrimer forward y
reversey 1 unidad de Taq ADN polimerasa, en|25le volumen de reaccion. El ciclado se
realizé de la siguiente manera:

Desnaturalizacion inicial  94°C 5 min
94°C 30 seg
Ciclado 35 a 40 ciclos Ta 30 seg
72°C  1min/kb
Extensiodn final 72°C  5-10min

Tabla 5 - Esquema de ciclado para las reacciones de genotipificacion por PCR con la enzima polimerasa Taq
ADN polimerasa (Invitrogen, Brasil).

Se utilizé una temperatura @@nealing(Ta) 5°C menor que la derimer con menor Tm.
Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa 1%ufiér en
TAE 1X, conteniendo fig/ml de bromuro de etidio para su visualizacién por exposicion a la

luz UV en un transiluminador.

4.3. Recoleccion de potemaduro de Arabidopsis

Se recolectaron 15 flores de plantas de cada genotipo y se agitaron en Ejppeidoricon
200 pl debuffer TE (Tris-EDTA). Se centrifugd durante 3 minutos a 5.000 r.p.m.
Posteriormente, se separaron las flores y los granos de polen fueron traspasados a camaras

(Lab-Tek™ Chambered Coverglag®n untip con punta cortada.
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4.4. Germinacionin vitro de polen de Arabidopsis

Se siguio el protocolo de germinacion de polen de Arabidopsis de Boavida y McCormick,
2007 con modificaciones. En los experimentogeleninacion de polen en medio liquido, se
sumergieron 15 flores por repeticion en 10@e medio de germinacion de polen estandar
(0,01% HBO3;, 5 mM CaCj, 5 mM KCI, 1 mM MgSQy 10% sacarosa, pH 7,8) dispuesto

en tubos conicos de vidrio de 5 ml. Se agitaron los tubos con las flores por 1-2 minutos para
desprender el polen y luego se taparon conlpepesparente y se incubaron por 3 horas en
camara de cultivo en condiciones controladas de luz y temperatura. Luego se incubaron con
DAPI (5 ng/ul) por 2 horas en oscuridad a 22°C.

5. Microscopia

5.1. Microscopia de epifluorescencia

El polen se visualiz6 en un microscopio de epifluorescencia Olympus D3Wingus
America Inc, Melville, N)‘utilizando diferentes filtros adecuados. Las fotos fueron tomadas

con un objetivo de inmersion en aceite 100X.

5.2. Microscopia Confocal

Los analisis de localizacion celular fueronliesados en un microscopio confocal invertido
(Olympus IX81 FV10QQusando un objetivo 60X con 1.2 de apertura humeérica e inmersion
en agua. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI y estos fueron visualizados por excitacion con
un laser de longitud de onda de 440 nm. La emisién fue adquirida con filtros de paso de
banda band pass¥#80-495 nm. Las proteinas fluorescentes GFP y YFP fueron excitadas con
un laser de longitud de onda de 488 nm. La iémifue adquirida con el filtro de paso de
banda kand passp35-565 nm. En cambio, para la proteina fluorescentedeRRilizd un

laser de longitud de onda de 543 nm y la emiBiénadquirida con el filtro de paso de banda
(band pass)560-620 nm. Simultaneamente se adquirieron imagenes con microscopia
diferencial de contraste de interéncia (DIC). Para llevar a cabo el analisis de la proteina
coilina y la localizacién de ARNm se tomo un plano de 256 por 256 pixeles de la zona media

de los granos de polen y tubos polinicos, con una velocidad de adquisiciorudépikel.
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Para el andlisis de co-localizacion senémon 5 planos de 256 por 256 pixeles con una
diferencia de 0,5 um entre planos; el planatre¢rse ubicd en la zona media del grano de

polen.

6. Andlisis automatizadopor medio de MATLAB

El andlisis automatizado por MATLAB es una herramienta ampliamente utilizada ya que
facilita el analisis de una amplia variedad y un gran nimero de datos. Plasamttaja que

el andlisis se realiza de manera independiente del observador ya que se aplica exactamente el
mismo procedimiento a todos los datos experialesty permite la exploracion de distintos
parametros de analisis, con el objetivo dabpr la robustez de los resultados obtenidos. Por

otro lado, las posibilidades de cémputos permiten llevar a cabo estudios imposibles de
desarrollar de otra manera, como el procedimientcstudfling descripto en secciones

posteriores.

En este trabajo se decidié aplicarlo, en primer lugar, por la dificil tarea de visualizar las
imagenes que presentan una alta intensiddtldeescencia en el nucleo vegetativo (Figura

20 de la seccion Resultados) e independizaandlisis de acumulos citoplasmaticos del
observador y en segundo lugar, por la cantidadmagenes que se obtuvieron para dicho
andlisis. Esta seccion del trabajo fue realizadeotaboracion con la Dra. Lorena Sigaut y la

Dra. Lia Pietrasanta del Centro de Microscopias Avanzadas, Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina.

6.1. Rutina de deteccién dacumulos citoplasmaticos

Se realizé el andlisis de las imagenes de las lineas que poseen el sistema MS2 (MCP-GFP,
SKS14-MS2 y AT59-MS2) mediante una rutina automatizada desarrollada en MATLAB. A
partir de la imagen de un plano de la zona media de un grano de polen (Figuras 10 A y B)
obtenida por microscopia confocal, se le aplicO primeramente una mascara que permitid
discriminar aquellos pixeles que se encontradsturados y que formaban parte del nucleo
(Figura 10C). Con el fin de hacer mas claraitaalizacion de acumulos localizados en el
citoplasma, se aplicé una grilla de 49 cuadros, de 37 por 37 pixeles cada uno, y dentro de
cada cuadro se determiné la media y el desvio estandar de la intensidad de fluorescencia; este

primer paso se realiz6 para independizarse didantensidad de fluorescencia observada en
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el ndcleo vegetativo. A continuacion estalgridle 49 cuadros se movio 20 pixeles hacia la
derecha y abajo y se realiz6 una nueva determinacion; esta segunda grilla se aplicdé para
independizarse del efecto borde de los cumadros pixeles adyacentes que fueron mayores

en tres desvios estandar con respecto a [iamde intensidad de fluorescencia de cada
cuadro se agruparon dando lugar a un Unico acumulo; aquellos detectados con la primera
grilla se marcaron en rojo, mientras que los que se detectaron con la segunda se marcaron en
verde (Figura 10D). Seguidamente se procedianalizar nuevamente aquellos acumulos
formados por un nimero de pixeles de 5 a 3Garilisis final consistio en determinar la
media de intensidad de fluorescencia de un nuevo cuadro de 40 por 40 pixeles en donde el
acumulo en estudio se encuentra en el centro del mismo y corroborar si el mismo cumple con
el requisito de ser mayor en tres desvios estandar con respecto a la media de intensidad de
fluorescencia. Las imagenes de este andiis& corresponden a los paneles izquierdo y
central de la figura 10E, mientras que en el panel derecho se observa la imagen del grano de

polen (sin méscara en el nicleon el acimulo detectado marcado.
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Figura 10 — Andlisis de un granale polen dda linea SK34-MS2 conla rutina MATLAB de ddeccién de
acumula. En el pankesuperior sebserva lamagen del gnao de polen e estudio co la regién sturada del
nacleo yuna imagemIC del misno grano (pades Ay B).En el panel Ge aplicé unanascara quelimina el
ndcleo vegetativo pra una mejo visualizacon del citopasma y losposibles agmulos citophsmaticos
detectads, en rojo Is detectados@ la primeragrilla y en vede los detdados por laesgunda (paneD). En el
panel izjuierdo de Igarte E se oleva el zoondel cuadro e el cual se rdiza el andliss final, el pael central

es la méma imagernpero se aplia una mascaren la quese detallan Is pixeles defctados comaarte del
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acumuloy en el panetierecho senuestra la deteioén de un elimulo citopasmatico queosee un taafio de 15

pixeles.

Los resultados dtenidos so almaceados en n archivo .txt en domle se infoman las
coordaadas de lcalizaciéndel centrodel acumub detectadeen el plao x e y, y ¢ tamafio
del a@mulo en fixeles, ent otros paémetros. EInUmero @ acumuloscitoplasnéticos se
cuantiico en las ieas MCPGFP contol, SKS14MS2 y AT®-MS2.

6.2. Rutina de deteccion e cuerpos

El andlsis de defccion de cerpos deprocesamiato y granllos de estis se realia con la
mismarutina detdada en laseccion 6.1pero, dadaue el tamaiio de los gerpos esnayor, el
paraméro utilizaco como rago de pixets fue entrés y 80 pixles (Figua 11).
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Figura 11 — Andlisisde un granale polen ded linea VCSRFP con la utina de detecion de cuguos. En el

panel sperior se obava la image del grano d polen en dsidio (A) y los posibles ammulos citophsméticos

44



Materiales y Métodos

detectados por las dos grillas, en rojo se marcan los de la primera y en verde los de la segunda grilla (B). En el
panel izquierdo de la parte C se observa el zoom del cuadro en el que se realiza el andlisis final, el panel central
es la misma imagen pero se aplica una mascara en la que se detallan los pixeles detectados como parte del
acumulo y en el panel derecho se muestra la deteccién de un acumulo citoplasmatico que posee un tamarfio de 29

pixeles.

Los resultados obtenidos son almacenados en un ardkiven donde se informan las
coordenadas de localizacion del centro del cudgbectado en el plano x e y, y el tamafio del
acumulo en pixeles, entre otros pardmetros. El nimero de cuerpos de procesamiento y
granulos de estrés se cuantifico en las lineas VCS-RFP, DCP1-RFP y ATX-2-RFP.

6.3. Rutina de co-localizacion

Para llevar a cabo los estudios de co-loaalim se desarroll6 una rutina que se basa en
cruzar los datos obtenidos en formatgt de las rutinas de deteccion de acumulos
citoplasmaticos y de deteccidn de cuerpos. Luego se analizan las distancias entre el centro del
acumulo citoplasmatico detectado y el cemteolos cuerpos marcados por las proteinas de
cuerpos de procesamiento omgrtps de estrés. Teniendo en cuenta el area y la localizacion

de los acumulos y cuerpos, y asumiendo que la forma de los mismos en un plano confocal es
aproximable a un circulo, se pudieron determinar los radios y las distancias entre los mismos
para finalmente determinar si co-localizan, si se encuentran cercanos o si estan distantes. Los
resultados obtenidos se separaron en didhes categorias, utilizandose el parametro
“distancia critica” definido como la suma lbs radios del acumulo y del cuerpo en cuestion.
Para la categoria | ¢b-localizan”) que corresponde a co-localizacion (Figura 12A), la
distancia entre el acumulo y el cuerpo es menor a la distancia critica; la categoria Il
(“cercanos”) corresponde al caso en el qudistancia es mayor a la distancia critica pero
menor a su doble (Figura 12B)entras que la categoria Ill_(&lantes”) representa los casos
cuando la distancia entre el acumulo y el cuerpo es mayor a por lo menos dos veces la
distancia critica (Figura 12C). En la figuta se muestra un ejemplo correspondiente a cada
una de las categorias y el andlisis estadists@adlo adelante para establecer la probabilidad

de obtener una co-localizacion por azar.
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Figura 12 — Categorizacion de co-localizaciérEjemplos para cada una de las tres categorias. Los paneles
superiores muestran la ubicacion y el area del actufanloojo) y los cuerpos de procesamiento (en azul). Los
paneles inferiores indican el analisis diffling para cada uno de los ejemplos. La linea azul corresponde al
numero de veces que el acumulo y el cuerpo se encuentran a determinada distancia por azar y la linea roja indica
la diferencia entre la distancia obtenida por la rutina de co-localizacion y la distancia agipaneles Ay D
corresponden a la categoria | de co-localizacién (“co-localizan”). Los paneles B y E corresponden a la categoria
Il (“cercanos”), en la que la distancia es mayor a la distancia critica pero menor a su doble. Los paneles C y F
corresponden a la categoria Ill_(“distantes” en la que el acamulo y el cuerpo no estan co-localizando ni se
encuentran cerca. p valor 0,0029 (D), p valor 0,0246 (E) y p valor 0,5229 (F).

En los ejemplos de la figura podemos visualizar en rojo al acumulo citoplasmatico detectado
por la rutina de deteccién de acumulo citoplasmético y en azul a los cuerpos detectados por la
rutina de deteccién de cuerpos. Podemos obssdavdiferencia entre las tres categorias
mencionadas previamente. En el panel inferior se llevé adelante el anabhisfitiag para

cada una de las imagenes analizadas. EI mismo consisti6 en iterar 10.000 veces la
localizacion del acumulo citoplasmético detectado y determinar de esta manera cual es la
probabilidad de que se encuentre a una distancia igual a la detectada por la rutina de co-
localizacion de algun cuerpo. Erslgréaficos obtenidos se obseotal es el nimero de veces

gue el acumulo detectado y el cuerpo se encuentran a una determinada distancia solamente
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por azar. En el eje x, cuando se grafica la diferencia entre la distancia y la distancia critica
podemos discriminar las tres categorias; cuantdodiferencia es menor a cero corresponde

a la categoria I, cuando se encuentra entre 0 y 5 aproximadamente corresponde a la categoria
Il'y cuando es mayor a 5 corresponde a la caitedjor En el ejemplo mostrado en el grafico

de la izquierda (“co-localizan”) la linea roja, que indica la diferencia entre la distancia
obtenida por la rutina de co-localizacion y la distancia critica, se encuentra a la izquierda de
todos los puntos de la curva (en azul) que mnades casos en los cuales el acumulo y el
cuerpo se encuentran a determinada distanciazaws. En cambio en el gréfico de la derecha
(“distantes”) el maximo de dicha curva (en azul) se encuentra a la izquierda de la linea roja

respectiva.

7. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resutiadue realizado usando el progra@ephPad Prism
version 5.0QGraphPad Software, Lklla, California, EEUU).

Los resultados obtenidos en todos los experimentos se muestran como puntos que indican la
dispersion de los datos. En todos los casos que se realiza estadistica se cumplen los supuestos
necesarios. Todos los experimentos fueron répefpor lo menos tres veces. Las diferencias
significativas se calcularon en todos los casesat@nalisis estadistico Mann-Whitney test.

En todos los casos las diferencias secimlien el texto o leyenda de las figuras.
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CAPITULO |

Caracterizacion de Cuerpos de Cajal (CBs) durante el

desarrollo del grano de polen Aeabidopsis thaliana

Introduccioén

Los cuerpos de Cajal (CBs) son organelasnealeares ubicuas encontradas en células
animales y vegetales. Los CBs de tabaco y Arabidopsis son estructuras dinamicas y
heterogéneas. Se mueven a través del nucleoplasma, se fusionan entre si y entranly salen de
nucléolo(Boudonck et al., 1999). Su nimero cambdalargo de la diferenciacién y el ciclo

celular y con la actividad metabdlica de la célula. Estos cuerpos estarian involucrados en la

maduracion y transporte de snRNP y snoRNP (Boudonck et al., 1999).

La estructura y la formacién de los CBs son dependientes de coilina, proteina ampliamente
utilizada para la marcacién de dichos cuer@®s.han realizado estudios con mutantes que
carecen de CBs sin mayores efectos en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Collier et
al., 2006). Esto estaria indicando que los cuerpos de Cajal no son absolutamente requeridos
pero el hecho de que se hayan conservado a lo largo de la evolucion en las diferentes especies

indica una seleccion ventajosa, quizas autarelo la eficiencia de algun proceso.
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Resutados

Caracterizacion de cuerps de Caal (CBs) durante d desarrollo del pden y el

crecimiento deltubo polinico

Para @aminar ladinAmica ddos CBs drrante el dsarrollo delpolen expesamos egen de la
proteira coilina, marcadorade dichos gerpos, fusinada al d la proteim fluorescate YFP
bajo laregulacid del pronotor coilinade Arabidpsis fcoiina-coilina-YFP) en e fondo
genétio salvaje,Col-0 (Farg y Spector,2007). Enprimer lugar, estudianos comovarian el
namepo y tamafiode los CR a lo largode los difintos estaibs de dearollo del grano de
polen.Comenzarns estudiado la locailzacion ddos mismosen microgporas unielulares.
En la Rgura 13 pdemos visalizar el @ron de epresion dda proteinacoilina dulante este

estadio

Figura 13 — Iméagems representavas de micoesporas urelulares (MJ) de mdltipes flores delO plantas

indepemlientes queposeen la castruccion pcoilina-coilina-YFP. Panées A, D y G correspaden a la

49



Capitulo I: Resultados

fluoresencia de YIP, paneles BE y H a h tincion caon DAPI y paneles C, Fe | correspoaden a la
superpogion de laffiguras antedres. Las imgenes fueronomadas enmumicroscopd de fluorescecia. Mas

de 100microesporagueron contaes. Barra deamafio, 10 mn.

Comopodemos bservar era figura B, la protefna coilina-YFP se locéiza comoun Unico
acumub en nucle de micoesporas nicelulares(paneles CF e I) cam un porcetaje de
incidercia del patdon del 100%.

Siguiendo con lacaracteriacion de laexpresionde coilinaen los ditintos estdios del
desarrdlo del grano de polenprocedinos a analiar como eda expresi@ de dichaproteina
en pol& bicelular Las imagnes represtativas dtenidas pea cada ua de los pabnes de

expresdn de la poteina coilna se muesan en logliferentes pneles de ldigura 14.

Figura 14 — Imagens representatias de polemicelular (PB de miltiples flores de 1(plantas indpendientes
que poeen la consticcion pcoilina-coilina-YFP. Paneles AD y G corresponden a ldluorescena de YFP,
panelesB, E y H a & tincion conDAPI y pareles C, F e la la superpsicion de lasfiguras anteores. Las
imégens fueron tonadas en micrscopio de florescencia. & lo menos Q0 granos dgolen fueroncontados.

Barra detamafio, 10 m.
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En granos de pain bicelulaes, depediendo de & expresid de la préeina coilia en los
nuclec vegetativ y generatio, identifcamos tregpatrones (Fgura 14).En el panekuperior
(figuras A-C) semuestran miltiples a@imulos int&isos en ehucleo dela célula egetativa
(NCV) y un anicoacumulomenos inteso en el acleo de lacélula geerativa (NGG). Este
patrén mostré unporcentag de incicencia del 45%. En & panel cetral (figuras D-F)
encontamos un egundo patdon con unacumulo @ mayor tanafio en eNCV y dos o mas
acumubs pequeds en el NG (27% deincidencig. Finalmente en el pael inferior (figuras
G-l) seobserva etercer patbn el cual pesenta urcumulo demayor tanafio en el NCV y un
Unico acumulo mds pequeficen el NG5, con un28% de le granos d polen becelulares

analizalos.

A continuacién aalizamoslos patroms de expesion en plen triceblar. Las magenes

represeatativas olbenidas paa cada unale los patroes se detan en la Fgura 15.

Figura 15 — Imagene representatias de polerricelular (PT) de multiples flores de 1(plantas indpendientes
que posen la consticcién pcoilina-coilina-YRP. Paneles AD y G corresponden a ldluorescena de YFP,

panelesB, E y H tincdn con DAPIly paneles CF e | correspnden a la sperposicion @ las figurasanteriores.
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Las imagenes fueron tomadas en microscopio deefigencia. Por lo menos 100 granos de polen fueron

contados. Barra de tamafio, 10 pm.

Como se observa en la Figura 15 nuevamente clasificamos las imagenes en tres patrones de
expresion de la proteina coilina en el estadipalen tricelular. En el panel superior (figuras

A-C) se muestra el primer patrén, engele se observa un Unico acumulo en el NCV,
representando un 19% del total de granos de potetulares analizados. Por otro lado, en el

panel central (figuras D-F) observamos que4@ de los granos dpolen tricelulares
presentan multiples actmulos intensos en el NCV y un Gnico actimeulos intenso en uno

de los nucleos de célula espatica (NCE). Finalmente esl panel inferior (figuras G-I)
observamos el tercer patron que corresponde a un unico gran acumulo en el NCV con
acumulos mas pequefios en ambos NCE; esténpse observa en el 32% de los granos de

polen tricelulares analizados.

Finalmente, analizamos los diferentes patrones de expresion en polen maduro. En la Figura
16 se detallan los cuatro patrones de expmesncontrados en polen maduro. Los porcentajes

de incidencia de cada uno de los patrones fueron calculados por la combinacion de los
resultados obtenidos de plantas T1 y detiplak flores de cuatro plantas T3 isogénicas
(usadas en la Figura 17). En el panel supéfiguras A-C) se observa el primer patrén con

un anico acumulo en el NCV y un acumulo en solo uno de los NCE; entre el 38 y el 48% de
los granos de polen maduros presentan este patron. El siguiente panel (figuras D-F) muestra
el segundo patron en el que se observa el NCV sin sefial y un Unico acamulo en solo un NCE,
presente entre el 9y el 17% de los granopalen maduros. El tercer panel (figuras G-I) no
presenta sefial en el NCV y se observa un anico acumulo en ambos NCE, representando un
22-31% de los granos. Finalmente, el panelriofgfiguras J-L) presenta el patrén con mas

de un acimulo en el NCV y un Unico acumulo en ambos NCE; entre el 10 y el 17% de los

granos de polen maduros presenta este patrén.
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Figura 16 — Imagenes representatias de polemmaduro (PN de multiples flores de 2(plantas indpendientes
que posen la constrecion peoilina-coilina-YAP. Paneles AD, G y J coresponden ad fluorescena de YFP,
panelesB, E, H y Ktincion conDAPI y pandes C, F, | yL correspondn a la supg@osicién de &s figuras
anteriors. Las imagees fueron tmadas en ntroscopio defluorescenciaPor lo mens 100 grans de polen
fueron ontados. Baa de tamafiol0 pm.

A partir del analiss de los Bs realizad en los ditintos estdios de dearrollo delgrano de
polen pdemos okervar queen polen naduro la inensidad ddluoresceria es menoque en
estadia temprans de desanllo; esto & congruete con losniveles de gpresion @ coilina
en difgentes micoarreglos,que muesan altos iveles enmicroespora unicelulaes y en

polenbicelular yniveles badles en pan tricelula y maduro(Honys yTwell, 2004) y nula
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expresion en células espermaticas (Borges.eR008). Esto sugiere que la sefial de coilina
observada en el NCE podria derivar deelgresion residual producida durante estadios

tempranos del desarrollo del polen.

Con el fin de analizar como varia la dinAmitzalos CBs a lo largo de la germinacién del
polen, cuantificamos el nimero y tamafio de los mismos en polen maduro y tubos polinicos
(Figura 17).
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Figura 17 — El tamafio y el nimero de CBs varian en célula vegetativa y células espermaticas de polen maduro
y germinado. Comparacién del diametro (panel izquierdo) y nimero (panel derecho) de CBs en nucleo de
células vegetativas (CV) y células esperméticas (CE) de polen maduro (PM) y polen germinado (PG). Entre 50
y 100 nucleos de granos de polen y tubos polinicesofuanalizados. Las barras representan media + error

estandar. Los valores son diferentes significativamente con p<0,05 (t-test student con dos colas). ns = no

significativo.

Se observa que en polen maduro los CBs tienen un tamafo mayor en el NCV que en el NCE.
Sin embargo, encontramos mas cuerpos en el NCE que en el NCV. El menor nimero de CBs
pero de mayor tamafio en el NCV se correlaciona con cuerpos de menores tamafos pero mas
frecuentes en el NCE. En tubos polinicos, aunque se mantuvo la diferencia en el nimero de
cuerpos en el NCV y NCE, no hubo cambios en el diametro de los mismos. En la Figura 18

se muestran tubos polinicos representativos de los resultados obtenidos en el analisis.
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Figura 18 — Imagems representatas de pole germinadoadquiridas ca microscopd confocal. la primera
columnacorresponda la fluorescacia de YFPJa segunda tticion con DAPI, la tercer&olumna comsponde a
la supeposicién de &s figuras argriores y la carta columa corresponde luz blancalas flechadndican el
nacleo @ las célulagsperméticasNCE) mientes que la purtde flecha idica el nicle de la célularegetativa
(NCV). Barra de tami@o, 10 um.

En conunto, estosesultadosndican qe en tubogolinicos hdoo una redccién en etamafio
de losCBs en eINCV sin in aumentoen su ninero (Figua 17), sugiiendo quehay una
menornecesidadie CBs erla célula vgetativa lkego de la grminaciondel polen.Por otro
lado, en polen naduro y geminado, |a& células egerméticagienen enpromedio 16 y 1,7
vecesmas CBs ga la célulavegetativarespectivanente. Adenas, el NE& de tubogolinicos
poseemas cuerps que elnicleo decélulas esprmaticasde polenmaduro (Figira 18).
Consicgrando quelos cuerps de Cajalson masnumerososen célulasde mayoractividad
(Ciocey Lamond 2005), eto sugiereque las ckulas espenaticas entubos polnicos se
encuefran mas etivas transripcionaimente queds células sperméatica de polenmaduro.
Nuestps resultade ademasugjieren qe los cuerps de Cajatesponderurante el dsarrollo
del pden a lasdiferentes necesidaes fisiolégicas de Is diferents tipos de células

gametditicas masulinas.
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Discusion

Los cuerpos de Cajal (CBs) estan regutibs durante el desarrollo del grano de
polen y el crecimientodel tubo pdinico enArabidopsisthaliana

Los cuerpos de Cajal son estructuras subnucleares ampliamente extendidas en eucariotas. En
Arabidopsis se caracterizan por ser estrustgsféricas y en general se encuentran en
asociacion con el nucléolo. El nimero de GBsncuentra regulado durante el desarrollo y
ademas cambia durante el ciclo celular. @sible funcion estaria relacionada con la
regulacion de ARN, a pesar de que se obtuvieron mutantes que no poseen CBs y son

completamente normales y viables.

Todavia esta en debate si la regulacién empeaesion de genes requiere de la variacion en la
dinAmica de CBs (Strzelecka et al., 2010). Para investigar si el nimero y el tamafio de los
CBs varia durante las divisiones y diferiec®nes celulares que ocurren durante el
desarrollo del polen, utilizamos polen derabidopsis thaliana Mostramos que la
distribucion celular de CBs varia en los diferentes estadios de desarrollo del polen. Ademas,
el nimero y el tamafo de los CBs varian ehdis células espermaticas y la vegetativa de
polen maduro y germinado. Sugerimos quesegsgiaciones en el nimero y tamafio ocurren

para responder a cambios en la expresion de genes a través del desarrollo y la germinacion

del polen.

