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Rol de las PERK como sensores de la integridad de la pared celular
durante el crecimiento polarizado en tubos polinicos Aeabidopsis
thaliana

La plasticidad estructural de los carbohidratos es mayor a la deno®éacidospero nuestro
entendimiento de como esa plasticidad se relaciona con la funcionalidad biolégica ssuigun
limitada. Los pelos radiad y los tubos polinicos son células individuales que requieren una
gran sintesis de pared celular para poder sostener la expargimal también denominada
crecimiento apical. Las paredes celulares en las células vegetales son estructuras complejas
compuestas en su mayoria por polisacaridos, incluyendo una red de microfibrillas de eelulosa
xiloglucanos, pectinas @-glicoproteinasicas en hidroxiprolina (HRGPSs) tales como extensinas
(EXTs) y arabinogalactanos asociadootefitas (AGPs). En esta tesgspropone individualizar

la respuesta de sefalizacidbn que permite el crecimiento polarizado en tubos polinicos en
Arabidopsis thatina. Mediante la utilizacion de redes transcripcionaleedulares ya hemos
identificado componentes necesarios para el crecimiento polarizado en tubos polinicos. Estas
redes establecen un punto de partida para explorar la funcionalidad biologica de Id3sHRG
extensinas y receptores quinasa con dominio extracelular de tipo extensina (E@&lRi€;rich
extensinlike receptorkinase asociados al crecimientpolarizado. & esta tesis studiamos en
tubos polinicos amo las proteinas PER#fectan al crecimiemt polarizado mediante la
inhibicion bioquimica y por métodos de genéticaversa. Los genes candidatos fueron
analizados en un contexto mas amplio mediante métodos moleculares especificos y
microscopia confocal.

Palabras clave: pared celular, tubos piciis,Arabidopsis thalianaPERKSs.



Role of PER3as cell wall integritysensorsduring polar growth in
Arabidopsis thaliangpollen tubes

The structural plasticity of carbohydrates is greater than that of amino acids but our
understanding for howthis plasticity relates to biological function is still limited. Root hairs and
pollen tubes are single cells that require intensive -egll amendments to accommodate
apical cell expansion in a process known as tip growth. Plant cell walls are insticateires
comprised largely of polysaccharides, including a network of cellulose micrexjydolgiucans,
pectins, and of highly glycosylated hydroxyprolieh O-glycoproteins (HRGPs), such as
extensins (EXTs) and arabinogalactan proteins (AGPs). dgesprto functionally dissect the
signaling feedback loop that allows for polarized growthArabidopsis thalianaWe have
employed transcriptional modular networks to identify components necessary for polarized
growth of pollen tubes. These predictionsopide a framework to explore the biological
function of HRGPs and prolimieh extensinlike receptor kinase (PERK) involved in tip growth.
We targeted these processes by biochemical inhibition and by different modes of reverse
genetics, and assessed kage of polarized growth. Suitable candidate genes were put into a
larger biological context through targeted molecular approaches and throughdafyhition
confocal microscopy.

Key words: cell wall, pollen tube&rabidopsis thalianaRERKSs.
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HIPOTESIS

Lasproteinasreceptor quinasa del tipoPERK estarian involucradas en relctniento
polarizado detubos polinios deArabidopsis thalianananteniendola integridad de la pared
celular

OBJETIVO GENERAL

Caracerizacion de los componentes moleculares a nivel de la pared celular que regulan
el crecimiento polarizado del tubo poliniea Arabidopsis thaliana

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1.ldentificar a los geneBERK asociads con el crecimiento polarizadte los
tubos polinicas deArabidopsis thaliana

Objetivo 2. Estudio del rol de las proteinasceptoras quinasas del tipo PEBK el
mantenimiento de la integridad de la pared celular duraniecescimiento delos tubos
poliniccs.

Objetivo 3.Estudio ycaracterizacion de los eventos rio debajo de las proteinas del tipo
PERK en tulspoliniccs.
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Abreviaturas mas utilizadas en esta tesis

35S:Promotor de origen viral extraido del Virus del Mosaico del Coliflor
AGCsfamilia de Ser/Thr quinasas que incluyen a las dependientes de cAMP, cGMP, entre otras.
ANX:quinasas de la familia CrRILK1

C&*cit: C&* citoplasmatico.
CADN:ADN copia.
cpYFPProteina fluorescente amarilla circularizada

CrRLK1LSefThr quinasas con dominio extracelular tipo malectina
EXTExtensina/motivo extensina.

GFP Proteina fluorescente amarilla

H>O»: Perdxido dehidrégena

LRXHibridos de extensinas con dominio rico en leucina
MGP:Medio de germinacion de polen
MP: Membrana plasmatica

Mutante de ADNT: Mutante generado por la insercién al azar de una secuencia de transposon

PC:Pared celular
PCRReaccion en aena de la polimerasa.

PERKsRoteinasreceptoras de tipo quinasa Ser/Thr, con un dominio extracelular tipo
extensina

RBOHR: Respiratory BurdDxidaseHomologueENADPH oxidasake plantas.
RE:Reticulo endoplasmico.

RLKsReceptores de tipo quinasa

ROSEspecies reactivas del oxigeno

ROI:(Region of intere3tRegion del tubo polinico seleccionada para realizar las mediciones de
fluorescencia

TM: Transmembrana.

WT: Plantade genotiposalvaje
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INTRODUCCION

Importancia del polen en la reproduccion sea

Las plantas con flores presentan un ciclo de \ddeplejo el cualalterna entre el
desarrollo de un organismo esporofiticddiploide) y una forma gametofitica haploide
multicelular muy reducidaEl gametofito masculinggrano de polen) en el estadimaduro
puedeser bi o tricelular una vez que es liberado de las antdtadaglantas corflor, el grano
de polencumpleun papelfundamentalen la fertilidad de la planta y, en consecuencia, en la
productividad de los cultivo@Borg et. al., 2009l gano de polengenera y traslada lados
células espermaticadacia el saco embrionariodonde tiene lugarla doble fecundacion
caracteristica de las plantas con flor. Ademas de su importancia intrinseca en la reproduccion
sexual, el linaje celular simpleey desarrollo orquestado del gametofito masculimadiante
una red de sefializacion autegulada,también representa urmicrocosmosde desarrollo
celular (Borg et. al., 2009). Esto hace que el polen sea un sistema atnaciinve excelente
herramientapara estudiar los procesos fundamengalrelacionados cora polaridad celular,
tales como ladinamica del citoesqueletoel trafico vesicular y reciclado de membrana
plasmaticagl control del ciclo celulata comunicacion célulgélula,la especificacion delar, y
de qué forma se integrariodos estos procesos.

Desarrollo del grano de polen

En las plantas con flor, la formacion del gametofito masculmmienzadentro de las
anteras, y consta de dos fases secuenciales: esparogénesis y microgametogésis
(revisado en McCormick, 2004 y Bagal,, 2009). En la&igura L se muestran de modo
esquematicauna flor deArabidopsisespecificando donde tiene lugar la microesporogénesis.
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Granode polen Tyho polinico

Estigma

Estilo

ﬂ Antera Microesporas (n)
Tejido \
tr;nsmisor S & Meiosis & a

—
@ &
Ovulo Microesporocito (2 n)

Figura 11 Detalle de una flor dérabidopsisy resumen de Is primeros eventos de la microesporogénesis
desarrollo del grano de polen comiendantro delas anterasdonde los microesporocitos (2n) o células madre de
la microespora sufren meiosis y dan origen a las microesporas (n), que luego de divisiotieasrg&neran los
granos de polen maduroModificado deKawashima y Berger, 2014.

Durante la microesporogénesis, las células madres de las microesporas diploides
experimentan una divisidbn meidtiggenerandatétradas de microesporas haploidéSgura 12.
Durante la meiosis cada tétrada queda rodeada de una pared de calosaidragspors
recién formada sonliberadasde la tétrada por accion denaenzima llamada calasa, secretada
por el tapete (tejido esporofitico correspondiente a la capa méarutritiva de los estambres)
(Luet al, 2014).El tapete se desintegra en estadios posteriores del desarrollo del pasn. L
microesporas liberadas aumentan de tamafio, se genera una Unica vacuola y el nucleo de cada
microespora migra a una posicidn perifériceontra la pared celular.Durante la
microesporogénesjsla microespora sufre una division celulanitética asimétrica conocida
como Mitosis del Polen | que da como productos una célula generativa pequefia, que
representa la linea germinal masculimanersa dentro del citoplasma de una célula vegetativa
de mayor tamafiolas dos células hijas resultantes albergan cada una un citoplasma distinto y
poseen perfilegpropios deexpresiongénicaque les confieren sus distintas estructuras y sus
diferentes destinoscelulares.La célula vegetativa no sufre mas divisionepogteriormente
originara eltubo polinico. Durante la maduracion del polen, la célula vegetativa acumula
reservas de carbohidratos y/o lipidos junto con transcriptos y proteinas que se requieeen pa
el crecimienb rapido del tubo polinico.
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La célula generativaufre una nueva divisiomitGtica, en este cas@imétrica, llamada
Mitosis del Polen Il, para producir dos células espermaticas genéticamente idénteasran
las encargadas de realidardoble fecundaciérEl momento en el que tiene lugar esta segunda
division mitética difiere en las distintas familias de plantas, en algunos casos tien@iegar
a la antesigGramineas y Crucifefadiberando al poletmaduroen estado tricelularoomo es el
caso deArabidopsis thaliana Aunquela mayoria de las especies liberahpolen en estado
bicelular y laviitosis del Polen tiene lugardurante la elongacién del tubo poliniccomo en el
caso deLilium longiflorum Por ultimo, lamaduraciondel polenculminacon la antesis y la
dehiscencia de las anteras, finalizando con la liberacion de los granos deppotéaimente
deshidratadogMcCormick, 2004

El grano de polen maduro tiene una cubieda pared celulaformada por dos capas,
una nterna denominada intina y otra externa, la exina. La intioalea completamenteal
grano de polery esta compuesta por celuloggpequefias cantidades de pectina y proteinas. La
exinarecubre a la intina@xcepto a nivel de las aperturas germinatipas las cualegmergera
el tubo polinicadurante la germinacion del grano de poléma exina esna capa gruesa y rigida
constituidapor un polimero altamente resistente llamado esporopoleniparo a la vez es
dindmica permitiendograndes cambios de volumen dante la dekidratacion del polen
maduro y la rehidratacion del granouna vezque se adhiere laestigma Ademas,en las
cavidades presentes en la exina pueden almacendigielos proteinas y compuestos
aromaticos que serian necesaripara las interacciogs con las células del estigr{tadlundet
al., 2004)

Microesporogénesis

Nucleo
haploide Microesporas
Calosa — @ J/ ,4{ '
f D D) () ¥ N\
Nucleg \ ./ » » e = » 7\ e/ [ »
diploide ) § ) \ & &
Meiosis | Meiosis Il Tétrada
Microesporocito
Nucleo de la v | NucI(—:ot. Célula Nucleo
; acuola vegetativo  generativa i
microespora Mitosis | Mitosis I vegetativo
/ / /\ 5 Células
> { (') \_’ ‘ ( v‘:.‘ espermaticas
Microespora Microespora Polen Polen
liberada polarizada bicelular tricelular

Microgametogénesis

Figura . Esquema del desarrollo del grano de polerAdabidopsis
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Crecimiento polarizado en células vegetales

Uno de los desafios més grandes para los bidlogos es entender la bioldgsggptintas
a nivel de una célula individual. Algunas células como los pelos radiculares y los tubos polinicos
han sidoincorporadascomo modelos excelentes para estudiar la expansion celular polarizada y
la biosintesis de pared celular. Este tipo de iocnéento celular polarizado se logra gracias a una
rapida secrecién de componentes de pared celular y membrana plasmatica y a la vez a un
aumento en la rigidez de la pared para soportar las fuelat@sales de turgencia. Desde el
punto de vista biolégicel crecimiato del tubo polinico es fundamentpara la polinizacion en
angiospermas (plantas con flor) gae los mismos transportan las gametassculinas en su
interior a través del estigma hadias ovulos. Aesar de la importancia de espeoceso, pao
se sabe de los mecanismos celulares y moleculares que controlan el crecimiento espacial y
temporal del tubo polinico (Cheung & Wu 2008

Crecimiento polarizado del tubo polinico

Cuando el grano de polen se adhiere al estigdebe hidratarse y esto aurre
Unicamente si la interaccion entre ambos es compatible. Luego de la hidratacién del grano de
polen comienzaa germinar por medio dein proceso de expansion celular polarizada @la
origen al tubo polinico el cualmerge del grano de polesmtravés @ las aperturas germinativas
(Figura 8 A). El tubo polinico penetra y crece a través del estilo transportando las células
espermaticas hacia el 6vulo donde ocurre la doble fecundaeidita cual una de las células
esperméaticas se fusiona con la célula Ymddando origen al embrién) la otra a la célula
central (generando el endospermg)igura 8 B).
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Figura B. A) Etapas de la recepcion del polen en el estigB@arepresenta un estigma tipico de una flor general y la
secuencia de eventos que ocurrkrego de la adhesion del grano de polémdaptado de Hiscock y Allen, 20@&3.
Crecimiento del tubo polinico y doble fecundacion. Luego de la germinacién del grano de polen comienza el
crecimiento del tubo polinico, el cual es guiado hacia el 6vulo doedeatlga las células esperméticas en una de

las sinérgidas. Aontinuacion.tiene lugar la doble fecundacion: una de las células espermaticas se fusiona con la
célula huevo dando origen hembrién) y la otra a la célula centrgieherando el endospermaModificado de

Twell, 2006.