El hecho que los CBs sean mas numerosos en células de mayor actividad (Cioce y Lamond,
2005), sugiere que células espermaticas en tubos polinicos se encuentran mas activas
transcripcionalmente que células espermatieapolen maduro. Nuestros resultados ademas
sugieren que los CBs responden durante elrddwadel polen a las diferentes necesidades

fisiolégicas de los diferentes tipos de células gametofiticas masculinas.
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CAPITULO I

Estudio de la regulacion dgenes tardios en polen

maduro deéArabidopsis thaliana

Introduccioén

El desarrollo del grano de polen se carawdepor presentar dos grupos de genes que se
diferencian por su regulacién a nivel transcripcional. Los genes tempranos se expresan a
partir del estadio de microespora y su alamih decrece antes de la maduracion del polen,
mientras que los genes tardios, que se expresan luego de la mitosis I, se acumulan hasta la
maduracion del polen, creando pool estable de ARNm que serian esenciales para la
germinacion y el crecimiento temprano del tysminico. Se han descripto algunos genes
tardios, como el gemNTP303 de tabaco y los gendsAT59 y LAT52 de tomate, cuya
transcripcion y/o traduccién son reguladas difetr@mente durante el desarrollo del grano de
polen. Para los gen®TP303 LAT59y LAT52se observo que la regulacidon esta dada por la
region 5’UTR de dichos genes.

Los cuerpos de procesamiento (PBs) y los granulos de estrés (SGs) son estructuras
citoplasmaticas cuya funcion esté relacionada con la regulacion del ARNm. Los PBs son
agregados citoplasmaticos de proteinas iroraios en la degradacion y arresto de la
traduccién de los ARNm. Los SGs son agregados citoplasmaticos de silenciamiento de
ARNmM que contienen transcriptos que son excluidos transitoriamenigoolebctivo de
traduccion. Ambas estructuras son inducidas por estrés pero son reguladas por distintos

eventos de sefalizacion, y cada uno puede existir de manera independiente del otro.
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Resultados

Andlisis de localizacion de genes tafds en granos de polen maduros de

Arabidopsisthaliana

El grupo de genes tardios se caracterizapgpesentar su expresion durante los estadios
finales del desarrollo del polen anterioretaagerminacion del polen. Del estudio de sus

proteinas se ha determinado que algunos ties egenes tardios se traducen durante el
desarrollo del polen (por ejemplo LAT52) miexsrque para otros genes sus proteinas estan

presentes luego de la germinacion (por ejemplo LAT59 y NTP303).

Los gened AT59de tomate (Curie y McCormick, 1997\ P303de tabaco (Hulzink et al.,

2002) se expresan durante el desarrollo tadd#ibgrano de polen pero sus respectivas
proteinas se presentan en los estadios finledesarrollo y germinacion del grano de polen

0 se sintetizan sélo cuando el polen comienza a germinar, respectivamente (Curie y
McCormick, 1997; Wittink et al., 2000). En dicha regulacién post-transcripcional se
encuentran involucradas las respectivas regibi¢ER de estos genes (Curie y McCormick,
1997; Hulzink et al., 2002). Con el objetivo general de estudiar de qué manera se lleva a cabo
dicho mecanismo regulatorio, decidimos trabajar con los putativos ortélogos de estos dos
genes erabidopsis thalianakEl genAT59(At1g14420) de Arabidopsis ya ha sido descripto
previamente como el ortélogo dAT59 (Kulikauskas y McCormick, 1997); para el gen
NTP303 nos focalizamos en la familia denomina8KU5 similar con 18 miembros en
Arabidopsis entre los cuales se encontraria el ortélogdNT#e303 En primer lugar,
determinamos que solamente los geBkS1] SKS12 SKS13y SKS14presentan expresion

en polen; luego analizamos la estructurasde regiones 5’'UTRs. Utilizando el programa
RNAdraw vl1.1(Matzura y Wennborg, 1996) estudiamos dichas estructuras y las energias
libres de las regiones 5’UTRs de estos 4 genes en comparacionNirgga3 Los valores

de energia libre obtenidos se detallan en la tabla 6.

58



Capitulo Il: Resultados

Gen AG (kJ/mol)
NTP303 -111,877
SKS11 -53,0912
SKS12 -38,4367
SKS13 -79,3018
SKS14 -104,549

Tabla 6 — Valores de energia libre de las estructuratasleegiones 5’'UTRs de los genes detallados. Para

determinar los mismos se utiliz6 el prograRidAdraw

A partir de los valores de las energias libobtenidas para las estructuras de las regiones
5'UTRs de los diferentes genes elegimos al §514(Atlg55560) como el ortélogo
putativo del gemNTP303de tabaco ya que en comparacion sus valores son los mas similares

al gen de tabaco.

Nuestra hipétesis de trabajo es que los ARAIBO y sksl4de Arabidopsis thalianase
acumularian en cuerpos citoplasmaticos (BBSGs) durante la maduracién del grano de
polen a la espera de la germinacién que asdw se produciria su traduccién. Por ello, nos
propusimos estudiar la locadizion de estos ARNm almacenados en polen maduro de
Arabidopsis thalianautilizando el sistema MS2, detallada la seccién 3.4 de Materiales y

Métodos.

Estudio de seguimiento d&RNm en polen maduro deArabidopsis thaliana

El sistema MS2 es un método ampliamente utilizado para estudiar la localizacion de
transcriptos; presenta la gran ventaja quenjie seguir los ARNm dénterés de manera

especifica y en tiempo real (seccién 3.4.1 de Materiales y Métodos).

Como se detall6 previamente en la seccion 3.4.2 de Materiales y Métodos y como se
muestran en la Figura 19, se realizaron lastoocsiones con el fin de rastrear los ARNm de
los genesSKS14y AT59 de Arabidopsis thalianaEl sistema MS2 basa su fortaleza en la

fuerte asociacion de la proteina de la capside del bacteriéfago MS2 (MCP) con el codén de
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inicio de la replicacion del mismo (MCP-bs, sitio de union de la proteina MCP tomado de sus
siglas en inglébinding sitg. Las construcciones se realizaron utilizando el promotor fuerte

de polen LAT52. Todos los estudios se realizaron en polen maduro, que es cuando los ARNm
se encontrarian almacenados antes de ser traducidos, tal como se detallo en la Introduccion.
Ademas trabajamos agregando puromicina, un inhibidor de la traduccién que actlua
desensamblando los ribosomas vy liberando losdrgrtos al citoplasma, favoreciendo asi la

formacion de los acumulos citoplasmaticos.

MCP
[LATs2 Y ARNm  [Vo |

Linea SKS14-MS2 Linea AT59-MS2
VISZlINLS| | LAT52 >f) I McP

[LATS2 ) sks14 [V | [LAT52 X  Ars9 [UIey |

Linea MCP-GFP

MCP

Figura 19 — Seguimiento de ARNm mediante el sistema MS2. En el panel superior se presentan las
construcciones necesarias para seguir el ARNm en estudio por la fluorescencia de GFP y mediante la fuerte
asociacion de la proteina MCP con losps de ARN representados en la figura como MCP-bs. En el panel
inferior se detallan las construcciones realizadas en esta tesis para seguir l0SKSRNBKS14-MSRy at59
(AT59-MS2Yy la linea control sin ARNmMMCP-GFP.

Todas las lineas en las que se estudia ldizac&n de los mensajeros se basaron en la
expresion de las dos construcciones mostradas en el panel superior de la Figura 19, la que
posee la proteina MCP fusionada a GFP wdaal de localizacion nuclear (NLS), y la
construccion que posee el ARNm en estudio fusionado a la zona de unién de MCP. Por otro

lado, la linea control solo posee el vecon la proteina MCP fusionada a GFP y NLS.

En la Figura 20 se muestran imagenes representativas de la linea M@B«EFP. Se

observa una fuerte intensiddd fluorescencia solamente emétleo vegetativo del grano de
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polen. Esto corrgponde a & proteinaMCP-GFPque cuand no se eouentra unia a los
loops de MS2, sdocaliza & el nucleodebido a & NLS; ese resultadose puedenbservar

tambié para todalas linea®en las que & estudiahos ARNmsks14y at59.

Figura 20 — Imagensde microscpia confocakepresentativade la linea antrol MCP-GFP. Las figiras Ay C

correspaden a la flucescencia d&FP vy las figiras B y D coresponden &z blanca. Brra de tamad, 5 pm.

A continuacion procedimos a estudia la localzacion callar de I ARNmM con las
constriccionespLAT52-MCRGFP / plLAT52-sks14MS2-12X(SKS14M2) y pLAT52-MCP-
GFP /pLAT52-a69-MS2-1X (AT59MS2). En laFigura 21podemos bservar unamagen
de micoscopia deepifluoregencia coruna alta imensidad ddluorescewia correspndiente
a la proteina MCP-GFP oncentradaen el nicleo vegétivo y <fiales putiformes
localizadas de ranera disprsa en elcitoplasna que corespondedn a los aumulos

citoplasmaticos deARNm sksl4, marcalos con puatas de fleba en el pael A de lafigura.

61



Capitulo II: Resultados

Figura 21 — Imagens de microsopia de epiflorescencia ngresentativasle la lineakS14-MS2La figura A
correspade a la lochzacion deSKS14-MS2 la B represeta la tincioncon DAPI yla C correspnde a luz
blanca.L.as puntas @flecha en epanel A indcan la posite localizacié focalizadadel ARNm sks14 en el

citoplasna. Barra deamafio, 5 pm.

Dado que la streexpresid de la poteina MCP-GFP @nera unaalta intenglad de
fluorescencia enel nucleo, haciendo diicil la visualizaciéndirecta delos acamus en el
citoplasma, y tanbién paraindependiarnos delandlisis @l observdor, procelimos a
desarrtlar el anéisis de detecion de atmulos cibplasméatios de mane automatiada por
el software MATLAB. El analisis dtallado e la rutira de detedon de a&umulos
citoplasmaticos saletalla erla secciorb.1l de Magriales y Metodos. Lasmagenesan sido
saturads en el dcleo parapoder visalizar mepr el citopbsma, luga donde egeramos
encontar a los aémulos corlos ARNmen estudio.

En la Rgura 22 senuestranrmagenes nagresentatias de dos fieas indepadientes & SKS14-

MS2y el resultadode detecdn de acumalos citopbsmaticos gnerado poMATLA B.
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Figura 22 - Imagenesle microscpia confocal epresentativade SKS14MS2 Se muesan dos grarnede polen
de cadauna de lasiheas indepaientes, pagles A-F coresponden da linea SK$4 3-2 y paeles G-L
correspaden a la liema SKS14 63. Las figura del panel zquierdo coresponden ad linea SKS#-MS2 las

figuras del panel entral correponden al reultado geneado por larutina de @teccion deacumulos
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citoplasmaticos, en rojo y verde se indica la localizacién de los acimulos detectados, y las figuras del pa

derecho corresponden a luz blanca. Barra de tamafio, 5 um.

En la Figura 22 se observa la detecciéml@camulo citoplasmatico (indicado con un punto

rojo y un circulo verde) para cada uno de los cuatro granos de polen presentados. A partir del
analisis automatizado por MATLAB pudimos determinar la presencia de acumulos
citoplasmaticos, indicando que el ARNsks14se encuentra localizado en dichos acumulos

en polen maduro. Esta rutina se basa en detarria media de intensidad de fluorescencia y

se seleccionan aquellos conjuntos de pixelessgan mayores a la media en tres veces el
desvio estandar. En todos los casos observdanafia intensidad de fluorescencia en el

ndcleo vegetativo debido a la proteina MCP-GFP que se encuentra libre.

Seguidamente, procedimos a estudiar de la misma manera al ARNm d&T's@reEn la

Figura 23 se muestran imagenes representativas de dos lineas independientes y el resultado
de deteccion de acumulos citoplasmatigesierado por MATLAB. Como se describio
previamente, observamos pa®9 la presencia de un acumulo citoplasmatico en cada uno

de los granos de polen presentados, indicados en el panel central de la figura. EABBRNmM
presenta un comportamiento de localizacion en acumulos citoplasmaticos similar a las lineas
de seguimiento deks14
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Figura 23 - Imdgenesie microscpia confocakepresentativade AT5S9MS2. Se muesan dos grarnede polen
de cadauna de las tieas indepetientes; lospaneles A-F orrespondera la linea A59 1-1 y paeles G-L
correspaden a la liea AT59 2-4.Las figurasdel panel izgierdo correponden aAT59-MS2 lasfiguras del

panel cetral correspaden al resudido generadgor la rutinade deteccidrde acumulogitoplasmatios, en rojo
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y verde se indican los acimulos detectados, y las figuras del panel derecho corresponden a luz blanca. Barra de

tamafio, 5 pm.

La aplicacion de esta rutina de detecciérad@mulos citoplasmaticos nos permitio validar y

cuantificar la presencia de los mismos. En la Figura 24 se muestra su cuantificacion.
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Figura 24 - Cuantificaciébn de acumulos citoplasmaticos. En el grafico se encuentran presentadas la linea
controlMCP-GFP (MS2 3-1, puntos negros), las lineas independient&K&8d4-MSZSKS14 3-2 y SKS14 6-
3, puntos gris claro) y las lineas independienteATE9-MS2(AT59 1-1 y AT59 2-4, puntos gris oscuro). Los

puntos representan la dispersion de los datos para N=10. Analisis estadistico Mann-W8iithey tealores

son diferentes significativamente con p<0,01

A partir de la validacion y cuantificacion des acumulos citoplasméaticos encontramos
diferencias significiivas en el nUmero de acamulos por grano de polen tanto para el ARNm
sksl4como para el ARNnat59 con respecto a la linea control. En promedio encontramos
acumulos en el citoplasma en la mitad degl@nos de polen analizados de la linea SKS14 3-

2, mientras que para la linea SKS14 6-3 encontramos acumulos en uno de cada ocho granos
de polen estudiados. El nUmero de granos de polen conteniendo acumulos citoplasmaticos fue
menor cuando analizamos al ARMNatb9, siendo de uno cada diez acumulos por grano de
polen para ambas lineas independienteST&O-MS2AT59 1-1 y AT59 2-4).
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Por medio de este analisis determinamos que los ARKsd4y at59 se encuentran
localizados en acumulos citoplasméticos en polen maduro. Posteriormente comenzamos a
estudiar la localizacién de dichos acumulos, si se encuentran localizados 0 no en alguna
estructura citoplasmatica relacionada con la eeg@h de la traduccién como son los cuerpos

de procesamiento y los granulos de estrés.