Durante el crecimiento @ tubo polinicoel citoplasma esta polarizado gueden
distinguirse cuatro zonas estructuralmente distintag-igura #): la zona apicaltambién
denominada zona clara debido a la ausiende organelagjonde se observa gran cantidad de
vesiculas qugenerardn mas membrana y que adent@nsportan material para la sintesis de
la pared celularla zana subapical rica en organejda zonanuclear donde se encuentran las
células espermaticas y el nacleo g&givo; y la zona vacuolar que contiene una gran vacuola
gue aumenta su tamafio a medida que crece el tubo polinico, confonasi al citoplasmhbacia
la parte apical del tubo. Estas cuatro zonas conforman el area que esta en activo crecimiento en
el tubo polinico, separada de las partes distadle$ mismomediante tapones de calosa que se
van formando justo por detras de la zona vacuolar.

16



Zona Zona . Zona
vacuolar nuclear Zonasubapical ] H* apical
\ .
B = / (N
0
e 0y —.
\ S, "
V — ./ N :
T B —— Ay
—_— .
) = 0 . 0"
° ~ \ .
° T~
/
v
— — o<
> Actina Pectina esterificada Calosa
® Vesiculas mmm pectina de®sterificada Ca2+

Figurald. Esquema de tubo polinico en crecimiento. Se indican: CE, células esperméticas; NV, nucleo @e la célul
vegetativa; RE, reticulo endoplasmatico; Tréns-Golgi; Et, endosoma temprano; ER, endosoma de reciclado; ET,
endosomatardio; VC, vesicula recubierta de clatrina. Se muestran filamentos axiales largos delaxdasarpjas

con flecha} excluidos dda zona apical, la franja de microfilamentos gruesos de actina en forma de anillo en la
zona subapical, y una poblaciéon de microfilamentos de actina finos y cortos en la zona apical o zona clara. Las

diferentes estructuras celulares no estan en escala

H citoesqueleto de actina es el responsable del mantenimiento de la organizacion
citoplasmética descripta.nEdichas zonas lactinaesta organizada en estructuras diferentes,
cada una de ellas fundamentalpara el trafico de vesiculas y el crecimientodireccionaldel
tubo polinico(Cheung y Wu, 200&/idali,et al. 200J). La corriente citoplamatica transportdas
organelas y vesiculadesde la zona subapical hacia la regépical alli las vesiclas son
liberadas de los cablege actinay son capturads por la franja de actingue forma un anillo en
el apice del tubo polinicd.a franja de actina junto con losicrofilamentos en la zona apical,
orientan el trafico vesicular hacia la membrana plasmatica apicatrdglimiento del tubo
polinicoestd sustntado por la exocitosis de las vesiculas ya que estas transportan material
para la pared celular, asi como también las enzimas necesarias para modificar los componentes
de la pared, proteinas regulatorias y de sefializacion (Heplat, 2001; Guaret al., 2013). El
material exocitado superariag cantidades requeridas para el crecimiento del tyiadinico
(Cheung y Wu, 2008),0p lo tanto, la exocitosis esta equilibrada por los mecanismos de
endocitosis De esta forma, sénternalizariael exceso de mebrana plasmatica y de los
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componentesde la pared celulaasociads para coorthar el crecimiento en el apiagdel tubo
polinico (Hepleet al., 2001)(Figura #).

Los tubos polinicosrecen extremadamente rapido pudiendo alcanzar velocidades de
hasta2,8>m/segen maiz 5,3> Y K Y A Wrablgpsisy 0,2-0,3> Y k &6 Hio) (Barnabas y
Fridvalszky, 1984Nilhelmi y Preussl996 Chenet al. 2002; Hwangt al. 2005).EIl crecimiento
del tubo polinico tiene un comportamiento oscilatoffeigura b) y esta direchmente regulado
por un gradientecitoplasmaticoapical deiones calcioC&*ci) asi como el piy ROS (Reactive
Oxygen Species)os cualesoscilan con el mismo periodo, pero diferente fase que la del
crecimiento (Lee yYang, 2008)Figura b). Ademas deesta complejasefializacion ionicael
crecimiento también es mantenido graciasuna dindmica estructura de actitigbulina y
eventos de trafico intracelular intensivos junto con una sintesis y remodelacion de
componentes de pared celular (Krichevghyal., 2007 Monhausen y Gilroy, 200Gwanson y
Gilroy, 2010.

Tasade crecimiento
— (3"
— pHyROS
Integridad de la pared celular?

¢ Rigidizacion de la pared celular

v v v v

]

Figura 5. Control del crecimiento polarizado. La tasa de crecimiento de los tubos polinicos oscila con el mismo
periodo que la concentracién de calcio en el citoplas@a&*4;), el pHintracelular y apoplastico, y las especies
reactivas de oxigeno en el espacio extraceluRD$app El corrimiento en la fase de las oscilaciones es debido a
gue la expansion de la pared celular causa el estiramiento de la membrana plasmatica, lo qaeaptiear los
canales de calcio sensibles a estiramiento (como MCA1) que permitirian la entradd*.dElGamento en la
concentracion deC&*i a su vez disminuye la tasa de crecimiento al regular negativamente a las ATPasas de
protones (H-ATPasas) wctivando a los canales transportadores de protones. Como consecuencia el apoplasto
presenta un pH alcalino el cual inhibiria la actividad de las enzimas que promueven la flexibilizacion de la pared
(expansinas) y activaria a las enzimas que consolidaardal celular (como las que esterifican las pectinas, PME).
Por otro lado, el aumento d€&*: incrementa la produccién de ROS mediante la activacion déNAd3PH
oxidasasTodo esto conduciria a la rigidizacion de la pared celular como resultadgepgple, delcrosslinkingle
extensinas. Adaptado de Swanson y Gilroy, 2010.
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La entrada de ione€&*ocurre en el apice del tubo polinicbigura 14y se genera un
gradienteintracelular donde la concentracion @#*es maximaen el apicegentre 2y 10> @)y
va disminuyendo hacia la base del tubo polinico, donde alcanza una concentracién>da 0,2
(Reinhorst y Kudla, 2013El mantenimiento del gradiente citosélico @* es fundamental
para sostener el crecimiento polarizado del tubo polinico, portdoto, deben existir
mecanismos que regulen dicho gradiente. Los principales reguladores son los can@#s de
gue se localizan en la membrana plasmaftieeganoet al., 2009; Micharcet al., 2017) Enlas
plantasse han caracterizadoanalesque permitenel ingreso deC&* al citoplasma entre los
gue se encuentran los canales dependientes de nucleétidos ciclicos CN@gales
semejantes al receptor de glutamato (GLRs) y canales activados por estirarSiaats)

De los veintgenesCNGCsaracterizads en plantasCNSC7, CNGCBCNGC1§ CNGC18
se expresan en polen (Kaplanhal.,, 2007). CNGC18 se localiza en la membrana subapical y su
disrupcion causa defectos en el crecimiento del tubo polinico (Frietsah, 2007 Gaoet al.,
2016); la mutante knockout cngcZngc8presenta defectos en la fertilidad masculifgune
Ozdemiret al., 2013. Eh animales, los GLRs son canales ionicos activados por ligamiogl
aminoacido Bserina (BSer) (Dingledinet al., 1999).Ha sido demostrada la presencia deRSL
en polen(Pinaet al., 2005; Boclet al., 2006;Michard et al., 2011)que facilitarian la entrada
C&* para mantener sradiente Se ha demostrado que tubos polinicos creciendo en pistilos
sin Dserina se deformarffenotipo similar alobservado en la mtante knockoutpara el gen
GLR1.2le Arabidopsi} sugiriendo que laBerina del pistilo ayuda a guiar a los tubos polinicos
a su destino final durante la reproduccion sex{Michardet al., 201). EnArabidopsisse han
identificado dos genes que codifin SACstales comoMCAly MCA2(Nakagawaet al., 2007) y
MSL8(Hamiltonet al., 2015) Se demostrdue la proteinaViCA1 promueve el influjo de €a
después de la estimulacion mecénica y es critica para el crecimiento de la raiz de la planta.
MSL8 se gresa especificamente en polgnesrequerido para la integridad celular durante la
germinacion y el crecimientdel tubo polinico(Hamiltonet al.,2015) La proteina MSU&era
osmolitos en respuesta los cambios en la tensién de la membrana asociacos la
hidratacion y germinacion del polelurante la germinacién del poleRmSL8 mantiene el
potencialosmaotico dptimonecesario para impulsar dicho proceso (Hamikorl.,2015)

H gradiente deC&* en el apicedel tubono es estatico sino oscilaior por lo tanto,
deben existir mecanismos que permitan dasipacion dedicho gradiente EIC&*puede ser
removido mediante ATPasas autmhibidas por CH (ACA) localizadas en la membrana
plasmatica del tubo polinicdales comoACA9)o puede ser secistrado medianteATPasas
localizadas en el reticulo endoplasmatigmon ejemplo, ACA2 o la vacuola (ACA4jjue
desempefian un papel importante en el movimiento de*@a contra de su gradiente de
concentracion Bocket al., 2006;lwanoet al., 2009; Steinbrst y Kudla, 2013).

El crecimiento del tubo polinico estégulado,ademaspor un gradiente de pH-gijéet
al., 1999 Michardet al., 2008, observandose un phtasacido en el apice del tub@lrededor
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de 6,8)y un pHmasalcalino en la zona subapidakrcano a 7,5) generando una banda alcalina
intracelular Esto se debe a que el ingreso deokelurre en el apice y el eflujo en los laterales del
tubo polinico a través de lasHATPasas (AHA) (Lagtcal., 2014).

Componentes moleculares que regulandapansion polarizada en tubos polinicos

Como se mencion6 anteriormentes tubos polinicosutilizan las especieeactivas de
oxigeno(RO$y el Ca*i: como moléculas sefiahdorasdurante elcrecimiento y desarrollo.
Estudios previos han demostradpie la generacion de ROS promueve el influjo dé*&la
citoplasma y quea su vez, el aumento d€&*; estimula la produccién de RQBoisson
Dernier et al, 2013) Recientemente han sido descriptas en tubo ipiclo dos proteinas
receptoras de tipo quinasale la familia CrRLKpor Catharanthus roseuRLK1like), ANXUR1
(ANX1) y ANXUR2 (ANX2). Las proteinas de esta fpogkan un dominio extracelular tipo
malectina, un dominio transmembrana y un dominio quinasanal/treonina citoplasmatico
(Lindner etal., 2012; Wolf y Hofte, 2014ANX1 y ANXBegularian la produccion de ROS, la
homeostasis de Cay la exocitosis, conectando los eventos a nivel de la pared celular con la
maquinaria presente en el citoplasma durante el crecimiento polariiktpura 6) (Boisson
Dernieret al, 2013). En dicho estudio demostraron que la sobreexpresion de ANX1 y ANX2
ocasionaba un marcado aumento en la exocitosis, generando un aumento en la deposicion de
membrana plasmatica y material de la pared celular. Las NADPBsasidon proteinas de
membrana que producen radicales superoxi@@ ) en el apoplasto, el cual es dismutado
(enzimaticamente o no) a2 B» que puede difundir libremente hacia el citoplasma. Se ha
demostrado que las proteinas ANX1/2 actuarian rio arribalade dos NADPH oxidasas
especificas de tubo polinico, RBOHH y RB@6lIJRespiratory Burst Oxidase Homologue
NADPH oxidasas de plantab)ediante el empleo deensores de ROS y & due demostrado
gue ambasRBOH producen 28, en el apice del tubo polim¢ y esto mantiene estable el
gradiente de concentracion de €aesencial para el crecimiento del tubo polini@pisson
Dernieret al, 2013;Lassiget al., 2014;Kayaet al., 2019.
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Figura 6. Modelo propuesto para la integracion de los compates moleculares queegulan el crecimiento
polarizado La extensién de la pared provoca el estiramiento de la membrana plasmaética y el flujo>de Ca
posiblementea través de un canal de €activado por estiramiento relacionado con MCAMSLSE| aunento de

la concentracion de C&i, a su vezenlenteceel crecimiento al regular negativamente AHA y aumentata
entrada deH*. Ademas, el aumento de los niveles@&.i causa la produccién de ROS a través de la activacion de
lasNADPH oxidasd&®BOH y RBOHlLas RO8onducen al fortalecimiento de la parethvoreciendo etrosslinking

de ciertos componentes de la pared celular y a su vez, mantiengradiente de Ca Dicho gradientesustentala
secrecion de material hacia el 4pice evitando la mixdie integridad de la pared celular durante la elongacion de
los tubos polinicod.asproteinasANX regulariatambiéna las RBOHH y RBOHJ, para producir R@@ficado de
Wolf y Hofte, 2012.

Otros reguladores fundamentales del crecimiento polarizdddos tubos polinicos son
las proteinas GTPasa®ROP(por Rho of Planfs Las proteinas ROP alternan entre un estado
activo (union a GTP) y un estado inactivo (unién a GEa®glizado por las ROPGEFs (ROP
Guaninenucleotide Exchange FactorffuncionandoO2 Y2 G A Yy 4 SNNMzLIG 2 NBa Y3
interactian de forma transitoria con otras proteinas desencadenando ciclos de
activacion/inhibicion de las cascadas de sefalizacion (revisado en Feiguladar?018) Las
proteinas ROP estan involucradas en la @gah de la dinamica de los filamentos de actina y
los microtubulos Bashlineet al., 2014; Hamada, 2014; HerRidillaet al., 2013, la endocitosis
y exocitosis, la activacion de las NADPH oxidasas y en la sefalizacion intracelular mediada por
guinasasDebido a la regulacién sobre la actina, el trafico vesicular, la producciéon de ROS y la
fosforilacion de proteinas, las ROP son controladores centrales del crecimiento déhgawa
et al., 2010; Blocly Yalovsky, 201)3EnArabidopsisido demostradel péptido LURE(péptido
secretado por las células sinérgigasa guiar al tubo polinico hacia el 6vulPalanivelwet al.,
2006; Higashiyama y Takeuchi, 2Q1activa al receptor quinasaspecifico de polefPRK6
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ubicado en el apice del tubo polinico, qaeu vez interactuaria con las proteinas ROPGEFs que
activan a las ROP especificas de polen (ROP1(ZHgng y McCormick2007; Takeuchi y
Higashima,2016) La activacion de ROP1 estd asociada con la regulacion del ensamblado y
desensamblado de la actirf@uet al., 2005; Zhotet al., 2015) Dicha regulacién estd mediada

por las proteinas RIor RORnteracting CRIB motidontainingproteing que interactdan con
ROPRIC3 actia cuando los niveles dé*€an elevados favoreciendo la despolimerizacién de
actina mientras que RIC4 esta implicada manera positiveen la polimerizacion de actina.
Mediante su funcion antagonica las proteinas RIC, como efectores de ROP, controlan la
dinamica del citoesqueleto de acting por ende, participan en la regulaciérspacial y
temporal de la secrecion vesicular en el apice del tubo polinico.

Caracteristicas y dindmica de la pared celular durante el crecimiento polarizado del tubo
polinico

Lapared celular de las células vegetales pusdportar grandes presiones dergencia,
lo cual les sirve para focalizar el crecimiento en ciertas direcciones. Para facilitar dicho
crecimiento polarizado, la pared celular tiene quenailarcambios estructurales muy grandes.
La estructura de la pared celular debe ser flexible pacdifar laexpansionpero a la vez fuerte
para soportar las presiones de turgendtepleret al., 2013.

La pared celulaestd compuesta por polisacaridos como la celulosa, hemicelulosa y
pectinas junto con glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HiRERura 7). En este entramado
flexible las microfibrillas de celulosa estan interconectadas con cadenas de xiloglucanos vy
posiblemente con pectinas (Diflerezet al., 2011). Las pectinastéa entrecruzadaentre si
por Ca?y ésteres de apiosiborato.

Las HRGPs forman hasta un 10 % (en peso seco) de la pared celular \egetal.
modificacion postraduccional mas comun en |&#RGPs e hidroxilacion de los residuos de
prolina en 4hidroxiprolina (4Hyp) por la accién de las prolilidroxilasas®P4Hs). La conversion
de Pro en Hyp en la via secretoria modifica la conformacion proteica y provee de grupos
hidroxilos reactivos hacia modificaciones posteriores cont@-ggicosilacionLas glicoproteinas
HRGPs de tipo extensinas (EXTs) forman una rednadde interconectada por uniones
covalentes que involucran a tirosinas (Carpita & Gibeaut 1993; Cosgrove 2004; Soetealille
2005; Cannomrt al. 2008). Esta arquitectura de la pared celular se va modificando en respuesta
a la presion de turgencia y amhbios en el pH, el cual contribuye a la expansion celular
(Cosgrove, 1993; Refrégier al., 2004).Las EXD-glicosiladas que son secretadas en la pared
celular podrian formar una red covalente ordenada (Brathyal., 1998; Heldet al., 2004;
Cannonet al.,, 2008). Se ha propuesto que la red de EXT cargadas positivamente reaccionaria
con pectinas acidas para formar agregados de-e¢finas, que funcionarian como moldes
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para la sintesis de nueva pared celular (Caretaal., 2008; Valentiret al., 2010).

En la pared celular ddas células vegetaledas estructuras predominantes son las
microfibrillas de celulosa, que envolverian a las célulagstarian entrecruzadas por
polisacaridos de simple cadena, como los xiloglucanos, y posiblemente las péoinokderez
et al., 201). La celulosa se encuentra en forma de fibrillas largas no camhéfs, compuestas
L2 NJ Ol R S-{,4glucosk $inidas por puentes de hidrogeno. Las hemicelulosas son
polisacaridos ramificados con esqueletos de azlcares neutros que pueden formar puentes de
hidrégeno con la superficie de las fibrillas de celulosa. Letinpsque predominan en la pared
celular son: el homogalacturonano, el Rhamnogalacturonano | y el Rhamnogalacturohano 1.
LISOGAYIl Yta aAyYLi S Sa St K2Y23Ffl O0dzNRBFIy2 0
acido galacturénico. El rhamgalacturonam | (RGI) tiene un esqueleto coogsto por
repeticiones del disacaridod m hn eD-acilo galacturénic@® m Iy e-rhamhnosa con
decoraciones de cadenas laterales de arabinanos y galact&mosambio el esqueleto del
Rhamnogalacturonano ([RGll)estd compuesi por hasta 8 unidades dé m hn-D-acidio
galacturonico Las cadenas laterales del RGII contienen una serie de azlUcares poco comunes,
entre los que se encuentran laapiosa (Api),-&cido acérico(3-Gcarboxis-desoxiH-xilosa,

AceA), 20-metil Ifucosa (2Me-Fuc), 20-metil d-xilosa (2MeXil), tgalactosa (Gal), 4cido 2
ceto-3-desoxi-d-lixo-heptulosaico (Dha) y acido 2eto-3-desoxid-manoc-octuloséico (Kdo)

0 h Qbed Amlf 2004) El RGI actuaria de andamiaje para las otras pectinas, como el
rhamnagalaturonano Il y HGquese unirian covalentemente como cadenas latergléacken

et al, 2003. Las pectinas estan entrecruzadas entre si por puentes ée(&dre los grupos
carboxilo de la cadenas HG) y ésteres de apibsilato (en las moléculas RGII).dsstlos tipos

de modificaciones refuerzan a la pared celulas microfibrillas de celulosan sintetizadas en

la membrana plasmatica pdas celulosas sintasasCESA(Paredezet al., 2006; Wightman y
Turner, 2010)Se ha sugeridque la union de la hemicelulosa a la superficie de las microfibrillas
de celulosa mediante puentes de hidrégeno seria una de las causas para el ensamblado de la
estructura de la pared celul§&omervilleet al., 2009.
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Figura I7. Estructura general de la pared celular en células vegetilledelo a escala de los polisacaridos en una
célula de hoja dé\. thaliana(adaptado deSomervilleet al.,, 2009. XG: xiloglucan RG: Ramnagalacturonano; HG:
homogalacturonanos. Hemicelulosa: XG; Pectinas: RGI, RGIl y HG.

La paed celular deds tubos polinicos tiene algunas diferencias respecto de las del resto
de las células vegetales. Una de ellas es que el principal componente es lawalo$d133)
glucano, mientras que la celulosa es menos abundante. La calosa se lnegi@@anente en la
pared interna y esta ausente en el apice de los tubos polinicoé.dialiang Nicotiana
tabacum y Lilium longiflorum(Krichevskyet al., 2007; Caet al., 2011 Dardelleet al., 201Q
(Figura 8). Ademas, durante el crecimiento del tulpmlinico se van formando tapones de
calosa a intervalos regular@santeniendo el contenido citoplasmético hacia la zona apical del
tubo, separando la parte en activo crecimiento (viable) de aquella en degeneracién. La celulosa
esta presente a lo largo deda la pared celulaformando una capa muy delgada, inclusive en
el apice.En un estudio realizado en tubos polinicosTagenia fournier(Wu et al., 2008) se
observo que las microfribrillas de celulosa eranasnabundantes en la zona del épide
aguelles tubos que crecian mas lentamente, lo que sugiere que existe una relacion entre la
velocidad de crecimiento y el contenido de celulosa durante la elongacién de los tubos
polinicos.Las pectinas sosintetizadas en el aparato deolgi en su forma esterifida por la
accion de lagpectin metiltransferasas (PMTS) son transportadas hacia el apice del tubo
polinicq donde ®n secretadas hacia la pared celulanel apoplasto las pectin metilesterasas
(PME)remueven los grupos metilo, modificando el patron metilacion de las pectinas. Esto
conduce a un cambio en las caracteristicas funcionales de las pectinas aumentando su afinidad
por el calcioy disminuyendo la accesibilidad a las hidrolasas de la pared. Las pectinas
desesterificadas entrecruzadas mediafteé* dan rigidez a la pared celulaspecialmente en la
parte posterior del tubppor lo tanto, la pared en el pice del tubo polinico es mas flexible que
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en la zona subapical y posterior del tubo polinico (gradiente de esterificacién representado en
la Hgura B).

Pectinas Reciclaje de

Pectinas Pectinas entrecruzadas microfibrillas
metilesterificadas  no esterificadas por Ca* de celulosa

Iniciacion de la Deposicion de Deposicion de Depositos de Engrosamiento
sintesis de microfibrillas de  microfibrillas enla  calosa en la de la pared
microfibrillas de  celulosa y celulosas  superficie de pared interna interna de calosa

celulosa sintasas la pared

Figura 8. Esquematizacion deproceso de ensamblado y estructura de la pared celular de un tubo polinico de
Arabidopsis thaliana_as pectinasltamente esterificadas son sintetizadas en el aparato de Golgi y transportadas a

la pared celwr ubicandose en la zona apical. Laedterificacion de las pectinas comienza en la curvatura de la
zona apical, generando un gradierga lametilaciénde las pectinas (verde claro a verde oscuro en el esquema)
desde el dpice hacia la parte posterior tgbo. Las microfibrillas de celulosa (lineas rojas) son depositadas en la
pared junto con las celulosas sintasas. El contenido de celulosa disminuye hacia la zona distal del tubo polinico, lo
que sugiere que puede existir un reciclaja endocitosis deds microfibrillas. La calosa (gris) es sintetizada en la
membrana plasmatica, y esta presente so6lo a partir de la region distal a partir de donde comienza a aumentar su
abundancia. (Adaptado de Cheétial., 2012)
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Ejemplos de expansion celular ocurren kas fibras del algodon, pelos radiculares e
hipdcotilos crecidos en oscuridad como respuesta al sombreado. Por lo tanto, el conocimiento
acerca de las distintas interacciones entre los componentes de la pared celular y de que forma
la célulasens dondey cuando hay que sintetizar y modificar dichos componentes es
realmente crucial para entender como se produce la expansion celular vegetal.

Control delaintegridad de la pared celular durante el crecimiento polarizado

La pared celular de las plantegma una matriz extracelulatompuesta por glicanos y
proteinas que brindan estructura a las células. integridad de la pared kegar depende
principalmente del correcto auto ensamblado sles componentes individuales.darganismos
mutantes con defectosen los glicosaminoglicanos, proteoglicanos o colagenos ricos en
hidroxiprolina son a menudo letales en animales (Buehler, 2006). Del mismo modagsalgu
defectos en la matriz extracelulde las plantas (Cannaat al, 2008; Velasquezt al, 2011) y las
algas verdes emparentadas (Keskiattoal 2007) se relacionan con las glicoproteinas ricas en
hidroxiprolina (HRGPs) como kestensinas (EXTs) kisién actual de la pared o#&r sugiere
gue es una estructura dindmica, que existe como un continuo con tabmama plasmatica. La
expansion celular en plantas involucra la flexibilizacién de la pared, la deposicién de material
nuevo y la subsecuente rigidizacion. Este proceso asinente controlado para permitir el
mantenimiento de lantegridadde la pared elular y lacoordinaciondurante el desarrdb de la
planta.

Elsensado complejo de las sefiales ambientales y de anormalidades en la pared celular
requiere para un correcto desarrollaje componentes de sefalizaciébn de respuesta rapida
entre la pared cellar y el interior de la céluléRingli, 2010b). En este sentido las plantas han
desarrollado una diversidad de proteinas complejas con distintos dominios extracelyleres
pueden constituirse en potenciales transductores de las sefiales provenientepaethhacia
el citoplasma(Figura 9). Los receptores de tipo quinasa (RLKs) constan de 600 miembros, la
mayoria de ellos con localizacién en la membrana plasmatica y cuya funcién es mediar la
sefalizaciordesde el espacio extracelular hacia el citoplagnednicleoUna de las familias de
potencialessensoresmas estudiadas eArabidopsisorresponde adswall-associated kinases
(WAKSs) que contienen un dominioquinasa serina/treoninaitoplasmatico y urdominio N-
terminal con repeticiones de tipo EGfagtor de crecimiento epidérmicagsociado a la pared
celular (Kohorn & Kohorn, 2012l dominio extracelular de lag/AKses capazde unirse
fuertemente a pectinasentrecruzadas por C3 por lo que intervendrian en la regulacién de la
expansion celulaa través delsensado de la red de pectinaBentro de la superfamilia de
receptores tipo quinasaambién se encuentran la€atharanthus roseuRLHK-like (CrRLK1L).