Marcacion de cuerpos de procesamient¢PBs) y granulos de estrés (SGs) en

polen maduro

Con el objetivo de estudiar mas en detalldotzalizacion de los acamulos citoplasmaticos
validados previamente, decidimos llevar a cabo un andlisis de co-localizaeidiante

cruzas entre las lineas que expresan el sistema MS2 y lineas transgénicas que presenten la
marcacion de cuerpos de procesamiento (PBg)anulos de estrés (SGs) a través de la

expresion de sus respectivas proteiestructurales fusionadas a RFP.

Para estudiar los PBs elegimos dos proteésaisicturales que han sido caracterizadas como
componentes de los mismosA&mabidopsis thalianaellas son VCS, homdloga de la proteina
humana Hedls y que actla en la interaccién entre las proteinas DCP1 y DCP2 en humanos
(Goeres et al., 2007), y DCP1, homologa dertdeina DCP1la en humanos y relacionada con

la remocion detapde los ARNm (Maldonado-Bonilla, 2014). Como se detallo en la seccion
3.5 de Materiales y Métodos realizamos lagstrucciones que permiten visualizar estas
proteinas marcadoras de PBs mediante fluonestele RFP. En la Figura 25 se muestran

imagenes representativas de granos denpglie expresan las proteinas VCS y DCP1.
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Figura 25 - Imagems de microsopia de epluorescenciarepresentati?ds deVCSRFP (panel siperior) y
DCP1-R-P (panel irierior). Las figuras A y E orrespondera las lineas e condicionesiormales, lagiguras C
y G coresponden ask lineas conrétamiento @ puromicinas0 pg/ml. L& figuras B, FD y H corresponden a

imégens con luz blaea. Las imégnes fueron tmadas con i objetivo del00X. Barrade tamafio, fm.

En comliciones mrmales pdemos obserar tantoparaVCSRFP comoDCP1-RFP(paneles
Ay E respectivanente) la pesencia decuerpos erel citoplasna, visualzados coro puntos
brillantes por la fuorescen@ de RFPMas aun, co el agregdo de purmicina obgrvamos
un aumento en etamafio y a el nimeo de estos werpos; es efecto seve mas mecado en
la linea VCS-RFP(panel C),en dondeaumentaren nimeroy tamafio,mientras ge en la
lineaDCP1-RFPse observasdlo un lee aumentade tamafiade dichoscuerpos (pnel G).
Este @mbio en & morfologa de los werpos estalado porla inhibicion de la taduccion
causad por puranicina queincrementael niumerode transciptos en el toplasmagdebido a
gque I PBs edin relacimados conel proceamiento a transcrippos, ya sa en su
decaimento o remicio de latraduccion es por elb que se \édencia un aumentotanto en

nimep como endmafo deds mismos.

Por oto lado, relizamos caostruccions similarespara marar una prteina maradora de
SGs; laproteina eleccionaddue ATX-2, relacionda con la ¥a de proceamiento @ ARN y
la reguacion de laraduccion(Weber etl., 2008);la misma s fusiond aRFP y en & seccidn

3.5 deMaterialesy Métodosse detalla Eprocediméento de geeracion dda construcion. En
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la Figua 26 se bservan indgenes remsentativagle granogie polen ge expresa ATX-2-
RFP.

Figura 26 - Imigees de micrecopia de @fluorescenca representavas de ATX-2-RFP. La figura A
correspade a la liea en condiiones normkes, la figua C correspode a la liea con tratmiento de
puromidgna 50 pg/mllas figurasB y D corresponden auz blanca. La imagenesfueron tomads con un
objetivode 100X. Bara de tamafidg pm.

El resutado delandlisis degranulos @ estrés esimilar al obtenido @ra los cerpos de
procesmiento, peo en estecaso obswamos unmenor nimero de cerpos y um mayor
intenstlad de flusescencia @amo fondodel granode polen; eto estariandicandoque estas
proteiras en condiiones nomales se etuentran emmayor melida dispesas en el cdplasma
(panel A). En particular en el panel A podemos distingiir que h dispersié de la
fluorescencia es gpecifica @do que semuestrantres granosle polen,siendo séb uno de
ellos prtador dela construcion ATX-2RFP. Sin embargo, on el agrgado de ptomicina
obsenamos unadisminucitn en la flrescenciadel fondode los graos de pan y un
aumend concomiante en ehimero defocos brillantes locakzados en lecitoplasna (panel
C). Est resultadoestaria idicando qe en presecia de unmayor nimero de trascriptos
libres en el citophsma poraccion de & droga, & promuevela formaédn de graulos de
estréspara almaenar estosranscriptoshasta quese supered situacionde estrés yuna vez

superdo el misno, los transtdptos seatiberados pra contimar con suraduccion.
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Estudios de co-localizaédn de acumulos citoplasmaticos y cuerpos de

procesamiento (PBs) en polen maduro

Para llevar a cabo los estudios de co-localizacién, realizamos cruzas de las lineas de
seguimiento de los ARNnsksl4y at59 con las lineas marcadoras de cuerpos de
procesamiento. Trabajamos con dos lineas imdBpetes de la generacion T3 de las cruzas
SKS14-MS% VCS-RFR denominadas Al y A5, homocigotas para ambos transgenes. En la
Figura 27 se observan imagenes representativiesigranos de polen pertenecientes a las

dos lineas independientes.

Figura 27 - Imagenes de microscopia confocal representativas de |SK&B-MS2/CS-RFP Se muestra un

grano de polen para cada una de las categorias @apwior:_co-localizan (1), pel central:_cercanos (Il) y

panel inferior:_distantes (lll)). Las figuras A, F y K corresponden a la localizaciéon de acumulos de la linea

SKS14-MS2las figuras B, G y L corresponden a la localizacién de la proteina VCSglaasfiC, Hy M
presentan la superposicion 8§S14-MS%¥ VCS-RFR las figuras D, | y N corresponden a un zoom 10X de la
region marcada en C, H y M respectivamente y las figuras E, J y O corresponden a luz blanca. Barra de tamafio,

5um.
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Procedimos a llevar a cabo el siguiente analisis para las S&il-MS2onVCS-RFPEN

primer lugar, analizamos las imagenes correspondient8KSi14-MS2con la rutina de
deteccion de acumulos citoplasméticos; uraque validamos dichos acumulos, procedimos

a analizar las imagenes correspondient8«C&-RFPcon la rutina de deteccion de cuerpos

(ver seccion 6.2 de Materiales y Métodoshdhinente, confirmamos si existia superposicion
utilizando la rutina de co-localizacion. Como se detall6 previamente en la seccién 6.3 de
Materiales y Métodos, dividimos los resultadies co-localizacion en tres categorias: “co-
localizan” (categoria I), cuando hay solapamiesitre el acimulo detectado para el ARNm

y la proteina en estudio, indicando una plesibteraccion directa entre el ARNm y dicha
proteina (Figura 27A-E, panel superior); ‘wa@mos” (categoria 1l), cuando el ARNm se
encuentra a una distancia mayor a la distancia critica pero menor a su doble; de esta manera
estariamos incluyendo a los acumulos de ARNmM que se encontrarian en PBs pero
posiblemente estén interactuando con alguna mivéeina de los cuerpos diferente a las
analizadas (Figura 27F-J, panehtal) y “distantes’{categoria Ill), cuando la distancia entre

el ARNm y la proteina se encuentra a una distancia critica mayor a su doble, por lo que el
ARNmM no se encuentra formando parte dehds cuerpos citoplasmaticos (Figura 27K-O,
panel inferior). Esta categorizacion fue tomaddaun estudio de co-localizacion realizado en
células animales con proteinas de PBs como DCP1la y Hedls y proteinas pertenecientes a
focos sinapticos como XRN1 en relacion anpmnente pre-sinéptico sinapsina (Luchelli et

al., 2015). Este andlisis es adecuado ya que los cuerpos citoplasmaticos en general y en
particular los PBs y los SGs son estructuras altamente dinAmicas que se encuentran en

constante ensamblado y desensambtkedsus componentes proteicos.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, procedimos a categorizar los resultados
obtenidos. En el zoom del panel de la Figura 27D podemos observar la perfecta co-
localizacién entre un acumulo citoplasmatetectado y uno de los PBs marcado por la
proteina VCS, sugiriendo una interaccion entre el ARKgidy VCS. En el zoom del panel
central (Figura 271), se encuentra ejemplificada la categoria Il (cercanos) en donde se observa
la posicion de un cuerpo de procesamiento marcado metfi@®drFPy en el borde inferior

y adyacente a dicha proteina, la posicion de un acumulo citoplasmatico marcado mediante
GFP. Finalmente, en el zoom del panel inferior (Figura 27N) encontramos un acumulo
citoplasmatico detectado mediante la rutina de MATLAB pero sin proteinas VCS marcadas

en la cercania, el cual fue clasdfito en la categoria Il (distantes).
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Mediante la rutina de co-localizacién pudim@didar y cuantificar los resultados para cada
una de las categorias. En la Figura 28 se narekis resultados obtenidos de la rutina de co-
localizacion para los granos de polen de la cBk¥814-MS% VCS-RFR de los cuales uno

de cada categoria se muestra en la Figura 27.

A partir de la utilizacion de la rutina dep-localizacion hemos validado los resultados
obtenidos categorizando los diferentes eventos. Sin embargo, teniendo en cuenta que la rutina
de deteccion de cuerpos valida varios PBs (representados en el panel izigikerdogura

28 con puntos azules) existe la posibilidad delgsieesultados de docalizacién o cercania
provengan solo por azar. Para evalusa essibilidad, aplicamos una rutina sleuffling en

donde la posicién del acamulo citoplasméatico de nuestro ARNm detectado (en rojo en las
Figuras 28 A, C y E) itera 10.000 veces a través del area de la imagen y de esta manera se
determina de manera estadistica cual es la probabilidad de que el acimuliday dke $2Bs

se encuentren a determinada distancia solamente por azar (detallado en la seccién 6.3 de
Materiales y Métodos). Para los tres ejemplos mostrados en la Figura 28 pudimos determinar
los p valores de este evento y obtuvimos, para cada caso, los graficos mostrados en los
paneles B, D y F; el panel A present6 un p valor de 0,0002, mientras que el panel C presenté
un p valor de 0,0269, indicando que la minima distancia a la que se encuentra el acimulo y la
sefial de la proteina VCS mas cercana es @osicasos estadisticantesignificativa con p

valor menor a 0,05. Por otro lado, el ejemplo del panel E presenta un p valor de 0,4604
siendo no significativa la minima distancia entre el acimulo y la sefial de la proteina. A partir
de los resultados obtenidos para cada unagleategorias pudimos, mediante la rutina de
shuffling descartar la posibilidad de que el acumulo citoplasmatico y la sefial de PBs se
encuentren co-localizando o cercanos simplemente por azar. Ademas a partir del analisis de
shuffling pudimos validar las tres categorias detalladas previamente. Los p valores de la
categoria | fueron menores a 0,01, los de tegmaia Il menores a 0,05 y finalmente los de la

categoria lll resultaron no significativos.
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Figura 28 — Resultados obtenidos del analisis realizado mediante la rutina de co-localizacion para los granos de
polen mostrados en la Figura 27. Paneles A y B corresponden a la categoria | (co-localizan, grano de polen

presentado en el panel superior de la Fig. 2Melpa C y D a la categoria Il (cercanos, grano de polen
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presentado en el panel central de la Fig. 27) y los panales E y F a la categoria lll (distanteg, gotm d
presentado en el panel inferior de la Fig. 27). En el panel izquierdo se presenta en rojo la posicion del centro y el
area del acumulo citoplasmatico detectado por la rutina de deteccion de acumulos y en azul se representa la
posicion del centro y el area de los cuerpos de procesamiento detectados por la rutina de deteccion de cuerpos.
En el panel derecho se muestra la probabilidad (linea roja) de que el acimulo citoplasmatico se encuentre a
determinada distancia respecto al cuerpo mas cercano solo por azar y el nimero de veces que el acimulo y el

cuerpo se encuentran a determinada distancia (linea azul).

A continuacion procedimos a estudiar la co-localizacion en la generacion T3 de dos lineas
independientes para la cruza 8€S14-MSzon DCP1-RFP(B2 y B6), siendo DCP1 otra
proteina marcadora de cuerpos de procesdmidNuevamente, los resultados obtenidos a
partir de la rutina de co-localizacion nos perendn dividirlos en las tres categorias definidas
previamente. En la Figura 29 se muestragtano de polen representativo para cada una de
ellas. En el panel superior {B) se observa un grano de polen que presenta co-localizacion
entre el acumulo citoplasmético y la proteina DCP1-RFP. En el panel central (F-J) se muestra
un grano de polen ejemplo para la categoriaritontrando al acimulo en la cercania de la
proteina DCP1 pero sin solapamiento. En el zoom del panel | podemos observar la presencia
de dos cuerpos de procesamiento marcadosamte la proteina DCP1-RFP y la localizaciéon

del acumulo citoplasmatico en medio de ellos, indicando que el ABRsd¥podria estar
interactuando con alguna otra proteina pertentei@ dichos cuerpos. Finalmente en el panel
inferior (K-O) se observa un grarmle polen que representa aéegoria lll entre el acumulo

y la proteina DCP1, en donde el acimulo citoplasméatico detectado no presenta marca de

DCP1 en la cercania.
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Figura 29 - Imagenes de microscopia confocal representativas de |eESH&M-MSDCP1-RFR Se muestra

un grano de polen de cada una decktegorias (panaluperior:_co-localizan (1), panel central: cercanos (ll) y

panel inferior:_distantes (lll)). Las figuras A, F y K corresponden a la localizaciéon de acumulos de la linea
SKS14-MS2las figuras B, G y L corresponden a la localizacion de la proteina DCP1, las figuras C, Hy M
presentan la superposicion 8KS14-MS¥ DCP1-RFR las figuras D, |1 y N corresponden a un zoom 10X de la
region marcada en C, H y M respectivamente y las figuras E, J y O corresponden a luz blanca. Barra de tamafio,

5um.

Nuevamente, realizamos el analisis dbuffling para los acumulos citoplasmaticos
representados en la Figura 29 obteniendo Igsiesites p valores. El grano de polen que
pertenece a la categoria | presenta un p \d@0od,0037, el de la categoria I, un p valor de
0,0157 y el grano de polen correspondientecatagoria Ill un p valor de 0,6737. Esto indica

gue las distancias encontradas en los granos de polen que representan a las categorias | y I
son significativas estadisticamente con p valor menor a 0,05, mientras que las distancias

encontradas para el granopgen correspondiente a la categoria Ill no fueron significativas.

A partir de los resultados obtenidos deratinas de co-localizacion para las lin€&d€S14-
MS2 VCS-RFR SKS14-MS2 DCP1-RFBe procedio a cuantificar los mismos y éstos se

presentan en la Tabla 7.
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ARNm/proteina Linea Co-localizacidn (%) Cercanos (%) N
Al 19,6 6,5 46

SKS14-VCS
A5 21,4 16,7 42
B2 23,8 0 21

SKS14-DCP1
B6 20 10 30

Tabla 7 - Cuantificacion del porcentaje de co-localizacion. En la tabla se encuentran presentadas dos lineas
independientes de la cruza SKS14-MS2 VCS-RFP (SKS14-VCS, Al y A5) y dos lineas independientes de la
cruza SKS14-MS2 DCP1-RFP (SKS14-DCP1, B2 y B6). La tercera columna corresponde al porcentaje de co-
localizacién de la categoria I, la cuarta columna corresponde al porcentajealgia de la categoria Il y en la

quinta se detalla el nimero de acimulos citoplasmaticos analizados.

Como podemos observar en la tabla, paradéepra VCS, el porcentaje de co-localizacion

con los acumulos del ARNreks14pertenecientes a la categoria | varia de 19,6-21,4%,
mientras que cuando analizamos la co-localizacion entre los acumulos y la proteina DCP1,
encontramos un porcentaje similar que varia&20e23,8%. Por otro lado, cuando analizamos

el porcentaje de co-localizacién de los granos correspondientes a la categoria Il observamos
gue varia entre 6,5y 16,7% para las lif@dS14-VCSmientras que para las que expresan la
proteina DCP1 muestra una variacion mayor (de 0-10%). Estos resultados indican que el
ARNmM sksl4se encontraria co-localizando tanto con la proteina VCS como con la proteina
DCP1, ya que obtuvimos porcentajes de co-localizacion similares. Por otro lado, cuando
analizamos los porcentajes obtenidos paraal@goria Il, obtenemos valores menores en
comparacion a la categoria |, lo que eatanidicando que el ARNm se encontraria co-
localizando en menor medida con alguna otra proteina de los PB& S®omnenciond
previamente, dichos cuerpos son altamente dindmicos lo cual sugiere que estos resultados
solo representan la localizacion de un acotado numero de acumulos citoplasmaticos. Otros
acumulos de ARNm podrian estar co-localdmmon otras proteinas marcadoras de PBs o

proteinas que integran otros cuerpos citoplasmaticos.

Siguiendo con la linea en estudio procedimos a realizar los mismos analisis para el ARNm
at59 con las proteinas marcadoras de cuerpos de procesamiento VCS y DCP1. Para esto
llevamos a cabo cruzas entre las [in@&&89-MS2y VCS-RFP En la Figura 30 se muestran

imagenes representativas pertenecientes a dos lineas independientes homocigotas para ambos
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transgenes de la generacién T3 de las cruzas (A2 y Al4), que muestran cada una de las

categorias de co-localizacion detalladas previamente.

Figura 30 - Imagenes de microscopia confocal representativas de [AMBEAMS2VCS-RFP Se muestra un

grano de polen de cada una de las categorias (panel superior: co-localizan, panel central: cercanos y panel

inferior: distantes). Las figuras A, F y K corresponden a la localizacién de acumulos de AIbleslS2 las

figuras B, G y L corresponden a la localizacion de la proteina VCS, las figuras C, H y M presentan la
superposicion dAT59-MS2y VCS-RFR las figuras D, | y N corresponden a un zoom 10X de la region marcada
en C, Hy M respectivamente y las figuras E, J y O corresponden a luz blanca. Barra de tamafio, 5 pum.

Como se puede observar en la Figura 30 obtuvimos resultadoatp@samilares asks14

para cada una de las categerie co-localizacion. En el zoom de la Figura 30D podemos
observar la perfecta co-localizacion entre el acumulo citoplasmatico y la proteina VCS (p
valor = 0,0021 obtenido con la rutina sleuffling. En el zoom de la Figura 301 observamos

un ejemplo de la categoria Il (cercanos); este caso observamos a la proteina VCS
indicando la localizacién de PBs, marcado ga,rp el acimulo citoplasmatico se encuentra
adyacente al mismo en el borde superior dedp valor = 0,0394 obtenido por la rutina de
shuffling. Finalmente en el zoom de la Figura 30N encontramos un acumulo citoplasmatico
gue no presenta ninguna sefial de VCS en la cercania (p valor = 0,6771 obtenido por la rutina

de shuffling. Nuevamente observamos que para las categorias | y Il las distancias entre el
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acumulo citoplasmatico y la proteina marcadora de cuerpo de procesamiento mas cercana

fueron estadisticamente significativas mientras que nadugara la categoria lIl.

A continuacion realizamos el mismo analisis para el ARME® con la proteina DCP1,
marcadora también de PBs. Estudiamos dusa# independientes homocigotas para ambos
transgenes de la generacion T3 de las cruzas entre el ARNm y la proteina (B16 y B17). En la

Figura 31 se presenta un ejemplo de co-locabrnggara cada una de las tres categorias.

Figura 31 - Imagenes de microscopia confocal representativas de |&ATNB®aMSZDCP1-RFP Se muestra un

grano de polen de cada una de las categorias (panel superior: co-localizan, panel central: cercanos y panel

inferior: distantes). Las figuras A, F y K corresponden a la localizacién de acimulos de AIbeelslS2 las

figuras B, G y L corresponden a la localizacion depfateina DCP1, las figuras C, H y M presentan la
superposicion d&AT59-MS2y DCP1-RFR las figuras D, | y N corresponden a un zoom 10X de la region

marcada en C, H y M respectivamente y las figuras E, J y O corresponden a luz blanca. Barra de tamafio, 5 um.

En la Figura 31 se muestra un grano de polen como ejemplo de cada una de las categorias. En
el zoom de la Figura 31D podemos obserna co-localizacion entre el acumulo
citoplasmatico y DCP1. En el zoom de la Figura 31l se muestra un grano de polen

representante de la categoria Il (cercanosg] gue observamos un cuerpo de procesamiento
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marcado por DCP1 y un acumulo citoplasméatico del ARME® localizado en la region

inferior derecha adyacente al cuerpo. Por ultimo en el zoom de la Figura 31N observamos un
acumulo citoplasmético que no presenta proteina DCP1 marcadora de PBs en la cercania. Las
distancias a las que se encuentran los acuamulos y la proteina fueron validadas mediante el
analisis deshuffling obteniéndose p valores de 0,002735(yara los granos de polen de los
paneles D e |, respectivamente, mientras queglayeno de polen del panel N se obtuvo un

p valor de 0,7926, siendo no significativo.

Resumiendo, mediante las cruzas del AR&E® con las proteinas VCS y DCP1 obtuvimos
resultados similares de co-localtzon a los obtenidos con el ARNsks14 Esto sugiere que
el ARNm at59 estaria interactuando con las proteiesisucturales VCS y DCP1 de PBs al
igual quesks14

Por medio de la rutina de co-localizacién pudimos validar y cuantificar los porcentajes de co-
localizacion entre las lineasT59-MS2 VCS-RFR AT59-MS2 DCP1-RFPlos mismos se
representan en la Tabla 8.

ARNm/proteina Co-localizacion (%) Cercanos (%)
A2 13 9,5 63
AT59-VCS
Al4 14,3 11,4 35
B16 11,4 11,4 35
AT59-DCP1
B17 8,8 0 34

Tabla 8 - Cuantificacion del porcentaje de co-localizacién. En la tabla se encuentran presentadas dos lineas
independientes de la cruad59-MS2 VCS-RFFAT59-VCS, A2 y Al14) y dos lineas independientes de la cruza
AT59-MS2 DCP1-RFRAT59-DCP1, B16 y B17). La tercera columna corresponde al porcentaje de co-
localizacién de la categoria I, la cuarta columna corresponde al porcentajealgia de la categoria Il y en la

quinta se detalla el nimero de acimulos citoplasmaticos analizados.

A partir del andlisis realizado entre el ARNtt59y las proteinas marcadoras de cuerpos de

procesamiento podemos observar que la co-localizacion para la categoria | varia de 13-14,3%
para la linea que posee la proteina marcadora VCS, mientras que la linea marcada con DCP1
presenta una variacion de 8,8-11,4%. Cuando analizamos los datos obtenidos para la

categoria Il observamos un porcentaje de co-localizacion que varia de 9,5-11,4% para la linea
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AT59-VCS, mientras que para la linea que expresa la proteina DCP1 observamos un
porcentaje del 11,4% para una de las lineagpentdientes (B16) mientras que para la otra
(B17) no se encontraron granos de polen rdede esta categoria. A pesar de que los
porcentajes de co-localizacion, en general, son menores para el ABBoDN respecto a

los obtenidos para el ARNnsksl4 observamos que muestran la misma tendencia,
obteniendo un mayor porcentaje de co-localizacion para las lineas que expresan VCS con
respecto a aquellas que marcan DCP1. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el ARNm
at59 posee un menor grado de co-localizacion con las proteinas componentes de PBs, VCS 'y
DCP1, en comparacion al ARNsks14 Un resultado similar se obtiene cuando comparamos

los porcentajes de co-localizacion de las dos categorias, ya que obtenemos valores similares
tanto para la interaccion directa como pdaainteraccion a través de otra proteina
componente de cuerpos de procesamientocdijunto, estos resultados sugieren que el
ARNmM sksl4se encuentra localizando en mayor medida con VCS y DCP1, mientras que el
ARNm at59tendria preferencia por otsgproteina/s perteneciente a PBs o por otra estructura

citoplasmatica de almacenamiento.

Estudios de co-localizacid de acumulos citoplasmatios y granulos de estrés

(SGs) en polen maduro

Seguidamente procedimos a estudiar la co-localizacién entre los acumulos citoplasmaticos y
los granulos de estrés de la misma manerasguievo a cabo el estudio con los cuerpos de
procesamiento. Para esto generamos lineas que contienen el sistema MS2 con el ARNm
sksl4con la proteina de fusiohT X-2-RFPpara visualizar los SGs. Realizamos el estudio en

dos lineas independientes heterocigotas para el traddge2-RFPy homocigotas para la
marcacion del ARNm de la generacion T2 de las cruzas obtenidas. En la Figura 32 se
muestran imagenes representativas pertenecientes a cada una de las categorias de co-

localizacion detalladas previamente.
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Figura 32 - Imagenes de microscopia confocal representativas de |EK&-MSATX-2-RFP Se muestra

un grano de polen de cada una de las categorias (panel superior: co-localizan, panel central: cercanos y pane

inferior: distantes). Las figuras A, F y K corresponden a la localizacion de acimulos de $KigigbMS2las
figuras B, G y L corresponden a la localizacion de la proteina ATX-2, las figuras C, H y M prdsentan
superposicion d&KS14-MS% ATX-2-RFR las figuras D, | y N corresponden a un zoom 10X de la region

marcada en C, H y M respectivamente y las figuras E, J y O corresponden a luz blanca. Barra de tamafio, 5 um.

En la Figura 32 se muestran tres grat@®olen representativos de la lii86514-MS2 ATX-

2-RFP. Podemos observar, en primer lugar, que el nimero de SGs es menor (Figuras 32B, G
y L) en comparacion con la de PBs observada anteriormente; sin embargositie llevar

a cabo los estudios de co-localizacion del ARdks14con la proteina ATX-2. En el zoom

de la Figura 32D observamos co-localizacion, con un p valor de 0,0002. Por otro lado, en la
Figura 32l, se observa un acumulo citoplasmatico y adyacente en su borde derecho se
encuentra localizada la proteina ATX-2-RFP, obteniendo un p valor de 0,0036. Finalmente en
la Figura 32N, se observa un acumulo citoplasmatico que no se encuentra cercano a la
proteina ATX-2 (p valor 0,2214). A partir de los p valores obtenidos para las distancias
utilizando la rutina dshufflingpodemos determinar que las digtias son significativas para

las categorias | y Il, siendo na@sificativa para la categoria Ill.