Una de lagnas estudiados de esta familia es FERONIA ¢alz&RExpresion es ubicua en toda |
planta(excepto en poleny participa endiversos procesodependiendo del tejido u érgano en
gue se expresaPor ejemplodurante la fertilizaciorFERse expresa en células sinérgidas del
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gametofito femenino einterviene en la comunicacion entre el oGwuly el tubo polinico
promoviendo la ruptura y descarga del contenido del tubo polinico en el évulo. FER reconoceria
a través de su dominio extracelulama ligandoproveniente del polery desencadenaria una
cascada de sefalizacidracialas célulss sinérgdas. Debido a las caracteristicas del dominio
extracelular es probable que dichos ligandos contengan polisacaridos en su estructura,
pudiendo ser productos de la degradacion de la pared celular o secrecion de glicoproteinas
desde el tubo polinico.El domnio intracelular de FER interactiaon los factores
intercambiadores de nucle6tidos de guanina (ROBEFs)que estimulan el intercambio
GDP/GTP en las RAC/ROPs (Rho GTPasas de plantas) y las-ayinze®).(

Arabidopsis thaliana

15%-30°%0 15%—-20% 25%-35% 10%-15% <1%
Hemicelulosa Pectina Proteina

~
~

~ » Expansion celular
Sintesis de pared celular

Figura 9. Vias de control di integridad de la pared celulan A. thaliana La alteracion de la estructura de la PC

es percibida por varios tipos densores localizados en la membrana plasmatica: la deformacion de la membrana
inducida por estrés mecanico puede ser detectada @orates de calcio activados por estiramiento (MCA1) pero
también por una variedad de receptores que puedensar los diferentes componentes de la PCAEabidopsis
existen varias familias de receptores de tipo quinasa que poddasar la integridad dealPC: la familia CrRLK1
(que incluye FER) y las quinasas asociadas a la pared unidas a pectina (WWdtgihes quinasa con dominio
extracelular tipo lectinallecRLKy las proteinas quinasa con dominios extracelulares de tipo extensina (PERK).
CESA, dulosa sintasa; GSL, glucano sintd@; pared celulaROS, especies reactivas de oxigeno. Adaptado de
Wolfet al.,, 2012.
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Los receptores quinasa de tipo lectina¢RLIS) poseen un dominio extracelular de tipo
lectina, un dominio transmembrana y unmoio quinasa serina/treoninaitoplasmatico.Las
LecRLKsconstituyen otro grupo de proteinague podrian actuar integrando las sefiales
extracelulares hacia el interior celujarctuando durante diferentes procesos como tolerancia a
estrés bidtico y abidto, sefalizacion mediada por hormonas y en la division cellgar
subfamilia de RLKs mas extensa es la de las proteinas quinasas con repeticiones ricas en leucina
(LRRRLK) representada por al menos 220 miembros Arabidopsis(Shpak, 2013)Estas
guinasas contienen hasta 30 repeticiones del motive LRR en su dominio extra¢Shilay
Bleecker, 200} el cual es capaz dsensar diversos ligandos como pequefias moléculas,
péptidos y proteinagBojaret al., 2014. Lasprincipalesfuncionesen queparticipanlas LRFRLK
son la defensarénte a patégenos y durante el desarroflduet al., 2016)

Existe un grupo de proteinas presentes en la superficie celular que podrian intervenir en
el sensado de la integridad de la paredn la sefalizacion y en laestructuracion del
citoesqieleto. La caracteristica comun queomparten dichas proteinas es la presencia de
motivos de tipo extensinéEXT) (Velasquet al., 2012)(Figura 10).

. N-terminal
. motivo EXT I

Motivos de crosslinking

Motivos EXT conservados

Figura 10. Esquema de una extensina tipica. Se observamtms/os EXT clasicos: los motivos-Bexzs)pueden
serO-glicosilados luego de la accién de las preliidroxilasas; los motivos dgosslinkingrVY aparecen contiguos
a los motivos d@-glicosilacion.
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El motivo extensina puede definirse como unawsncia corta SelPro zs) presente dos
0 mas veces en la secuengpiateica En el genoma dArabidopsis thalian&ay codificadas 42
proteinas que contienen motivos Sero 3s), consideradas extensinas (EXT) ya que la mayoria
de ellas contiene el motivde crosslinkingYVY contiguo al motivo extensina (Showadteal.,
2010) (Figura 10). El crosslinkingde las EXT es catalizado por peroxidasas apoplasticas
(Schnabelraucket al., 1996; Jacksoet al, 2001); las EXdlasi@s forman una red glicoptéica
en la pared celular que posiblemente interactla camdd de pectinas cargadas posamente
(Valentinet al., 2010).La relevancia de la red glicoprotéica basada en EXT ha sido reportada en
numerosos procesos bioldégicos como la expansion polarizadaetbs radicales (EXJG10g
13) (Velasqueet al,, 2011), en tubos polinicos (EXT18) (Choudkai., 2015) y durante el
desarrollo de los embriones (EXT3) (Hall y Cannon, 2002; Canalgr2008).

Dentro de las proteinas de la superficie celular owtivos extensina se encuentran las
forminas (con dominio de wunion a microtdbulos), las PERK (con dominio quinasa
citoplasmaético), los hibridos de extensinas como-ERRI(RXcon dominio rico en leucina) e
hibridos de arabinogalactanos AGRT (HAE}gQura [L1). EnArabidopsishay 11 forminas en
el Grupo | (AtFH11) de un total de 21 formas codificadaslLas forminas del Grupo | son
proteinas multidominio con un péptido sefial (excepto AtFH7), un domiti@riinal variable,
un dominio rico en prolin@on motivos SePro (25), un dominio de homologia de formina
(FH1), y un dominio de actividad (FKBprasset al., 2015). Las formina no contienen motivos
de crosslinkingde Tyr comdos queestan presentes en ehotivo EXT clasic@Figura 11). El
dominio FHZeriasuficiente paranuclearactina, mientras que el dominio FH1 interactta con la
profilinay potencia laactividad de FH2Z.a mayoria de las frominas del grupo | interactian con
los microfilamentos de actina (AtFH1, AtEA8-H6, y AtFHS8), emtras que AtFH4 también se
une a microtubulogCheung and Wu, 2004; Ingowtal., 2005; Deeketal., 201Q. Ha sido
propuesto quelas forminas que presentan un dominio extracelular de tipo extensina podrian
mediar la conexion de los componentes debegtqueleteamembrana plasmaticpared celulay
y que intervendrian en procesos como la divisién celular y el crecimiento polaiZadang
and Wu, 2004; Ingoufét al.,, 2005; Yetal., 2005; Vidalietal., 2009; Deek=t al., 2010) Las
extensinacon domnio rico en leucina (LRX) son proteinas que contienen un dominiqdd®R
Leucine Rich Repeail)-terminal conservado y un dominitipo extensina @erminal con
motivos repetitivos SePro (35) posiblemente implicados esl crosslinkingde componentes
dela pared celulafBorasskt al., 2015)(Figura 11). EI dominio LRR esté altamente conservado
en monocotiledéneas y dicotiledoneas y potencialmente implicado en el reconocimiento y
union de ligandos. Hay 11 miembros de LRXAmbidopsis thalianaeparade en dos grandes
clados: LRXILRX7 perteecientesal clado vegetativo y LRX&X11 (originalmente conocido
como PEXPEX4) al clado reproductiyRingli, 2010; Baumberget al., 2003) Recientemente
Sedeet al. (2018)demostraron que la triple mutantex9-2 Irx101 Irx1t1 presenta defectos en
el ensamblado de la pared celular, con una alta acumulacion de calosa y pectina, resultando en
la formacion de tubos polinicos anormales que desarrollan protuberancias y luego explotan.

Estos resultados indican qu@s LRXs son necesarias para el desarrollo apropiado de la pared
29



celular(Sedeet al., 2018). Con respecto dos hibridos AGREXT (HAE), cada proteina contiene
motivos tanto AGP como EXT en la misma protékigura 11). Los AGP son proteinas
apoplasticas fuertemente O-glicosiladas con hasta 95% de glucanos compuestos
principalmente de arabinosa y galactosa (Higzl., 2014). Solo hay cuatro proteinas HAE en
ArabidopsigShowalteret al., 2010): HAE1 tiene un dominio inhibidor de pectina metil estar
(PMEI) y HAE4 tiene un dominio de transferencia de lipidos, mientras que-HAEER2
contienen dominios con funciones desconocidas.

Dominios/ motivos  A. thaliana

I Ser-(Pro); g

EXTENSINAsI‘I -I l -I -I I I 'I i Tyr-Val-Tyr 42 proteinas

I Dominio rico en Leu

wrexrs HEHHHHHREER  Brecosera 1 proteinas

Hibridos de I Dominio rico en Cys
EXTs
HAE SP/AP (motivo AGP)
(AGP-EXT) I AGP 4 proteinas
PMEI o Transferencia
de lipidos
PERKs l—I—F TM I Ser/Thr quinasa 15 proteinas
FE)CFliaI:glé\l@ S I-I-I-I ™ FH2 Forminal 11 proteinas
I Formina2

Figura 11. Proteinas de la superficie celular que contienen motivos extensimaotivo extensina (Sétross) esta

presente en varias proteinas: las extensinas clasicas (EXT), los hibridos de extensinas, las PERKs y las forminas; pero
s6lo las EXT y las RRT poseen la secuencia de crosslinking YVY. Se muestra ademas la organizacion de los
dominios y motivos, y eliimero de proteinas codificadas éwabidopsis thalianaTM= dominio transmembrana.

(Borasset al., 2015)

Como se menciond anteriormente este grupo de proteinas de superficie celular incluye
a la familia PERKpor Prolinerich Extensidike Receptor Kirses) representada porl5
miembrosen el genoma dérabidopsi{PERK-5) (Silva y Goring, 2002)as proteinas PEREN
receptores de tipo quinasa Ser/Thr, con un dominio transmembrana y un dominio extracelular
tipo extensina rico en prolindJsando una bsgueda InParanoid (Sonnhammer y Ostlund, 2015)
de los ortdlogos dd’ERK, se encontraon ortdlogos putativos en al menos 12 especies de
plantas(Anexo J), incluyerdo 4 monocotiledoneas, de los cualeda8ifueron encontrados en
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Oryza sativay 2 enHordeumvulgare,8 eudicotas incluyendo Bcien Solanum tuberosum 19

en Brassica rapalo que sugiere que la familia PERK esta bien conservada en angiospermas
(Florentino et al., 2006). Todas lasPERK muestran una estructura génica similar con alta
variabildad en los primeros 2 exones, lo que explica las diferencias de longitud de los dominios
extracelulares, con excepcion RERK que es codificada por un solo exdon. Considerando el
alineamiento de los dominios citoplasmaticos y la localizacion, Silva yngG@2D02)
propusieron que la®ERK provienen de eventos de duplicacion. Mientras que la longitud de
los dominios extracelulares varia considerablemente, la filogenia del dominio quinasa muestra
un alto grado de similitud, como es esperaplgra proteinascon actividad quinaséSilva y
Goring, 2002; Nakhamchiek al., 2004).

En laTabla 1se resumen los patrones de expresion y las funciones de los miembros de
la familia de genes PERK ya caracterizaBbprimer miembro caracterizado fue BnPERK1
(ortélogo putativo de PERK de Arabidopsi¥ en Brassica napysel cual se expresa en toda la
planta y es inducido por dafio (Silva y Goring, 20&2)analisis de las fusiones de los
promotores dePERKGUSpredijo quePERKes expresad principalmente en tejidos vasilares,
cotiledones, hojas en desarrollo y raices, mientras BERE se expresa en las venas de las
hojas de la roseta, tallos y polen (Haffahal., 2006). También se ha descrigjoe PERK2 se
expresa en pelos radicales gantas jovenes, mientrasug en plantas adultas se expees
altamente en anteras posiblemente en polen (Hwangt al., 2010). Usando un reportero de
promotor fusionado a GFP, semostr6 quePERK3 se expresa en pelos radicales (VWobral.,
2009). Todos estos resultados coincideon dos datos de microarreglos obtenidos para
diferentes tejdos deArabidopsis Sin embargo, Bat al., (2009) encontraron qUEERK estaba
presente en raices, semillas germinadas, cotiledones, tallos y flores, mientras que los
microarreglos de polen loescribencomo altamente expresado en polen maduro y tubos
polinicos (Honys y Twell, 2004; @inal., 2009) pero no en los tejidos esporofiticos que fueron
analizados (Honys y Twell, 2004).
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Tabla 1.Revision de las PERK enfatizando aquellas piesen células coaxpansidrpolarizada (tubos polinicos y

pelos radicales).

Proteina/Cédigo del

Funcion propuesta

Expresiort/
(Localizacion
subcelular)

Referendas

gen
BnPERK1 Control de la ramificacion de
raices y tallos. Percepcion y ; _ _
respuesta a dao o estimulo Tallo, pétalos y Silvay Goring, 2002;
. o pistilo/ (Membrana
por patogenos.'Actlw'dad. lasmética) Haffaniet al, 2006
serina/treonina quinasa in vitrg P
PERK (NSAK) Nakhamchilet al.,2004;
Florenino et al., 2006; Haffan
Relacionada con infecciones Ubicua et al. 2006
virales
PERK Vena de hojas de I Nakhamchilet al.,2004;
roseta, tallo y polen Haffaniet al., 2006
PERK Control del crecimiento de la| Raiz, primordias | Nakhamchilet al, 2004; Bai
raiz en respuesta a ABA. semillas et al., 2009a; Baet al., 2009b;
Actividad serina/treonina germinadas y Honyset al., 2004; Qiret al,
quinasa in vitro. cotiledén/(Membra 2009
na plasmatica)
PERK Control redundante del Plantulas, raices, Nakhamchilet al, 2004;
crecimiento de la raiz primarig primordiosy yemas Humphreyet al.,2015
florales
PERH Control redundante del Raices, primordios Nakhamchilet al.,2004;
crecimiento de la raiz primarig y yemas florales Humphreyet al.,2015
PERKO Control redundante del Primordios y yemag Nakhamchilet al, 2004;
crecimiento de la raiz priamia florals Humphreyet al.,2015
PERK2 (1GI1) Pelo radical, Nakhamchilet al, 2004;

Control de la dominancia apics

anteras, polen,
tallo y silicuas
inmaduras

Hwanget al,, 2010

PERK3 (RHS10) Control de leelongacién de Pelo radical

pelos radicales.