Finalmente, procedimos a cuantificar los porcentajes de co-localizacion de I&KBS&4-

ATX-2y se detallan a continuacién en la Tabla 9.
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ARNm/proteina Co-localizacion (%) Cercanos (%)
G2 3,9 2,9 102
SKS14-ATX-2
G5 13,6 3,7 81

Tabla 9 - Cuantificacion del porcentaje de co-localizacion. En la tabla se encuentran presentadas dos lineas
independientes de la crud&S14-MS2 ATX-2-RHSKS14-ATX-2, G2 y Gb5). La tercera columna corresponde
al porcentaje de co-localizacion de la categoria I, la cuarta columna corresponde al porcentaje de cercania de la

categoria Il y en la quinta se detalla el nimero de acimulos citoplasmaticos analizados.

Como podemos observar a partir de los resultados mostrados en la Tabla 9 los porcentajes de
co-localizacion obtenidos para el ARNsks14con la proteina de SGs son menores que los

gue se obtuvieron con VCS y DCP1. De tod@neras se obtiene un porcentaje de co-
localizacion entre el ARNrmeks14y la proteina ATX-2 que varia entre 3,9-13,6%, mientras

gue para los que se encuentran cercanostUth entre 2,9-3,7%. Estos resultados, en
comparacion a los obtenidos en la seccibterar, nos estarian indicando que el ARNm
sksl4se localizaria con mayor predominanciastructuras del tipo PBs que contengan a las

proteinas VCS y DCP1, que en granulos de estrés en los cuales se localice ATX-2.

De la misma manera llevamos a cabo un analisis similar para el ARb&y la proteina

ATX-2 a través de la obtencion de dos lineas independientes heterocigotas para ambos
transgenes de la generacion T2 de las cruzad88-MS2con ATX-2-RFP A continuacion,

en la Figura 33, se muestra una imagen reptasva para cada una s categorias de co-

localizacion detalladas previamente.
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Figura 33 - Imagenes de microscopia confocal representativas de |2ATMEaMS2 ATX-2-RFEPSe muestra

un grano de polen de cada una de las categorias (panel superior: co-localizan, panel central: cercanos y pane

inferior: distantes). Las figuras A, F y K corresponden a la localizacién de acimulos de AIb8esS2 las
figuras B, G y L corresponden a la localizacion de la proteina ATX-2, las figuras C, H y M prdsentan
superposicion dAT59-MS2y ATX-2-RFP las figuras D, | y N corresponden a un zoom 10X de la regién

marcada en C, H y M respectivamente y las figuras E, J y O corresponden a luz blanca. Barra de tamafio, 5 pum.

En la Figura 33 podemos observar una imageresentativa de cada una de las categorias de
co-localizacion detalladas previamente. Erpahel superior se muestra la co-localizacion
entre el ARNmat59y la proteina ATX-2. La Figura 33D muestra la perfecta co-localizacion
entre el ARNmat59y ATX-2, con un p valor de 0,001. Por otro lado, en el panel central
observamos un ejemplo de la categoria Il. En el zoom de la Figura 33| podemos observar que
el acumulo citoplasmatico se encuentra en la zona superior y adyacente a la proteina ATX-2-
RFP con un p valor de 0,0069. Finalmente, guaakl inferior se muestra un grano de polen
representativo de la categotia donde el acimulo citoplasiié no se encuentra ni co-
localizando ni cercano a la proteina ARX(p valor 0,6063 obtenido por la rutina de
shuffling. Resumiendo, determinamos que las d@tenobtenidas para las categorias | y |l

son significativas con p valor menor a 0,05, mientras que no se obtuvo un valor significativo

para el ejemplo de categoria Ill.
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Finalmente, a partir de los analisis desarrollados para estudiar la co-localizacion o cercania
del ARNm at59 con la proteina ATX-2 procedimos a cuantificarlos, obteniendo los

resultados que se detallan en la Tabla 10.

ARNm/proteina Co-localizacion (%) Cercanos (%)

AT59-ATX-2

G6 6 0 16

Tabla 10 - Cuantificacién del porcentaje de co-localizacion. En la tabla se encuentran presentadas dos lineas
independientes de la cruAZ59-MS2 ATX-2-RFPAT59-ATX-2, G1 y G6). La tercera columna corresponde al
porcentaje de co-localizacion de la categoria |, la cuarta columna correspondeeatgle de cercania de la

categoria Il y en la quinta se detalla el nimero de acimulos citoplasmaticos analizados.

En la Tabla 10 podemos observar que el pueje de co-localizacion obtenido para el
andlisis entre la proteina ATX-2 y el ARNatb9 varia de 3,2-6%, mientras que el porcentaje
de la categoria Il (cercanos) es del 3,2% fmdénea G1, para la linea G6 no se encontrd

ningun acumulo para esta categoria.

En conjunto, pudimos determinar que los porcestde co-localizacion y cercania obtenidos
para el andlisis entre los ARNiksl4y at59 y la proteina ATX-2 son menores en
comparacién con los resultados obtenidos fesaproteinas VCS y DCP1 sugiriendo que
ambos ARNm se localizarian con mayor preficia en estructuras del tipo PBs que

contengan a VCS y DCP1, que en granulos de estrés con ATX-2.

La variacion en los valores obtenidos podribetlse al constante dinamismo que existe entre
la formacion de cuerpos de procesamientangios de estrés, degradacion de los ARNm y

reinicio de la traduccién, como fue explicado en la introduccion.
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Andlisis de localizacion de los ARNmen polen maduro de plantas mutantes
simples de insercion deADN-T para los genesVCS y DCP1 de cuerpos de

procesamiento (PBs)

A partir de los estudios de co-localizacionlole acGmulos citoplasmaticos con determinadas
proteinas pertenecientes a PBs, concluimos que tanto los acumulos delsk&Moomo de

at59 co-localizan en parte con dichos cuerpot es produciria a través de interacciones con

las proteinas VCS y DCP1 (de acuerdo a los resultados obtenidos por la categoria I) o con

alguna otra proteina de PBs (categoria Il).

A continuacién, nos propusimos estudiar siS/¢ DCP1 son realmente necesarias para la
localizacion de estos acumulos citoplasmaticos en cuerpos de procesamiento. Nuestra
hipotesis es que la ausencia de alguna de estas proteinas afectaria en parte la localizacion de

los ARNm en acumulos citoplasmaticos.

Para esto, primero, obtuvimos lineas mwartomocigotas simples de insercion de ADN-T
para los gene¥CSy DCP1, como se detalla en la seccion 2.3 de Materiales y Métodos.
Luego, dichas lineas homocigotas faretransformadas con las construccicBE$14-MS2
AT59-MS2(ver seccidn 3.6 de Materiales y Mébs). Obtuvimos dos lineas independientes
homocigotas de la generacion T3 para la lWesaSKS14-MS@ una paralcpl-SKS14-MS2

gue poseen la construccion de seguimiento del ARKBh4y la insercion en los gen®CS

y DCPJ], respectivamente. Por otro lado, obtuvimos dos lineas independientes homocigotas
de la generacion T3 pavas-AT59-MS% dos lineas pardcpl-AT59-MS2que contienen el
seguimiento del ARNmat59 en lineas que carecen de los gendsS y DCP1
respectivamente. Ademas obtuvimos las lineas cortseMCP-GFPy dcp1-MCP-GFP

En la Figura 34 se presentan imagenes representativas de las lineas mutantes simples de
insercion de ADN-T para el garCS tanto para el estudio de localizacion del ARBkal4

como paratb9.
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Figura 34 - Imagens de microscpia confocakepresentatias de las linas vcs-SKS1MS2y ves-AT59-MS2
Se muesa un granale polen de ala una de k& lineasycsSKS14-MS2n el panel sperior y vesAT59-MS2
en el @nel inferior. Las figurasA y D muestran la florescencia desistema M2, las figues B y E
correspaden a la lodizacion delacumulo citglasmatico dedctado por lautina de MATLAB de deeccion de
acumula (en rojo y erde) y las figiras C y F coesponden bz blanca. Brra de tamad, 5 um.

Procedmos a anlzar los reultados btenidos pea las lines vesMCP-GFP, vcsSKS14-
MS2y vcs-AT59MS2 medante el anhsis autonatizado po MATLAB con la dtina de
detecabn de actnulos citopbsméaticosEn la Figua 34 podenos observaun granade polen
represeatativo paa las lineaglel ARNm sks14y para ARNmat59. Semuestra la dteccion
de unacumulo po cada graa de polen(Figura 38 parasksl4 y Figura34E paraat59). El
uso deesta rutinanos permti6 validary cuantificar los resliados obteidos tand para la
linea mntrol cono para lasiheas de RNm en elfondo gentico dondela proteinaVCS se

encuefra ausentéFigura 35)
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Figura 35 - Cuantificacion de acumulos citoplasmaticos en lineas homocigotas con simple insercion de ADN-T
en el genVCS En el gréfico se encuentran presentadas la linea congdCP-GFP(vcs MS2 1-2, puntos
negros), las lineas independientes-SKS14-MS&/cs SKS14 2-2 y vcs SKS14 3-11, puntos gris claro) y las
lineas independientegcsAT59-MS2 (ves AT59 5-11 y ves AT59 6-4, puntos gris oscuro). Los puntos
representan la dispersion de los datos para N=7-10. Andlisis estadistico Mann-Whitney test. Las diferencias no
son significativas.

La cuantificacion de la deteccion de los acumulos citoplasmaticos en la mutante
determin6 que para las linesiss14y at59 analizadas los resultados fueron estadisticamente

no significativos comparados con la linea contesito podria explicarse a que la falta de la
proteina VCS podria estar afectando de modo general la formacion de los cuerpos de
procesamiento; de hecho se han obtenido megaheterocigotas simples de inserciéon que
afectan el desarrollo general de las plargesydo imposible obtener mutantes homocigotas

ya que dichas plantas son letales embrionarias (Goeres et al., 2007). Estos resultados sugieren
que es necesaria la presencia de VCS [aafarmacion de acumulos citoplasmaticos que
contengan a los ARNisks14y at59. Falta probar si es un efeawecto sobre los ARNm o si

es un efecto que afecta a la formacién de los cuerpos de procesamiento de manera global.

A continuacion procedimos a estudiar de la misma manera cémo varia la formacién de
acumulos citoplasmaticos de ambos ARNmM cuando la proteina DCP1 no se encuentra
presente. Llevamos a cabo el andlisis de la linea cattpd-MCP-GFR y de las lineas
dcpl-SKS14-MS% dcpl-AT59-MS2 En la Figura 36 se presenta un grano de polen
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represetativo de & linea de eguimientodel ARNm sks14(panel superio) y del ARNm at59

(panelinferior).

Figura 36 - Imagens de microsopia confocalrepresentatias de las lieas dcpl-SKS14-MS2 y @pl-AT59-
MS2 Semuestra urgrano de pole de cada uade las lines, dcpl-SKS4-MS2en elpanel supear y dcpl-
AT59MS2 en el pankinferior. Lasfiguras A yD muestrand fluorescena del sistemaMS2, las figiras By E
correspaden a la loalizacién dé aciumulo cibplasmaticodetectado (e rojo y verd) y las figuas C y F

correspaden a luz lnca. Barra déamafio, 5 m.

Procedmos a estdiar de lamisma nanera queanteriormeite la detecidon de aimulos
citoplasmaticos através dela rutina @ MATLAB, en la Ihea controly en las ineas de
seguimento de RNm. En bs panele® y E de laFigura 36podemos bservar la dteccion
de unacumulo cibplasmatio para lo0SARNmM sks4 y at59, respectivanente, marados con
un puto rojo y verde. Losresultadosdel andliss automazado porMATLAB para las

diferertes lineas,esdetallaren la Figura37.
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Figura 37 - Cuantificacion de acumulos citoplasmaticos en lineas homocigotas con simple insercion de ADN-T
en el genDCPL1 En el grafico se encuentran presentadas la linea caltpdtMCP-GFP(dcpl MS2 1-2,

puntos negros), la linea independiedt®1-SKS14-MSZdcpl SKS14 2-6, puntos gris claro) y las lineas
independientedcpL:AT59-MS2(dcpl AT59 1-2 y dcpl AT59 3-3, puntos gris oscuro). Los puntos representan
la dispersion de los datos para N=7-9. Analisis estadistico Mann-Whitney test. Las diferencias no son
significativas.

El resultado obtenido de la cuantificacion démero de acumulos citoplasmaticos por grano

de polen en el fondo genético sin giaa DCP1, fue similar al observado p¥aS siendo

no significativas las diferencias obtenidas ernfis lineas de seguimiento de ARNm en
comparacion con la linea control. Estd demostrado por ensayos de co-inmunoprecipitacion y
localizacion subcelular que las proteinas VOEP1 y DCP2 interactian de manera directa
formando un complejin vivo (Xu et al., 2006). Teniendo esto en cuenta, no descartamos la

posibilidad que la falta de una de estas pnateafecte de manera global la formacién de los
PBs.

Este resultado nos estaria indicando, nuevamente, que a pesar que los porcentajes de co-
localizacion entre dichos ARNm con la proteina DCP1 no fueron elevados, es necesaria la
presencia de DCP1 para la formacion de acumulos citoplasméaticos que involucren a los
ARNmM sks14y at59,
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Andlisis de localizacion de los ARNmen polen maduro de plantas mutantes

simples de insercion dADN-T para el genATX-2 de granulos de estrés (SGs)

A continuacién, nos focalizamos en estudiar la presencia de acumulos citoplasmaticos para
los ARNm sksl4y at59 en lineas que no contengan la proteina ATX-2, marcadora de
granulos de estrés. Para esto procedimbarsformar lineas de plantas homocigotas con
insercion simple de ADN-T en el g&TX-2 Llevamos a cabo el analisis con la linea control
atx-2-MCP-GFR dos lineas independientes pata-2-SKS14-MSg atx-2-AT59-MS2En la

Figura 38 se muestra la presencia de un acumulo citoplasmatico representativo de la linea
atx-2-SKS14-MSgoanel superior) y de la lin@éx-2-AT59-MSZpanel inferior).
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Figura 38 - Imagenes de microscopia confocal representativas de las Aime&SKS14-MS§ atx-2-AT59-
MS2 Se muestra un grano de polen de cada una de las hbe2sSKS14-MS2n el panel superior gtx-2-
AT59-MS2en el panel inferior. Las figuras Ay D muestran la fluorescencia del sistema MS2, las figuras By E
corresponden a la localizacion del acumulo citoplasmético detectado (en rojo y verde) y las figuras C y F

corresponden a luz blanca. Barra de tamafio, 5 um.
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De la misma manera detallada previamente rir pke los resultados obtenidos procedimos a
cuantificar los mismos. En la Figura 39 se muestran los resultados de presencia de acumulos

citoplasmaticos obtenidos para cada una de las lineas que carédex-2e
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Figura 39 - Cuantificacion de acumulos citoplasmaticos en lineas homocigotas con simple insercion de ADN-T
en el genATX-2 En el grafico se encuentran presentadas la linea cemtr@MCP-GFP(atx-2 MS2 2-2,

puntos negros), las lineas independieat&s2-SKS14-MSZ2atx-2 SKS14 1-1 y atx-2 SKS14 2-2, puntos gris
claro) y las lineas independienttg-2-AT59-MS2(atx-2 AT59 1-1 y atx-2 AT59 2; puntos gris oscuro). Los
puntos representan la dispersion de los datos para N=6-7. Analisis estadistico Mann-Whitney test. Las

diferencias no son significativas.

La Figura 39 muestra que la proteina ATXs€ria necesaria para la formacion de los
acumulos citoplasmaticos de ambos ARNdado que no se obtuvieron diferencias
significativas en el numero de acumulogopiasméaticos detectados en las lineas de

seguimiento de los ARNiks14y at59con respecto a la linea control.

Estos resultados de analisie formacion de acumulos citoplasmaticos en lineas que no
poseen proteinas estructurales de cuerpos aegamiento o granulos de estrés estarian
indicando que a pesar que los porcentajes decatizacion entre los mismos fueron bajos

(entre el 10-20%), estas proteinas serian necesarias para que se establezca la correcta

localizacion de los acumulos en estructuras focalizadas en el citoplasma.
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Discusion

El arrgglo gendmeo deArabidopsis thdana ATH1, que poee 22.591sats de mustras con
una cdertura delgenoma deArabidopss del 73,66, fue utilizado paraestudiar ladinamica
de trarscripcion durante losestadios d desarrolb del graom de polenasi comotambién
estadi@ posterioes como pten germido y tubopolinico encrecimieno. En uno @ dichos
estudie (Bock eta., 2006),los microareglos fueon hibridados con ARNc correspndiente
a los etadios de plen maduo (PM), pden hidratdo (PH) y tibo polinio germinad in vitro

(TP). Se identifiaaron 5640transcripbs, y los mismos fueon clasiftados en 19grupos
dependendo de laco-regula@ion de losgenes en #os 3 estdios (Wanget al., 208). En la
Figura 40 se preenta la egresion detranscripbs correspodientes alos 3 grypos mas

represetativos.

704 3980 630
PM PH TP PM PH TP PM PH TP

Figura 40 —Los 564 genes fueno distribuides en 9 gruposle acuerdo aus nivelesle expresioren los tres
estadiosSe muestraios tres grups mas represtativos. Dbajo de cadagrafico se inéta el nimeo de genes
correspadiente a caagrupo. PM:Polen madw; PH: Polerhidratado; P: Tubo polinco. Adaptad de Wang
et al., 208.

Esta chsificacion de los gees en grpos depediendo de 8 expresid en los dferentes
estadia del granade polen ytubo polinco propom la existegia de un poceso regiatorio a
lo largo del desawllo del mismo que pamite quedeterminads grupos d genes sexpresen
en myor medidaen estadie especifios. Todos ¢és genes @ estos tre grupos en genes

tardios,los cualesse caractézan porexpresarseen los estdios finales del desawollo del
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grano de polen. De acuerdo a la clasificac&alizada por Wang y colaboradores, los genes
tardiossks14y at59de Arabidopsis se encuentran dentro del grupo Il (Wang et al., 2008), los
cuales no muestran variacion en su expresitinlargo de los tres estadios (Figura 40); en
principio se hubiera esperado gsies14y at59 pertenecieran al grupo Il mostrando una
reduccion de sus niveles en el estadio de tubimipoldebido a la sintesis de sus respectivas
proteinas. La deteccion dks14y at59en el estadio de TP podria también explicarse debido

a un remanente del ARNm del estadio de PM o también podria haber nueva sintesis de
ARNmM produciendo un equilibrio entre trangcidn y traduccion. De todas maneras, seria
necesario correlacionar estos datos del transongotcon estudios proteicos de los genes de

los diferentes grupos y comparar las expresiaeesanscriptos y proteinas a lo largo de los

diferentes estadios del grano de polen y tubo polinico.

Los ARNm sksl4 y at59 se localizan en acumulos citoplasmaticos en granos de

polen maduros

En trabajos previos se estudié la regulacion de los geA€59y NTP303de tomate y
tabaco, respectivamente. Se demostré que estos genes tardios se expresan dastauie$os
finales del desarrollo del grano de polen pgue proteinas recién estan presentes luego de

que el grano de polen germina (Curie y McCormick, 1997; Hulzink et al., 2002).

Llevando a cabo ensayos de actividad de luciferasa, Hulzink y colaboradores demostraron
gue la region 5’UTR del geNTP303activa la traduccion del ARNmtp303luego de la
germinacion actuando como un elementdaoino independiente deromotor, la region
codificante y la region 3'UTR. Determir@ar que dos regiones especificas de la region
5"UTR, distribuidas en ddeops son esenciales para producir este aumento en la traduccién
(Hulzink et al., 2002). Por otro lado, se observé que las secuencias de la region 5’UTR del
gen LAT59 inhiben parcialmente la traducci@el ARNm hasta que el grano de polen
comienza a germinar que es justamente cuando se acumula la proteina LAT59 (Curie y
McCormick, 1997). Ademas, se demostré que otros transcriptos pertenecientes a este grupo
tardio de genes también se regulan por secuencias en su region 5" UTRnipio, gl gen

LAT52 también posee activadores traduccionaassu region 5'UTR que aumentan la

sintesis de la proteina LAT52 especificamentesta caso en estadios tardios del desarrollo
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del grano de polen, aunque no se descartdaye inhibidores de la traduccién actuando en

estadios més tempranos (Bate et al., 1996).

La regulacion de la traducciéon de todos estasscriptos por parte de la region 5’UTR es
similar a la observada en otros procesqwa@uctivos de animales y otros sistemas de
plantas. Algunos ejemplos son el aumento en la traduccion de transcriptos durante la
espermatogénesis en raton (Gu y Hecht, 1996; Nayernia et al., 1994; Schafer et al., 1993) y
desarrollo de ovocitos de Drosophila (Lasko, 199% eficiencia en la regulacién de la
traduccion por estos factores activadores o inhibidores proveeria un mecanismo fino que
permite expresar la proteina en determinados estadios del desarrollo, en este caso, del grano
de polen, de manera mas rapida ya que nofaiaeegque ocurra la transcripcion génica. No se
descarta la posibilidad que haya otros gelegepolen regulados de la misma manera, aunque
para estudiarlo seria necesario hacer primerandtisis bioinformatico y de las estructuras

de las regiones 5’'UTR para luego estudiarlos de manera individual. Los resultados obtenidos
en estos trabajos resaltan la importancia eredalacion de la traduccién de los genes de
polen modulando en qué momento del desarrollo y del crecimiento del tubo polinico se

expresan estas proteinas.

En esta tesis, nos focalizamos en estuldiaregulacién post-transcripcional de los genes
ortélogos deLAT59y NTP303como ejemplo de dos gen&mdios que expresarian sus
proteinas luego que el grano de polen germina. Estudiamos alhT&dh ortélogo en
Arabidopsis del gerLAT59 de tomate, y a&SKS14como el putativo gen ortélogo en
Arabidopsis del geNTP303de tabaco. Tal como se explicé anteriormente, nuestra hipotesis
es que los ARNmat59 y sksl4 de Arabidopsis thalianase acumularian en cuerpos
citoplasmaticos durante la maduracién del granpalen a la espera de la germinacién que

es cuando se produciria su traduccion.

Con el objetivo de analizar la localizacion de los ARNm llevamos a cabo estudios de
seguimiento de los mismos usando elesigt MS2 descripto por Weil y colaboradores.
Mediante el uso de una rutina desarr@laeh MATLAB validamos y cuantificamos el
namero y la posicion de los acumulos citoplasméaticos que contienen a los ARNm en estudio
en granos de polen maduro. Los acumulos se encuentran localizados en el citoplasma del
grano de polen y en un promedio de uno cagdrewgranos de polen analizados para el
ARNmM sks14y de uno cada diez granos de polen para el ARIG® La variacion en el
namero de acumulos citophadticos observada entre ambos ARNm podria deberse a que

estos genes de Arabidopsis se estén regulamiehtraduccional de manera similar a sus
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ortélogos en tabaco y tomate; en el casoNJ#303 se propone que actuan factores
activadores de la traduccion sobre la re@@TR una vez que el grano de polen comienza a
germinar, mientras que, en contraste, para ellderb9 actuarian factores inhibitorios en
estadios mas tempranos del dedkrractivandose la expresion de su proteina por liberacion

de los mismos a partir del estadio de polerduma Tanto la diferencia que existe en la
regulacion traduccional parlTP303y LAT59 como las diferencias observadas en la
presencia de las proteinas NTP303 y LAT59 en los estadios de polen maduro y tubo polinico,
podrian estar afectando el momento en el que los transcriptos son liberados de los acumulos
citoplasmaticos para ser traducidos y éstodrian ser algunos de los motivos por el que

observamos diferencias en el nimero de acumulos.

La determinacion la llevamos a cabo en presencia de puromicina que inhibe la traduccion a
través del desensamblado de los polisomgsosterior liberacion de los transcriptos al
citoplasma. Las diferencias en el nUmeroadémulos citoplasmaticos por grano de polen
dieron estadisticamente significativas péaa lineas que contienen los dos ARNm con
respecto a la linea control. Estos acumulos citoplasmaticos servirian como sitios donde los
ARNmM se localizan y almacenan esperando ser traducidos. De todos modos, es necesario
corroborar si los gene&T59y SKS14se regulan de la misma manera que los de tomate y
tabaco.

Los acumulos citoplasmaticos de los ARNnsksl4 y at59 co-localizan con
proteinas pertenecientes a @rpos de procesamiento (PBsy granulos de estrés
(SGs)

A pesar de que la mayoria de los ARNm son traducidos inmediatamente despeés de
transcriptos, algunos son redireccionados para ser almacenados e inactivados de la traduccion
en diferentes clases de particulas riboraprieteicas del mensajero (mMRNP), granulos de
estrés (SGs) o enviados a cuerpos de pantiesto (PBs) (Hafidh et al., 2011). Los SGs y

PBs son sitios activos de procesamiento de mRNP en eucariotas. Los SGs son granulos de
ARN y proteinas altamente regulados en la represion de la traduccién predominantemente en
respuesta a estrés. Por otro lado, los PBsiios de degradacion de ARNm promovido por

la deadenilacion de la cola poliA, silenciamiento de genes mediados por ARN y represion de

la traduccion.
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Honys y colaboradores estudiaron la localizacién del ARp303 durante los diferentes
estadios del desarrollo del grano de polen (Honys et al., 2000). En dicho trabajo analizaron la
presencia de dicho ARNm en distintas franei® polisomales, post-polisomales enriquecidas

con mRNP y una fraccion de particulas resistentes al tratamiento con EDTA/Puromicina que
co-sedimenta con polisomas, denominada EPPs (Honys et al., 2000). Los autores proponen
que estos complejos EPPs son formadosm@mera gradual durante el desarrollo por
ensamblado inicial de particulas de mRN¥eguido por la asociacion de monomeros de
MRNPs. En primer lugar, el ARNm sintetizado seria liberado del nucleo en la forma de
MRNPs. En el estadio de polen bicelular el ARNpB03es distribuido entre los polisomas

y los EPPs. Todos los polisomas asociadogpa03son formados durante este estadio y son
silenciados traduccionalment Los EPPs son propuestos como compartimentos de
almacenamiento a largo plazo por la agregacion de mRNPaetp$93 individuales,
probablemente con otras proteinas. Durantesthdio de polen tricelular, los polisomas
asociados al ARNm todavia se encuentran presentes en la célula vegetativa pero sin aumentar
sus niveles. El ARNmtp303sintetizado en este punto se mantiene en la forma transitoria de
MRNPs “libres” con una pequefia porcion combinada en EPPs. En el periodo final de la
maduracién, se completa la sintesis del ARMpB03 con una redistribucion masiva del

ARNmM desde mRNPs “libres” y polisomas a EPPs.