Nakhamchilet al.,2004; Won
et al,, 2009; Humphret al.,
2015

a|nformacion basada en reporteros, RTR Northern blot ode la informacién proveniente de microarreglos
disponible en Genevestigat@ruzet al.,, 2008). AtArabidopsis thalianaBn=Brassica napus
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Como los receptores quinasa tipicos de plantas, se espera gpmtagnasPERKSs estén
localizadas en la membrana plasmatica, como de hégbaeportado para BnPERKPERK4
(Silva y Goring, 2002;aBet al., 2009). Tods los miembros de la familBERK y BnPERK1
carecen de péptio sefial; sin embayo, una secuencia de aminoacidos cargados positivamente
rio debajo del dominio transmembrana seria responsable de ubicar el dominio quinasa en el
citoplasna y el dominio rico en prolina hacia el exterior celular (Nakhamdiek, 2004). De
este modo, las PERKs pertencen a la familia de proteinas de membrana de tipo Ib (Silva y
Goring, 2002) y se propone que son insertadas en la membrana a través deuemaniagde
translocacion usual del reticulo endoplasmico (Singer, 1990). La actividad tsednsra
guinasa de BhPERKPERK4 ha sido demostrada in vitro (Silva y Goring, 2002 &2i2009).
Ademas, Myanket al. llevaron a cabo experimentos flesfoprotedGmica sobre granos de polen
maduro deArabidopsisy encontraron quePERKG6 estaba fosforilada en una serina localizada en
el dominio Germinal (Mayanlet al, 2012).

Aungue los simples mutantes d&DNT de la mayoria de las IBERK no muestran un
fenotipo detectableen la planta adulta o durante procesos como el crecimiento polarizado de
pelos radicales o tubos polinicasparentemente debido a la redundancia dentro de la familia
de genes (Haffargt al., 2006), existen algunastudiosdonde se hantilizado aproximaciones
de genética directa y reversa paeducidar la funcion de variaBBERKs durante el desarrollo
vegetal Mediante la estrategia deactivation taggingse caracteriz6 una nueva mutantke
Arabidopsidlamadaigil (por inflorescence graith inhibitor 1) que presentaba menor altura y
mayor ramificacionActivation tagginges un méodo para generar mutaciones dominantes
mediante la insercidon aleatoria de KDNT que lleva elementos potenciadores constitutivos,
gue pueden provocar la actiggn transcripcional de genes flanqueantes. EI método consiste
en generar numerosas plantas transformantes y luego realizar una seleccién del fenotipo
deseado. Luego, el gen activado es rescatado de las transformantes seleccionadas para realizar
un posteror andlisis funcionalen el caso dda mutante igil los fenotipos observadoson
debidos posiblemente a la sobreexpresion ectépica del @t En las plantas homocigotas
(igil/igil), la expresion déGllera 3000 veces mayor respecto del tipo salvajpdpciendo
esterilidad a causa de la falta de infleoencias. Mediante TARCR(thermal asymmetric
interlaced polymerase chain reactjorBrevemente, la TARCR es una técnica que permite
amplificar secuencias desconocidas adyacentes a sitios de drsemnocidos esto se logra
empleando primers especificos para el borde izquierdo y el borde derecliDdeT, y primers
RS3ISYSNI R24a |jdzS & LIS.3% determBd quedl ABNT seShibia IhSeyfadior |
en la region promotora degenlGllque resuld serPERKLZEstos resultados sugieren que, bajo
condiciones fisiologicas, un miembro de la familia Rg&Kno deberia sdPERK18a que este
se expresa en polen y no en meristemasgularia negativamente la dominancia apical en
ArabidopsigHwanget al., 2010).

Un screening in silicpara promotores de genes que contienen RHE (pot hair cis
element los genes cuyos promotores presentan estos elementos regulatorios se expresan
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especificamente en pelo radigatombinado con el andlisis de los trangtomas de pelo
radical, condujo a la identificacién de 19 genes especificos de pelos radicales. Uno de ellos
(RHS1p esPERK13que se expresa especificamente en pelos radicales. Una linédNg

para PERK13nostré pelos radicales mas largos que ltnfas salvajes, mientras las plantas

gue sobreexpresaPERK18ajo el promotor especifico de pelo radical EXPA7 mostraron pelos
mas cortos, indicando el efertnegativo dePERK13 en la elongacion de los pelos radicales
(Wonet al., 2009).

Por otro lado, cuando se transformaron plantas dérabidopsiscon la version
antisentido dé genBnPERKde Brassica napubajo el control del promotor 35§romotor de
origen viral extraido del Virus del Mosaico del Coliflee observaron defectos tales como la
perdida de dominancia apical, incremento en las ramificaciones secundarias, tallos mas cortos y
pocas semillas por silicua. Estas plantas presentaban una completa inhibiciBERly
PERK3los dos genes dérabidopsismas cercanos a BnPERK1. Por otro ladexpaesion
ectépica de BhPERK1 Amabidopsisajo el control del pmotor 35S produjo un aumento del
crecimiento con un incremento en la produccién de raices laterales, numero de 6vulos por
pistilo y cantidad de semillas (Haffatial., 2006). Sin embaog también fue descripto que $a
plantas deArabidopsistransgéiicas para BnPERK1 antisentido presentaban hipocotilos mas
largos que el tipo salvaje, mientras que en las lineas sobreexpresantes eran mas cortos (Haffani
et al., 2006), sugiriendana compleq regulaciéraunsindescifrar

También ha sido demostrado que las mutantes AIBNT de PERK4eran menos
sensibles al acido abscisico (ABA) durante la germinacion de la semilla y el crecimiento de la raiz
primaria y la plantula (Bat al.,2009a). La mesr sensibilidad al ABA de las mutanferk4
durante el crecimiento polarizado de la raiz revel6 un aumento en la elongacion celular en lugar
de un aumento en la division celular. El aumento del calcio citoplasmatico y la activacion de los
canales de calgiproducido por el ABA era menor plantasperk4que en lage tipo salvaje. La
proteina PERK4 recombinante expresada en levaduras se autofosforilaba cuando era
estimulada por el agregado de 1uM de ABA o calcio. Todos estos resultados sugieren que la
inhibicién del crecimiento de la raiz causada por el ABA es al menos parcialmente mediada por
PERK4 (Bat al., 20069a).

Por ultimo, Humpfreyet al, realizaronun estudio mediante genética reversa para
analizar la funcion d®ERKBPERKY PERK1@Humpfreyet al, 2015). Obtuvieron simples y
multiples mutantes para dids genesPERKSs y analizaron el crecimiento de la raiz en distintas
concentraciones de glucosa. Mientras que las plantas salvajes y las simples mutantes crecidas
en MS (bX (salesMurashige & Boog con 45% de sacarosa mostraron raices primarias mas
cortas comparadas con aquellas crecidas en un medio sin sacarosa, la triple npagk@a
perk31 perklGl mostr6 un aumento en la longitud de la raiz. Por el contrario, la
sobreexpresiéon déPERKO condujo a un rapido arresto en el crecimiento de la raiz primaria
acomparfiado de deposicion ectopica de lignina y calosa (Humgifisdy 2015).
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En conjunto estos estudios sugieren que fasteinas PERKs son reguladores del
crecimiento y el desarroll@en plantas El crecimiento de la raiz, la sensilaitl al ABA y la
dominancia apical son rasgos donde las PERKs muestran un efecto negativo.

Utilizando el ensayo de dos hibridos en levaduras se demostré que los dominios quinasa
de PERE, PERB y PERKO interactian con dos proteinas de la familia de quinasas AGCIII
llamadas KIPK (p&inesinlike calmodulirbinding protein KCBPJinteractingprotein kinase. El
analisis de mutantes sugiere que l®teinasPERKs (8,9,10) y IpsoteinasKIPKs (1,2) son
parte de la misma via que regula negativamente el crecimientcadaikz (Humpfreyet al.,

2015).

Las quinasas AGC pertenecen a una de las 6 superfamilias de quinasas serina/treonina
de plantas (Dardickt al, 2007). Se las denomina con el nombre AGC jpadar incluir a las
quinasas dependientes de cAMP (PKA, del inglés afddéndent protein kinases), las
guinasas dependientes de cGMP (PKG, del inglés aapthdent protein kinases), varias
proteinas kinasa C (PKC), proteina quinasa B (PKB), la prgté#iagal dependiente de 3
fosfoinositol (PKD1, del ingléspBosphoinositidedependent protein kinasd) y la proteina
quinasa ffhbosomal S6 (Sobket al., 2006) Si bien se desconoce la funcién de la mayoria de las
quinasas AGC, algunos estudios han namktrque tendrian un papel importante en ciertos
procesos celulares y del desarrollo tales como, el crecimiento de los tubos polinicos y pelos
radicales, el transporte de auxinas y durante la respuesta a estrés bibtico y aliitamet
al. 200%). Las ginasas de la familia AGC se agrupan en diferentes subfamilias (AGCI, AGCVII,
AGCVIIIl, homdlogos de PDK1, etc), siendo la subfamilia AGCVIII la que contiene mas miembros y
gue a su vez se divide en cuatro grupos (ABGC4)Figura 12) (Bogreet al, 2003. Fue
demostrado que las proteinas AGC1.5 y AGC1.7 (pertenecientes al grupo AGC1 dentro de la
subfamilia AGCVIII) son fundamentalas & correcto funcionamiento del citoesqueleto de
actinay en el mantenimiento de la polaridad durante el crecimietdbtubo polinico(Zhanget
al., 2009a).
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Figum 112 Arbol filogenético de la familia de quinasas AGC. Como se puede observar el grupo que comprende a
las AGC se divide en 6 subfamilias. Las AGCVI y PDK1 tienen ort6logos es gr@vathiras. Dentro de la familia
AGCVIIkp se encuentran quinasas que han sido caracterizadas en plantas (PID, IRE y PHOT). Tomadetde Bogre
al.,2003.
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MATERIALES Y METODOS

1. Andlisis Filogenético y expresion de lasoteinasPERK

1.1. Busqueda de homologia de secuencias

Se buscaron las secuencias aminoacidicas de las PERKshdBanaen el sitioTAIR
(The Arabidopsis Information Resouyrbép://www.arabidopsis.org. Estas secuencias fueron
utilizadas para hacer alineamientos globales del tipo ClustalW con los que se construyé un arbol
filogenético con el programa MEGABamuraet al., 2007)

1.2. Busqueda de ortdlogos des genesPERK

Realizamos una busqueda de los ortdlogosP#ERE mediante unanalisisinParanoid
(Sonnhammery Ostlund, 2015)Este método realiza una comparacién exhaustiva mediante
BLASTHasic Local Alignment Search Jald todas las proteinas de dos especies y luego aplica
reglas declusteringpara corstruir los grupos de odlogos.

1.3. Expresiornn silicode los gene$®ERK

Para determinarcuéles de le genesPERKse expesan preferencialmente en polen
empleamos loglatos provenientes de microarregloitifp://genevestigator.com/qy). En este
trabajo de tesisse incluyends genesPERKon maximos niveles de expresion en los distintos
estadios del desarrollo del polen y durante el crecimiento del tubo polinico

2. Cepas bacterianas

2.1. Conservacion de cepas bacterianas

Para caservar losclones bacterianos, se mezclé en un tufgpendorfun volumen de
cultivo crecido durante toda una noche con una solucion de glicerol estéril, hasta alcanzar una
concentracion final de 220% de glicerol. Ladocksbacterianos se guardaron-80°C.
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2.2. Escherichia coli

2.2.1. Condiciones de cultivo

Se utilizé la cepa DH5de E. colipara el clonado y amplificacién de plasmidbses
cultivosliguidos se desarrollaron a 37€n medio LB (triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l,
y NaCl 5 g/l) con agitaciéon a 250 r.p.m. (revoluciones por minuto). Los cultivos sélidos se
realizaron en placas de Petri a°@7 en medio LB con 1,5% de agar. De acuerdo con la
resistencia conferida por cada vector, el medio de cultivo se suplement6é con ampicilina (100
mg/l), kanamicina (50 mg/l), estreptomicina (100 mg/l), espectinomicina (1@l no
gentamicina (50 mg/l).

2.2.2. Preparacion de célulds coli5 | ph 02YLISGSy dSa

Se inocul6 11 de medio SOB (triptona 20 g, extracto de levadura 5 g, NgC10,811 de
KCI 250 mM, ajustado @H 7 con NaOHM) con un cultivo crecido durante toda la noche a
partir de una colonia de E. coli. El cultivo se incubé agitagén a 250 r.p.m. a 3T hasta
alcanzar una D.@.600nm de 0,50,6. Posteriormente, se coloco el cultivo en hielo durante 10
min y se centrifugaron las células a 2§@@r 10 min a 4°C. Luego, se removi6 el sobrenadante
y se resuspendio el pellet ecd@80 ml de buffeinoue(MnCI2 55mM, CaCl2 15mM, KCI 250 mM,
PIPES 10 mM pH 6 Me-enfriadoy se volvid a centrifugar en las mismas condicionegellst
fue resuspendido en 20 ml de bufferoue al cual se le agregh5 ml de DMSO y kuspension
fue incubada en hielo 10 minutosas Las células se fraccionaron en alicuotas dellb@e
congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se guardareBDacC.

2.2.3. Transformacion de céluld& coli5 | ph O2YLISGSy (G Sa

Se descongel6 un tubBppendoricon 50> de bacterias competentes y se agrego entre
100-250 ng del ADN de interés. Se incubd la mezcla en hielo por 30 minutos, luego 90 segundos
a 42°C e inmediatamente se coloca en hielo por 5 minutos. Se adicionan 950 ml de LB sin
agente selectivo y se inculdahora a 37 °C. Las bacterias se centrifugan a@p06 2 mirutos.

Las células transformadag seleccionaron sembrando-800 >l de suspension bacteriana en
medio LB sélido suplementado con los agentes selectivos correspondientes luego de una
incubacion de 24 h a 37°C.
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2.3.4. Transformacion de células competentes Aletumefaciens

Los distintos vectores binarios obtenidos fole clonados en la cepa degrobacterium
tumesfaciens5V3101(pMP90) mediante la técniade electroporacionSe dejo descongelar un
tubo Eppendorfcon 50>l de bacterias electrocompetentes y se agrego entre-280 ng del
ADN de interés. Una vez agregadoA®N, la mezcla se mantuvo en hielo por 10 min. Se
traspaso la mezcla a una cubeta de electroporacion de O,fremamente enfriada. Se coloco
la cubeta en unelectroporador (Micro pulser, BieRad) y se dio un pulso a 1,8.kV
Inmediatamente se agreg6 250 de LB sin agente selectivo y las bacterias se resuspendieron
rapidamente y se incubaron durante 2 horas a 28°C con agitacion a.@50. LLas células
transformadasse seleccionaron sembrando 50de suspension bacteriana en medio LB sdlido
suplementadocon gentamicina (50 mg/ml) y rifampicina (50 mg/ml) y el agente selectivo
correspondiente al plasmido lueg® una incubaciéon de 48 h a Z8°

2.3.5 Transformacién dérabidopsis thalianamediante A. tumefaciens; Floral dip

Se utilizo el protocolo desgptio por Zhanget al. (2006).Brevemente, a partir de una
colonia deGV3101ltransformada previamente con la construccion de interés y confirmada su
transformacion por PCR, gwepard unpre-cultivo de 3 ml que se incub6 48 h a°@8en
agitacion a 200 r.p.mCon el precultivo se inocularon 250 ml de LB suplementado con
rifampicina (100 ml/l) y los agentes selectivos correspondientes con la resistencia otorgada por
la construccion de interéSe incub6 durante 16 horas en las mismas condiciones. Pasado este
tiempo, seluego de obteneuna D.Oa 600nm de 0,50,8, se centrifugé por 10 min a 4000 g.
Luego, las bacterias se resuspendieron en 250 ml de medio de inoculacion (5% sa0d2%a y
Slwet L-77 (Lehle SeedsTexas, EElQUas flores déArabidopsise simergieronen el medio de
inoculaciéndurante 20 segundos y se dejo escurrir el medio de inoculacién excedente. Para
aumentar la frecuencia de transformaciones, este proceglita se repitié 2 veceseparadas
por un intervalo de 7 diagWeigel and Glazebrook, 20P2Las 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 continud con el crecimiento normal de las plantas
hasta cosechar las semillas. La seleccion de plantas transgénicas se hizo en medio MS 0,5X, agar
1% mas el agregado del agente selectivo correspondienta.|Bs vectores binarios pMDC84 y
pMDC163se utilizd higromicina 25 mg/ml. La seleccion se realiz&dpdias en oscuridad. Las
plantas transformantes positivas presentaban un hipocotilo largo con respecto a las plantas no
transformadas.
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3. Material vegetal
3.1. Condiciones de crecimiento

Las semillasde Arabidopsisthaliana fueron esterilizadas usao una solucién de
lavandina 30% por 15 minutos. Luego se procedié a lavarlas 2 veces con agudijr@o
estéril. Las semillas estériles se suspendieron en 84jlliaQ y se vernalizaron por 248hs a
4°C en oscuridad. Al cabo de este tiempo, fuerongta®e en placas cuadradas de 120x120 mm
con medio agar 0.8% (Duchefa) cofesaMurashige & Skoog (MS) pi8.9,as placas se sellaron
con cinta microporosa (que permite el intercambio gaseoso), y se colocaron verticalmente en
una camara de crieB{ocontroj con alternancia de dos temperaturas entre un rango de 10 a
45°C, refrigeracion por unidad condensadora, iluminaciom8® n = > ¥sed, &oiY control de
fotoperiodo mediantetimer programable, superficie interna de 1650 x 630 x 6&f) a 22C
02y dzy OAOf2 RS wmc Ka fdd ky Ka 28§ .QagNARIEBSR O0AY
fueron luego transferidas a una mezcla de 3 partes tierra, 1 parte vermiculita, 1 parte perlitay 1
parte turba, mas el agregado del fertilizante NITROFOSKA (N: 10%, F: 4%, P: 7%) y puestas a
crecer nuevamente bajo un ciclo de 16 hs 8uas oscuridad.

3.2. Lineas mutantes simples de insercionABNT

La mutagénesis cOADNT se basa en la insercion de un fragmento de ADN por medio
de la bacteriagAgrobacterium tumefaciengue infecta a la plantaausandaumoresconocidos
como 'agalla$ o "tumores del cuelld = 1lj dzS ONBOSy Sy I 12yl R2yF
Esta bacteria es capaz de insertar en el genoma de la planta genes que se encuentran en la
region de su genomaethominada ADNT el cual es un transposon. Mediante técnicas de
Ingenieria genética, actualmente se puede modificar &dDINT de manera de insertar en la
planta secuencias de ADN conocidas y de interés. Este tipo de técnicas permitié obtener
mutantes insecionales deADNT de casi todos los genes deabidopsis thaliang permite
generar plantas transgénicas con construcciones de interés de estudio.

En diferentes organismos, las mutantes han sido cruciales para descubrir y estudiar
funciones génicasAgrdacteriuminserta alADNT de manera casi aleatoria en el genoma de la
planta y al insertarse dentro de las regiones codificantes o regulatorias de un gen, ocasiona su
interrupcion o alteraciones en su regulacion transcripcional. Por ejemploASINT cae en un
exén es muy probable que se transcriba el gen, pero trunco dando lugar a un transcripto no
funcional que posteriormente va a ser degradado (mutante insercion@RNT nula); si cae
en alguna zona regulatoria del gen puede desencadenar la imdmbie la transcripcién del
mismo (mutante insercional d&DNT nula), pero también la exacerbacion de la transcripcion.
Esto ultimo es debido que hay secuencias en las zonas regulatorias del gen que promueven la
represion de la transcripcion del gen, sA®NT irrumpe estas secuencias, la transcripcion del
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mismo ya no se encontraria inhibida. Este tipo de estrategia es conocida como mutagénesis no
dirigida y existen colecciones de semillas mutantes insercionales para casi todos los genes de
Arabidopsistalianay se puede acceder a estas lineastudiarlas mediante genéticaversa.

Una de estas bases es ABR@bidopsis Resource Cen(ABRCywww.abrcosu.edy de la cual

se adquirieron la mayoria de las lingagtantes en esta tesisSe uso @rabidopsis thaliana
Columbia0 (Col0) como el genotipo salvaj&\T, Wild Type.

Las mutantes simples de insercion ABNT Arabidopsis thaliangecotipo Columbia0)
empleadas en este trabajo fueron paPERKS5SAIL_ 1148405y WiscDsLox30F06perk51 y
perk52 respectivamente); par&ERK3SAIL_1055 F1pdrk31); paraPERKASALK 034666C
(perk41); para PERKG6SALK _056076(efk61); para PERK7 SALK_000758%erk7-1); para
PERKL1SALK 04397(drk1%1) y paraPERK12SAIL_324 FO0Zperk12l). Para AGC1l.5se
utilizd6 SALK _07678(agcl.51) y para AGC1.7 SALK 140378gcl.71). En laTabla Ml1se
muestran los genes analizados en este estudio y las construcciones asociadas a los mismos.

3.2.1. Extraccion de ADN

Se realizdd extraccion de tejido vegetal de hojas de roseta de plantas crecidas en tierra
de aproximadamente de 2 semanas de edad. Se tomaroojasy se congelaron en nitrogeno
liqguido en tubosde 1,5ml. Luego se procedié a moler el tejido dentro del tubo con @odbde
plastica Una vez que el tejido fue reducidoua fino polvo, se agrég500 pl debuffer de
extraccion 2X CTAB (2% CTABMLMaCI; 100nM TrisHCI pH 8.0; 20 mM EDTA3e incub el
tubo en un bafio térmico a 86 durante30 minutos.S centrifugdpor 10 minutos a 180aPy
el sobrenadante se transfiria un nuevo tubo de 1,5 mPosteriormentese agregd 1 volumen
de isopropanol frio y seentrifugd nuevamente por 10 mia 1800@. Una vez centrifugado, se
descart6 el sobrenadante consando el pekt. Elpellet fue lavado con 50Q de etanol 70% y
centrifugado 5 min a 180@0 S descartd el sobrenadante obtenid& dejé secar el pellet en
estufa a 37C por 5 min y luego fue resuspendido eb @ de aguaMili-Q (modificado de
Weigel and Glazebrook, 2002
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Tabla M1.Descripcién de los genes, lineasAXl@NTy construcciones utilizadas en este trabajo.

Gen Cddigo Cadigo de polimorfismc Construcciones asociadas (vecto
AGI ADNT
PERK3 At3g24540 SAIL_1055_F12 pPERK&US (pMDC162)
PERK4 At2g18470 SALK 034666 pPERK4:GUS (pMDC162)
At4934440 SAIL_HO5 1148 pPERKS5::GUS (pMDC163)
PERK5 35S::PERKGFP (pMDC84)
pLATS52::HyPer
At4934440 WiscDsLox302F06
PERKG6 At3g18810 SALK 056076 pPERK6:GUS (pMDC162)
PERKY Atlg49Z0 SALK 000753 pPERK7:GUS (pMDC162)
PERK11 At1g10620 SALK 043970 pPERK11:GUS (pMDC162)
PERK12 At1g23540 SAIL_324 FO02 pPERK12::GUS (pMDC163)

pLAT52::HyPer

perk51 perk121

doble mutante generada por cruzamiento
pPLATS52::HyPer

AGC1.5

At3g1269 SALK_ 076780

AGC1.7

Atlg79250 SALK_140378

agcl.51 agcl.?1

doble mutante generada por cruzamiento
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3.3.2. Genotipificacion

Parala genotipificacion de cada linea mutante se disefiaron mhisers (Forward y
Reverse F y R respectivamentespecificos para la secuencia flanqueante a la insercién. Los
primersaS RA&S3FNBY | LI NIiANJ RS iSect grimef ¢dignStbofi  dzii A f
disponible en (SIGnAL; signal.salk.edu, Alatsd., 2003). LoprimersLBal y LBIpfimersde
la insercion) son especificos del borde izquierdo ABINT de las lineas SALK y SAIL,
respectivamente. Para cada planta se efectuaron dos reaceideePCR. La primera, con los
primersF+R pone de manifiesto el alelo salvaje y por lo tanto s6lo estara presente en plantas
salvajes y heterocigotas. La segunda, compitosersF+Lbal o LB1, evidencia el alelo que sufrid
la insercion, estando presente rtd en plantas homocigotas como heterocigotas para la
insercion(Figura M1A-B). La lista deorimersempleados para el genotipelo se encuentran en
la Anexo Tabla (ver anexo).

A Primer B
insercion

Heterocigota
Homocigota

WT

1000 bp

Genoma 410+N* bp

e *N =0-300 bp

Figura M1.Esquema de loprimersutilizados en la PCR para determinas leneasADNT homocigotas mutantes.

A) Los Jprimersutilizados: el F (forward), y el R (reverse) que se anillan en la secuencia del gen, y el primer
especifico para la insercion que se anilla en la secuencia del transposon. B) Bandas esperadas depseridiend
planta analizada resulta s&i/T, heterocigota u homocigota para la insercion del transposén, en una corrida
electroforética en gel de agarosa. N*: Diferencia entre el sitio de insercion y la posicion de la secuencia
flanqueante.
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4. Plasmidos gonstrucciones

Los clonadosealizalosen esta tesisueron realizados siguiendo esquema detallado a
continuacion.Las diferencias en las enzimas de restriccion, vectores, insertos y agentes de
seleccion se especifican en cada caso.

4.1 Amplificaciébnde secuencias por PCR

Las secuencias se amplificaron con la enzima polimerasa Pfruflafinvitrogen,
California, EEUlUde acuerdo al protocolo sugerido y con lmsgfers suministrados. En cada
reaccion se utilizaron 3000 ng de ADN como moldbuffer de reaccion 2X, MgsQ mM,
dNTPs 300 uM y 0,3 uM de capamer forwardy reverse y 1 unidad de ADN polimersa Pfx
Platinum, en 50 pl de volumen de reacci&hciclado se realizé de la siguiente manera:

Desnaturalizacio
inicial 94°C 5 min

94°C | 30 seg
Ciclado 3%iclos Ta 30 seg
68°C | 1min/Kb

Extersion final 68°C | 10 min

Esquema de ciclado para reacciones de amplificacién por PCR @mzitaa polimerasa Pfx Platinurnia:
temperatura deannealing

Losprimersse disefiaron con la secuencia esifiea del inserto mas el agregado de los sitios de
recombinacién AttB para poder emplear el fragmento amplificado en el sistema de clonado
Gateway ®@seccion 4.2). Para el célculo de la temperaturameealing(Ta), en todos los casos

se calculé la temgratura de melting (Tm) de cada primer(a través el sitio web
www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyery se utiliz6 unatemperatura de
annealing5°C menor que la del primer con menor Tm. Los productos de PCR se analizaron por
electroforesis ergeles de agarosa 3,8% p/v dependiendo del tamafio de producto esperado

en buffer TAE 1x, conteniendo 1 pg/ml de bromuro de etidio para su visualizacion por
exposicion a la luz UV en un transiluminador.