La composicion de las particulas EPRmgiste en un conjunto de ARNmM que son
almacenados vy silenciados traduccionalmentégrestadios tempranos del desarrollo y se
movilizan en los distintos procesos dedmacion del grano de polen. Algunos de los
mensajeros almacenados son traducidos deeraamasiva en los estadios tardios del
desarrollo del polen y/o transportadogipldel tubo polinico para luego ser traducidos (ver
Figura 41).
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Figura 41 - Los mRNPs almacenados son importantes para el crecimiento del tubo polinico. Los ARNm
almacenados en forma de mRNPs (o EPPs) proveen control a nivel dinamico y espacial de la expresion de los
genes durante el desarrollo del tubo polinico. Las particulas de almacenamiento secuestradas son llevadas a la
region deltip (sitio de crecimiento) a través de un entramado de microtibulos (MT) y microfilamentos (MF) y

enviadas al sitio deaduccion activa. Adaptado de Hafidh et al., 2011.

Los mRNPs secuestrados pueden ser agregad®Bsepara ser procesados para degradacion

y reciclaje o enviados nuevamente al citoplaspara ser traducidos. Ocasionalmente en
condiciones de estrés, tal como podria ser &hideatacion que sufre el grano de polen al

final de su maduracion, los mRNPs podrian ser ensamblados en SGs y secuestrados de la
traduccién. Un intercambio activo de los mRNPs entre PBs, SGs y mRNP polisomal podria
promover la regulacion de la expresion ds ¢enes durante los estadios mas tardios del

desarrollo del grano de polen.
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Para estudiar cudl era la localizacién de estos acumulos citoplasmaticos que contienen a los
ARNmM sks14y at59 procedimos a realizar la fusion geteinas marcadoras de cuerpos de
procesamiento (VCS y DCP1) y granulos daéss(ATX-2) con la proteina fluorescente

RFP. A través de estas construcciones observamos dichos cuerpos en el citoplasma de los
granos de polen maduros. Con el agregad@uemicina observamos un aumento en el
tamafio de dichos cuerpos y un aumento en su namero, lo que indicaria que dichos cuerpos
son formados por los ARNm que salen del ciclo de traduccion y se localizan en los PBs y/o

SGs (Eulalio et al., 2007), favoreciendo el aumento de su tamafio.

Con el objetivo de analizar la co-localizacion entre los ARNm y los PBs obtuvimos lineas
gue contienen las construcciones tanto para el seguimiento de los ARNm como la marcacién
de proteinas de PBs. A partir de los resultados obtenidos decidimos dividir los mismos en tres
categorias: 1) “co-localizan”, si la sefial correspondiente al acumulo citoplasmatico y al
cuerpo se superponen; ll) “cercanos”, si egtéximos a una distancia no superior a dos
veces la suma de los radios y Ill) “distantes” si se encuentran alejados. Esta categorizacion la
realizamos utilizando una rutina desarrollada en MATLAB basandonos en el trabajo donde se
analizan proteinas de PBs y proteinas perteness a focos sinpticos en relacion a la

proteina sinapsina (Luchelli et al., 2015).

Demostramos que el ARNmksl14 se localiza en cuerpos de procesamiento por co-
localizacion directa con ambas proteinasaadoras, VCS y DCP1, en promedio en uno de
cada cinco acumulos detectados; el hechioater obtenido resultados similares para VCS y
DCP1 sugiere que los acumulos sks14no tienen preferencia por alguna de las dos
proteinas en particular. Este resultado estéaalerdo con el reporte de que las proteinas
VCS, DCP1 y DCP2 forman parte de un miscwonplejo proteico por interaccion directa
entre si (Xu et al., 2006). Los valores hallados para la categoria cercanos (uno de cada diez
acumulos detectados), indica que el ARNks14interactuaria con alguna otra proteina de
PBs; es decir que se localizarian en cuegegrocesamiento pero no por interacciéon con
VCS o DCPL1. Este valor resultdé menor al obteqdra la categoria dm-localizacion lo que
indicaria que el ARNmsksl4tendria preferencia por VCS y/o DCP1. De todas maneras, para
completar dicho analisis, seria necesario estudiar la co-localizaci@ksdd con otras

proteinas marcadoras de PBs tales como DCP2, DCP5, y XRN4, entre otras.

Por el contrario para el ARNm@t59 observamos valores de co-localizacién o cercania con
PBs mas bajos en comparacion a loski&l4 los valores de co-localizacion son similares

entre VCS y DCP1, sugiriendo nuevamente gts® interactuaria con ambas proteinas de
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manera similar. En este caso el hecho dehabtenido para la categoria Il de cercanos un
porcentaje similar al de co-localizacion, estaria indicandaatifeno tendria preferencia de
co-localizacion con alguna proteina en particular. De igual manera, seria necesario realizar un
analisis mas detallado para determinaragi9 se co-localiza con alguna otra proteina

perteneciente a cuerpos de procesamielatotoo cuerpo citoplasmatico relacionado.

Por otro lado, estudiamos la localizacion dehds ARNm en relacién a granulos de estrés.
Para esto llevamos a cabo la generacion de lineas que poseen el seguimiento de los ARNm
con proteinas pertenecientes a SGs como ATX-2. A partir del andlisis de estas lineas
demostramos que el ARNnsksl4 se encuentra co-localizando con ATX-2 en
aproximadamente uno de cada diez acumuitmplasmaticos detealas, mientras que el
porcentaje de cercania entre ellos es aun m@mar de cada treinta acimulos detectados).
Estos resultados estarian indicando que a pesar del porcentaje bajo de co-localizacién entre
ATX-2 y sks14 éste tendria mayor preferencia de co-localizacién con ATX-2 que con otra
proteina de SGs. Cuando analizamos el ARBISO encontramos porcentajes de co-
localizacion de uno de cada veinte acumuldsalados y de cercania de uno de cada treinta
para una de las lineas y ninguno para la otra. Dado que los porcentajes obtenidos para ambas
categorias son bajos cabe la posibilidad que este ARNm se encuentre interactuando con otra
proteina de SGs. Para continuar con esteisim@s necesario analizar la localizacién de
ambos ARNm con otras proteinas componentes de SGs como son UBP1, RBP47, entre otras.
Por otro lado, no descartamos la posibilidad que estos ARNm se encuentren localizando en

alguna otra estructura relacionada con el procesamiento de ARN diferenkBs pSGs.

Resumiendo, proponemos que transcriptos deegelel grupo tardio con una regulacién
similar antp303 se localizarian en polen maduro en acumulos citoplasméticos relacionados
con cuerpos de procesamientoargrios de estrés o alguna otra estructura citoplasmatica,
para ser, en el momento de la germinacion, liberados al citoplasma y traducidos. Dado que el
crecimiento del tubo polinico es un proceso quedeurrir de forma rapida y coordinada, es
importante que este grupo de transcriptoseseuentre listo para ser traducido cuando

comienza el crecimiento del tubo polinico.
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Los ARNm at59 y sksl4 no se localizan en acumulositoplasmaticos en polen de

mutantes nulas para los genegCS, DCP1y ATX-2

Considerando que los acumulos citoplasmaticos correspondientes a los #kRMNiyp at59
co-localizan con las proteinas de cuerpopmeesamiento VCS y DCP1 y de granulos de
estrés ATX-2, procedimos a analizar si estas proteinas eran necesarias para dicha
localizacion. Para esto utilizamos plantas que poseen una insercion simple de ADN-T en los
genesVCS DCP1y ATX-2juntamente con las construcciones marcadoras de los ARNm
sks14y at59 Llevamos adelante el mismo andlisis de cuantificacion y validacion de los
acumulos citoplasmaticos. Demostramos que las diferencias entre las lineas y sus respectivos
controles no son significativas, sugiriendo que dichos ARNm en principio necesitarian de la
presencia de estas proteinas para formar dichos acumulos en el citoplasma del grano de
polen. De todas maneras no descartamos la posibilidad que la falta de alguna de estas
proteinas pudiera estar afectando de un modo general la formacion de los PBs o SGs; esta
idea se ve reforzada por el hecho de geematantes simples de insercién para el \gen

tienen afectado el desarrollo global de las pkstando letales embrionarias (Goeres et al.,
2007). Proponemos transformar lineas mutantes simples de insercion (por ejemplo la mutante
vcy con otra proteina de PBs (por ejemplo DCR$ionadas a una proteina fluorescente, de
manera de ver si la falta de una de egtageinas afecta la localizacion de las demas

proteinas de PBs.

El analisis de la localizacion de los ARNm tardsks14y at59,es una primera aproximacion
para entender cémo se desarrolla la regulac#nscripcional durante el desarrollo del grano
de polen. Las enzimas ascorbato oxidasas jafmetihsas en polen, productos proteicos de
los genesitp303y lat59 respectivamente, se encuentran involucradas en el crecimiento del
tubo polinico tanto para desestabilizar las nefpeptidicas y ayudar a construir la pared
como asi también para facilitar la penetracién del tubo a través de la matriz rica easpectin

en el pistilo. Por este motivo, la expresion de estas enzimas debe ser altamente regulada.

Otro factor que podria influenciar esta regida esta relacionado con la estabilidad de los
ARNmMm; Yistra y colaboradores determinaronpl@sencia de un grupo de ARNm de polen
gue posee una gran estabilidad en polero peo asi en células somaticas (Ylstra y

McCormick, 1999). Estos ARNm tendrian una estabilidad mayor que sus respectivas

100



Capitulo IlI: Discusion

proteinas durante el desarrollo del grano dempdPodemos hipotetizar que dicho aumento en
la estabilidad se deberia a que estos ARNm se acumularian en focos citoplasmaticos

conjuntamente, aunque sea en parte, con PBs y/o con SGs.
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Conclusiones finales

Este trabajo de tesis tuvo como objetivo general aportar resultados acerca de los mecanismos
moleculares de la regulacion transcripcionakylticcional durante el desarrollo del grano de
polen de Arabidopsis thaliana En el primer capitulo caracterizamos cuerpos que se
encuentran relacionados con la regulacion de ARN, como son los cuerpos de Cajal (CBs). En
el segundo capitulo nos focalizamos en estudiar dos ARNm pertenecientes al grupo de genes
tardios que se encuentran regulados en los estadios finales del desarrollo del grano de polen.
Finalmente analizamos si los cuerpos de paroénto (PBs) y/o granulos de estrés (SGs) se

encuentran involucrados en la regulacion de dichos ARNm.

En el capitulo I, caracterizamos la variacion en numero y tamafio de CBs, involucrados en el
procesamiento de snRNPs y snoRNPs, en los diferentes estadios del desarrollo del grano de
polen. Determinamos que una vez que el grano de polen comienza a germinar, el nimero de
CBs en células espermaticas aumenta pero no asi su tamafio, a diferencia de lo que ocurre en
célula vegetativa en donde no se observan diferencias en nimero y tamafio durante el mismo
periodo. Sugerimos que estas variacioneglanimero y tamafio ocurren para responder a
cambios en la expresion de genes a través del desarrollo y la germinacion del polen. El hecho
de que la presencia de un mayor numero de CBs esta relacionada con células que poseen

mayor actividad indica que las células espermaticas son mas activas transcripcionalmente.

En el capitulo 1l, estudiamos la localizacién de los ARdksiL4dy at59 en polen maduro de
Arabidopsis thalianaA partir del seguimiento de los tsamiptos utilizando el sistema MS2,
pudimos observarlos localizados como acumdissretos en el citoplasma. A continuaciéon
estudiamos si estos acumulos se encuentran formando parte de alguhazsiiiares en el
citoplasma; para llevarlo a cabo caracterizamos los cuerpos citoplasmaticos relacionados con
la regulaciéon de ARN, como son PBs y SGs. Estos se muestran en granos de polen maduros
como focos puntuales localizados en el plasma. Utilizando proteinas estructurales
fusionadas a RFP, observamos ademas un aumento en tamafio y a veces en numero de los

mismos cuando aplicamos puromicina.

Luego estudiamos si los ARNsks14y at59 se encuentran formando parte o no de los PBs 'y
SGs. Esto fue llevado a cabo mediante analisis de co-localizacion de los ARNm y proteinas

estructurales de dichos cuerpos citoplasmaticos. Determinamos que entre 10-20% de los
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acumulos citoplasmaticos formados por los ARSk®14y at59 se encuentran co-localizando

con las proteinas de PBs, VCS y DCP1 y queeeasitb-15% se encuentran cercanos a dichas
proteinas. Este resultado sugiere que los ARNm formarian parte de los PBs pero a través de
la interaccidon con otra/s proteina/s de dichos cuerpos. Cuando realizamos el mismo analisis
pero con ATX-2, proteina de SGs, encontramos porcentajes de co-localizacion (3-14%) y
cercania (3%) menores. Estos resultados, en conjunto, sugieren que tanto para PBs como
SGs, estos ARNm se localizarian en ambas estructuras citoplasmaticas, en mayor medida en

PBs, aunque sin preferencia de inter@caon alguna/s proteina/s en particular.

Finalmente, analizamos la localizacion de kxamulos citoplasméaticos formados por los
ARNmM en lineas mutantes para dichas proteinas de PBs y SGs. Para todos loslleasos, ha
gue dichas proteinas serian necesarias para la localizacion de los ARNm en los acumulos de

polen.

Los resultados obtenidos en esta tesis somparteaimportante para entender los mecanismos

a nivel transcripcional y traduccional involucrados en los diferentes estadios del desarrollo
del grano de polen. Proponemos que durante los estadios finales del desarrollo del grano de
polen, los ARNm se almacenan en cuerpos citoplasmaticos listos para ser traducidos cuando
el polen germine. De esta manera elepolgerminado no tiene que esperar por la
transcripcion de los genes necesarios y puesteecde forma rapida y efectiva a través de los

tejidos femeninos para llevar ladudés espermaticas hacia el 6vulo.
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