4.2. Clonado por recombinacion homologa

Se generarn vectores binarios por recombinacién homdloga utildmrvectores del
sistema Gatewa® y la enzima LR recombinasa (Invitrogen, California, USA), siguiendo el
protocolo propuesto por los fabricantes. Esta tecnologia consiste como primer paso en la
creacid de un veabr de entradaque contiene el inserto de interés. Este vector de entrada se
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puede crear levantando el fragmento mediante PCR. El ligado del inserto con eldewate
(PDONREs llevado a cabo por un mix de enzimas llamado CloBBE®gpor ds sitios AtB que

posee el inserto y los sitios Rtigue posee el vector que se va a utilizar) que contiene la
integrasa del fag& y el factor de integracién en el huésped (Integration Host Fadtthj; de
E.coli.Una vez generado el vector de entrada se procede a hacer una segunda reaccion de
recombinacion y ligacion pero con el vector de destino (PGWB, pMDC, pCAMBIA, etc.). La
reaccion es catalizada por otro mix de enzimas llamado Cloh&8a (por los sitios de
recombinacon Att del vector de entrada y los sitios Rttlel vector de destino) que contiene
nuevamente la integrasa y la Excisionasa del fagcellHFde E.coli Los vetores de entrada y

de destino poseen el gen letal &del cual favorecel muestreo de clones positivoklna
descripcion de los vectores binarios de destino esta disponibl€Ceartis and Grossniklaus,
2003 Nelsonet al, 2007. Todos los ADNc amplificados por PCR fueronfirmados por
digestion con enzimas de restriccion y posteriormente mediante secuencifiglaorogen;
http://www.macrogen.con).

En todos los vectores generados se comprobd la presencia del inserto mediante
digestion con enzimas de restriccion. Se seleccionaron enzimas qug @ation liberasen el
inserto.

4 3 Transformacion bacteriana

Se transformaron 561 de bacteriagEscherichia coDH3 competentes con 1 6 2| de
la reaccion BP o LBiguiendo el protocolo de la seccion 2.2.3.

4.3.1Confirmacion de clones positivos

Se analizaron al menos 10 colonias de las placas de transformacion mdiGRteoloy
con la enzima Taq Polimerasa Recombinante (Invitrogen, Brasil) y los mpsmess
especificos indicados para amplificar el inserto. Las colonias confirmadas fueptificacas
mediante cultivo en 3nl de medio LB liquido con el agente selectivo gpoadiente. A partir
de los cultivos se realizaron las purificaciones plasmidicas c@fizald® Plus SV Minipreps
DNA Purification SysteffPromega Wisconsin, EElQlde acuerdo al protocolo del fabricanta.
partir de los plasmidos confirmados purificades, corrobord la presencia de los insertos de
interés mediante digestion con enzimas de restriccidrofnega, Wisconsin, EEUY
electroforesis en gel de agarosa 1A6partir de los plasmidos confirmados pe€R colony
restriccion, se corroboré la secuga de los insertos de interés mediante secuenciacion en
Macrogen Inc., Corea del Sutp://www.macrogen.con). Los andlisis de secuencias obtenidas
se realizaron utilizando el sitio web BLAST (blast.ncbi.nim.niBigat.cgi).
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4.3.2 Construcciones empleadas en la tesis

En laTabla M1se muestran las carucciones empleadas en esta tedn todos los
casos se emptecomo agente de seleccidakamicina 25 mg/ml.

5. Extraccion de ARN

Para el analisis por HPCR, inos depolen maduroextraidos de flores dArabidopsis
fueron germinada por 5 h 'y el ARN total fue extda con el kit RNAzol RWMolecular Research
Center, Ohio, EEUsiguiendo las instrucciones del fabricante. Para la sintesis de ADNc se
utilizé la exzima MMLV reverse transcriptaseéPomega, Wisconsin, EEJUWEI gen ded
fosfatasaPP2A(AT1G69960jue utilizado como estandar internd.a especificidad de dichos
primers fue comprobada mediante el software odine  primer  blast
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tots/primer-blast/). El ciclado para la reaccion de PCR fue el siguiente:

Desnaturalizacion
inicial 94°C 4 min

94°C 20 seg
Ciclado B ciclos 57/60°C | 30 seg
72°C 20 seg

Extersion final 72°C 5min

La lista dgorimersutilizados se encuantra da TablaA2 (ver anexo)

6. Ensayos fisioldgicos

6.1. Andlisis de segregacion
6.1.1. Autecruzamientos

Se realizarorautocruzamientos deplantasheterocigotasperk51, perk52 y perk12y la
doble mutanteperk51 perl2l. Luego senalizé lasegregaciorde la descendencide dichas
plantasmediante reacciones de genotipificacion por PERnUmero de plantas analizadas se
indican en larabla R1

6.1.2. Retrecruzamientos

Se realizarorcruzamientosentre plantas wild type femeninas (emasculadas 24 horas
antes de la polinizacion manual) y polen heterocigmerespondiente dassimples mutantesy
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la doble mutante perk51 perkl2l. En ambos casos se analizO la segregacion de la
descendencia F1 por reacciones de genotipificacion por BI@Rmero de plarts analizadas se
indican en larablaR1

6.2. Andlisis de fertilidad

Se cuantificéel nimero de semillas por vaina y el largo de las prim2fasainasdel
tallo principal de plantas wild type, simple mutantperk51, perk52, perk121 y la doble
mutante perk51perk121. Se analizaron al mendsl plantaspor linea (réplicas)Luego, se
colectaron las vainas de cada planta por separado. Se colocaron sobre un portaobjetos con una
cinta doble faz, respetando su posicidon en el tallo de la planta (de izquaed#aecha), y se
midi6 la longitud de cada vaina. A continuacion, se decaoraias vainas con &cido
acéticoetanol (1:9), se contd el numero de semillas de cada vaina, y se tomaron imagenes a fin
de poder observar el patron de distribucion de las sasjlutilizando una cdmara acoplada a
unalupa estereoscopica OLYMPUS SZ¥mpus America Inc, Nueva York, EEUU

6.3. Germinacionn vitro de polen deArabidopsis

Se emplecl protocolo de germinacion de polen deabidopsigescripto porBoavida y
McCamick, (2007). En los experimentos de germinacion de polermedio liquido, se
sumergeron 2025 floresen 19 > de medio de gerinacion de polen (MGRP,01% BBQ;, 5
mM CaCGl 5 mM KCI, 1 mM Mg3@® 10% sacarosa, pH Y 8ispuesto en tubos de 1,5 ml. Se
agitaron los tubos con las flores por 1 minuto para desprender el pidetas anteray se
incubaron por 3 has en camara de cultivo en condiciones controladas de luz y temperatura
(luminacién 8em H N > ¥s&dy kelYiperatura de 22°CEn los experimentos de germinacion
en medio sdlido, se agregé al MGPaestar 11,5 % agarosa de bajo punto de fusién. Radac
repeticion, se colocaron@>l de MGP sobre un portaobjetos, se dejo solidificar, se pincelé con
polen de una flor y se incubd por 3 horas en una cdmara himedarelicgones controladas de
temperatura(22°C)
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Figura M2 Esquema de la atodologia empleada para germinar polienvitro.

Para ambonsayos de germinacion de polanvitro en MGP liquido semisolido, se
realizaron al menos 3 réplicas con 4 repeticiones por genotipo. Se tomaron imagenes con un
microscopioOlympus DX41 (Qtypus America Inc, &vaYork, EEUMcon objetivo 10X. &a
cada repeticion (polen de 285 flores en 16 > de MGP liquido o peh de 1 flor dispersado
sobre >l de MGP sdlido), se analiz6 el porcentaje de germinacién de al menos 200 granos de
polen, utilizando la herramienta Cell counter @gelftware ImageJAbramoffet al., 2004) Los
tubos polinicos conuna longitud de 2 veces el didmetro del grano deplen fueron
considerados como germinados.

6.4 Mediciones de longitud de tubo polinico

Para los ensayos de germinacion de polen in vitro en MGP sdlido, se realizaron al menos
3 repeticiones por genotipoon al menos 3 réplica®ara detenekel crecimiento de los tubos
polinicos ypoder medirlos, los portabjetos se colocaron 5 min 20°C y se mantuvieron en
heladera a 4°C o sobre hielo hasta el momento de analizarlos. Se tomaron imagenes con un
microscopd MVX10Research Macro Zoom Microscof@lympusAmerica Inc, Nueva York,
EEUY Se seleccionaron al az80-100 tubos polinicos para cada repeticidruego, con el
software ImageJ se midié el largo de los tubos sin considerar el grano de polen. El valor de
longitud de tubo polinico para cada repeticion se obtuvo del promedio de las 100 mediciones.
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Solo fueron consideradas las repeticiones para las cuales se pudieron medir al menos 100 tubos
polinicos.

6.5 Tincion de tubos polinicom vivocon azul de aniha

Se tifieron los tubos polinicos con azul de ani(f8&)que permite visualizar la calosa
presente en la pared celulade acuerdo al protocolo descripto por Moet al. (2006).
Brevemente, se colocaron pistilos (emasculados 24 horas antes de lzgubni manual) de
las primeras 10 flores del tallo principal luego3lg 12 de poliniza®n en un tubo de 1,5 ml
con 500pul de solucion de fijacion (acidacéticoetanol, 1:3) durante 2 horas a temperatura
ambiente. Los pistilos se rehidrataron con sedesetanol 70%, 50%, 30% y finalmente con
agua destilada durante 10 min cadaauhuego, se procedio al tratamiento alcalino con 1ml de
NaOH 8M durante toda la noche. Al dia siguiente se realizé un lavado con agua destilada
durante 10 min a temperatura andmte y se tifieron los pistilos con 1 ml de solucién de azul de
anilina (azul de anilina 0.1%/\men KkPQ 108 mM, pH11 y glicerol 2%) durante 2 horas en
oscuridad. Para su observacion, se coloco cada pistilo en un portaobjetos con una gota de
solucion deazul de anilina y seolocé un cubreobjetos. Las igenes fueron tomadas en un
microscopio de epifluorescencia Olympus DX41 con el filtro UV y los objetivos 10X y 20X.

7. Ensayo de tincion GUS (actividiagjlucuronidasa)

Se realizaron ensayos cualitatsvde tincion GUS de pistilos polinizados manualmente,
flores autepolinizadas y plantulas (crecidas 7 dias fEstninacion en placas de MS 0,5 X agar
0,8%) wild type y transgénicas pPERK3::GUS, pPERK4::GUS, pPERK5::GUS, pPERKG6::GUS
pPERK7::GUS, pPERKAUSpPERK12::GUBara los ensayos de tincion de pistilos se utilizo el
protocolo detallado por Donnellgt al. (1999).Brevemente, se polinizaron pistilos wild type,
previamente emasculados, con polen de plantas transgénicas pPERKFIRERK12::GUS
wild type (control negativo) y se permitié la elongacion de los tubos polinicos 16:&@2Q).

Los pistilos fueron escindidos y fijados (90% acetona, 20 4iC) y tefildos con-&luc (0,5
mg/mL acido Hromo-4-cloro-3-indolyH -D-glucurénico en dimeti sulfoxido, 3 mM
ferrocianuro de potasia3 mM ferricianuro de potasio y 50 mM NgPO pH 7.0) por 24h a 37°C
en oscuridad. Los igtilos tefidos fueron tratados coridrato cloral hasta laanzar la
decoloracion total yihalmente fueron montadosn gliceiol tomandoseimagenes con una
camara acoplada a una lugae.YMPUS SZX7.
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8. Medicion de ROS mediante;BCFDA.

Para la medicidbn despecies reactivas de oxigenB($ totales citoplasmaticase
utilizo la md S O dzt-Diclonefludesceina diacetato §CFDASigma, Misouri, EEUU Esta
molécula es permeable a la pared celular y membrana plasmatica. Se trata de una forma de
fluoresceina reducida quimicamente que se utiliza como indicador de ROS en las tétala
vez que entra en la célula se disocian los grupostato por parte de las est@sas
intracelulares imposibilitando su salida de la célula y al entrar en contacto con ROS la sonda se
oxida y en consecuencia la moléculaDBFDA no fluorescente se we@mrte en 2'.7-
diclorofluoresceina (DCF), que es altamente fluorescente, siendo excitada a 488nm y emitiendo
en el rango de 51¢527. Esta sonda no es reversible, no es radiométrica y es oxidada
inespecificamente por todas ldfferentes especies reactivde oxigeno

Se germinaron tubos polinicos éeabidopsis thaliangWT Col0 y mutantes) en medio
semisOlido sobre un portaobjetos, en una camara himeda-23 con luz continua durante
0o K® 9y 2a0dz2NARRI RX ,%/SCH IR A Rapd MBGSSHTRNYtGEd RS
temperatura ambiente. Las imagenes fueron obtenidas mediante el uso de un microscopio de
epifluorescenciaZzeissimager A2 (CarlZeiss,Oberkochen, AlemanjaEl objetivo utilizado fue
10X, 0.3 de apertura numérica y el tiempo de esipdn fue 86600ms. Las imagenes se
analizaron utilizando el programianageJ.Para medir los niveles de ROS, se seleccioné una
region circular de interéfROI)dentro del citoplasma del apice del tubo polinico y se calculé la
media de las intensidades dies pixeles incluidos en el ROI. Los valores reportados son la media
+ SEM.

9. Medicion deH.0, mediante el biosensor HyPer

Alternativamente para la medicion de ROSe empled el biosensor radiométrico
denominado HyPer. Este biosensor fluorescente amatifs genéticamente detecta perdxido de
hidrégeno (HOz) una de las principales ROS producidas por las células. HyPer fue generado en
base a la proteina fluorescente YFP permutada circularmente (YFPcp) e insertada en el dominio
OxyR deE. colique sensa HD,. La actividad de este dominio depende de los residuos Cys199 y
Cys208 que al estar expuestos gOHforman un puente disulfuro, lo que causa un cambio
intramolecular. Este cambio modifica el pico de excitacion de la YFPcp de 420 a 500 nm,
mientras que epico de emisioén no es alterado (516 nm). Estas modificaciones son reversibles,
por lo que HyPer es empleado para detectar tanto los aumentos como las disminuciones de los
niveles de b, en células vivasPara determinar los niveles dex® en tubos poliicos en
crecimiento se emplearon lineddTy mutantes que expresaban HyPer bajo el control del
promotor de polen LAT5PMuschietti et al., 1994) Las imagenes fueron adquiridas con un
microscopio confocaleiss Meta 510 LSM (Carl Ze@3berkochen, Alemaa). La fluorescencia
fue adquirida en modo secuencial con excitacion a 488 nm y la emision entr&4800m
(F488) y excitacion a 40%n con emision entre 50840 nm (F405). Para la cuantificacion se
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seleccion6 una ROl a 5m del 4pice de cada tubo polingE  LJF NJ tim® bdt€ ® & [ | &
mediciones radiométricas (F488/F405) se realizaron con el plugin RatioPlus Manager disponible
en el software ImageJ 1.47d luego de sustradraekground Para la obtencién dédymograph

se utilizé la extension especifica bieaged Multiple kymographPara esto se trazd una linea

por el centro del pelo radical desde el apice hacia la base del mismo. Esta extension compila la
sefal del biosensor en la linea trazada a través del tiempo y la grafica una sobre la otra,
generando ma imagen en donde la primera linea representa la adquisicion de la sefial en el
tiempo 1y la dltima en el tiempo final del experimento. Por lo quiymlogrgph representa de
manera colorimétrica (escala de colores utilizafRE los niveles de #Docit en la zona
seleccionada (apice celular) a través del tiempo, ya que este se encuentra representado en el
eje Y.

199Cys.5.8.Cys208

199Cys.SH SH-Cys?08
| H,0, |
OxyR-RD-N OxyR-RD-C <_> OxyR-RD-N } JOxyR-RD

= Grx e
CPYFP
CcPYFP

Figura M3: Sensor Hy&. Se observan los dos posibles estados de oxidacion del dominioRDuydRI bisensor. A
la izquierda se observa estado reducido del mismo con una longitud de onda de exitacién de 405nm, a la
derecha se observa el estado oxidado y la excitacién es a 488nm. Esquema extizéttnudeet al., 2006

10. Ensayos de tincion de la pared celular

Para evaluar l@ompostion de polisaéridos en la pared celular des tubos polinicos
realizamos diferentes tincionekos granos de polen de plantdél'y mutantes por insercion de
ADNT fueron germinadosn vitro por 2-3 horasen MGPIliquido. Luego fueron incubados con
rojo de rutenio (RR) 0.01% (w/v), ioduro de propidiB) B0 uM,5 ul de solucién de azul de
anilina (AAp 0.01% Pontamine Fast Scarlet 4B (SBB)inutos antes de tomar las imagenes.

El RR tifie especificamente pectinasedéerificadas(no metoxiladas)uniéndosea los
acidoscarboxilicogle los homogalacturonanogl IPtifie las paredes celulares al competir con
el calcio, uniéndose a los grupos carboxilo de los homogalacturonBh®&reacciona con los
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glicanos que presentan enlacésl,3 como la calosa presente en la pared de los tubos
polinicos. S4B es un colorante seleaiipara poisacaridos con uniones1,4 (Andersonet al.,
2010) La estructura de este amlante se asemeja a la superficie de los modulos de unién a
carbohidrats (CBM)Borastonet al., 2009 que interactuarian con sus sustratos a través de las
cadenas laterales de aminoacidos aromatideigyra M4.

G+
NHzHzN NHzHaMN

HgN\ / \ / \ /NHg

HaN—R{——0——RU——0——RU—NHj

ANRIVAVWIVA

HaN NHzHzN NHzHzN NHz

Figura M4.Estructura deds colorantes empleados para tefiir la pared celular de los tubos gudinA) Rojo de
Rutenio (RR); B) loduro de Propidio (IP); C) Azul de Anilina (ARbgtBnine Fast Scarlet 4B (S4B).

La adquisicién de imagenes de fmxiones con RRie realizadacon un microscopio de
epifluorescenciaMVX10 Research Macro Zoom Mcope (Olympus)40X empleando luz
blanca.Las imagenes correspondientes al ensayo corS#B y AAueron tomadas con un
microscopio confocafeiss LSM 510 Metabjetivo con inmersion de aceite 63%A=1,4 Las
mediciones fueron realizadas con el saite ImageJ 1.47da fluorescencia a lo largo de la
pared celular gue abarca la punta del tubo polinico y la regidén subapical se determin6 usando la
funcién de linea segmentada en Imagedn un ancho de linea de 15 pixeles). La fluorescencia
integrada senormaliz6 al perimetro de la region medida. Esta estrategia permite la
comparacion directa entre tubos polinicos de diferente ancho.
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RESULTADOS

1. Analisis de la filogenia de lagoteinasPERK

EnArabidopsighaliana, se han identificadd5 loci que codificarianpara genesPERK
Mediante elandlisis de la expresion relativa de los gelRERKlisponible en ldbase de datosle
Genevestigator(https://www.genevestigator.com) pudimos identificar genesPERKcon alta
expresion enriquecidan polen PERB, PERK4, PERK5, PERK6, PERK7, FERRK12Para
establecer las relaciones entre las proteinas PERMat@dopsis thalianae construy6 un arbol
filogenético utilizando sus secuencias aminoacidicas compégtasd cual ds proteinasPERK
presentesen polen maduro y tubo polinico estudiadas en detalle en este tralbagvon
resaltadas en color rojen laHgura R1 Se definieron dos grupos en funcion de su similitud de
proteinas e primer grupo estd compuesto por PERK, 5, 6 y 7, mientras que un gendo
grupo esta compuesto por PERK11 y 12a3da PERK dentro de estos dos grupos tienen una
gran similitud en sus seencias, aunque el dominextracelular esu parte mas divergente
Los dominios extracelulares ddas proteinasPERK contienemotivos similares a extensina
(EXT) comegiones ricas en prolina del tipo S@mass). Se mapeeon los motivos SeProde los
dominios extracelulares de laproteinas PERK resultando los motiv8&rPray3) los
predominantes(FiguraRl). Las unidades de prola pueden potencialmente hidroxilarseGy
glicosilarse en cada prolina hidroxilada
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Figura R1Arbol filogenético de laproteinasPERK-15 (izauierda) combinado con la expresion relatiggentro) y

mapa de los motivos S&ra, de los dominds extracelularegderechg. El andlisis filogenético fue realizado con
MEGAGTamuraet al., 2007)mediante el método de Maxima Similitutlléximum Likelihoog(Saitou y Nei, 1987)

Los numeros en los nodos indican los valorebalgtstrap obtenidos para Q00 iteraciones/réplicad.a escala de
distancia representa la distancia evolutiva, expresada como niimero de sustituciones por aminBaaicioestra

la expresion relativa de los genes de la familia deRERK en Arabidopsisen distintos tejidos. Los astiscos
sefialan ds genesPERKcon maxima expresion en pelo radical y en polen, ambos tipos celulares que exhiben
crecimiento polarizado, de acuerdo a la base de datos del microarreglos de Genevestigator utilizando la
herramientaMeta-Profile Analysis, Atamy ProfileK Los nieles de expresion (en color bordson relativos a la
expresion maxima de cada gdms motivos SePra, estan representados con diferentes colores»=Sitnarillo

claro; Se=amarillo oscuro; SPnaranja; S&2rojo.Borasskt al., 2015.

2. Andlisign silicode la expresion de las PERKSs plantas deArabidopsis thaliana

Utilizando el software de http://bar.utoronto.ca/eplant (Winteet al, 2007), se
compararonlos niveles de expresiom silico de estos genes en los distintos tejidde
ArabidopsisDe este modo, se generaron pictogramas en los que se pudo visualizar de forma
simple los resultados experimentales obtenidos para las muestras empleadas en los
microarreglos.De los15 genesPERKSsiete se expresaren polen maduro y/o tubgolinico
(PERK3, PERK4, PERK5, PERK6, PERK7,yPEHRRHIR En laFigura R2se muestran los
resultados de la busquedzara el gerPERKa modo de ejemplo
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Figura R2Patrén de expresion del gePERK. http://bar.utoronto.ca/eplant (Winteret al., 2007. PLOS One 2:
e718)

Luego, se analizaon en detalle los niveles de expresi@e dichos geneERKen
microarreglos especificos de polen maduro y tubo polinico (Honys & Twell, 2004t &ljin
2009). En laFigura R3estan representados los datos depeesion colectados delichos
microarreglos empleando la herramienta elRe¢tronic Fluorescent Pictogrgptiisponible en
http://www.bar.utoronto.ca/. Se obserg que PERK, PERK PERK1 y PERK2 se expresaren
las ultimas etpas del desarrollo del granoedoolen, mientras quePERE y PERK estan
presentes durante todo el proceso, con niveles bajos de expresion en las primeras etapas
(polen unicelular y bicelular) (Honys y Twell, 200de® se analizé la expresion ¢as etapas
relacionadas con la poliacion polen deshidratado, polen germinadm vitro y polen
germinado semi in vivo (Qin et al, 2009) Se observéque con excepcion d€ERKZXuya
expresion se detecta solo en tubos polinicos crecgdwsiin vivqg todos los geneBERKBenen
altos nivelegle expresiordurante las tres etapa€st® datos sugiereque lasproteinasPERK
tendrian un rol importante durante laegminacion del grano de polen y/@ crecimiento del
tubo polinico.
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Figura R3Representaciones pictagficas de los patrones de expreside los gene®ERKnN diferentes etapas de
desarrollo del polen y en los procesos involucrados en la polinizde®mismas fuerogeneradas a partir de los
datos de los microarreglos de Honys y Twell, 2004 yeQal, 2009. Se observa la maxima expresiéon de dichos
genes en polen maduro y en tubo polinico.
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De estossiete genesPERKItres han sido estudiados previamentel gen PERK3e
expresaen polen y en tallo (Nakhamchgt al.,2004; Haffanet al., 2006),PERK4e exyresa en
polen, raiz inflorescenciassemillas germinadas y cotiledonessly proteinase localiza en la
membrana plasmatica (Nakhamchek al,, 2004; Baet al., 2009a; Baet al., 2009b), mientras
gue PERK12se expresa en pedoradicaks anteras, polen, tallo y silicuas inmaduras
(Nakhamchilet al, 2004; Hwangt al., 2010).

3. Andlisis de la expresion des genesPERK

Conel fin de confirmar los resultadas silicoobtenidos acerca del patron de expresion
delos genes’ERKse llevaron a cabensayos de actividad glucuronidasa (GUS) dirigidos por los
promotores delos sietegenes Figura RA; Figura BA; Figura RBE Lasputativasregiones
promotoras (2kb rio arriba del codén de inicio) de los gdPlEERKueron fusionadasio arriba al
gen remrtero GUS. Se introdujeron dichas construcciones en plantas WT mediante
transformacion corAgrobacterium tumefaciense obtuvieron lineas independientes pasala
uno de lospromotores PERK(pPERK3::GUBneas 2 y 3; pPERK4::GUS lineas 1, 2 y 4
pPERKSZUS lineas 5 y 6; pPERKG6::GUS lineas 3 y 4; pPERK7::GUS lineas 1 y 2; pPERK11::GL
lineas2, 5 y 7; pPERK12::GUS lineas @ )y En la generacion T2, en flores transgénicas se
observo actividad GUS en los granos de polen en desarrollo en anteras del@estadioll-

15 (Cecchettiet al.,, 2008) También fue observada actividad GUS en granos de polen adheridos
a las células del estignyaen tubos polinicog={gura RA; Figura BA; Figura Rh No se detecto
actividad GUS eastadiostempranos del desarrollalel polenprevios a la etapa gametofitica
post-meidtica Asimismo, no se detectd actividad GUS en plantulas de 5y 10 dias crecidas en
agar 0,8%, MS 0,5 X y supkntado con su agente selectivBigura RB; Figura BB; Figura

R6. Estos resultadosoncuerdan conlos datosde expresiénobtenidos de los microarreglos
guemuestran gue estos siete genB&RKse expresan en polen maduro y en tubo polinico.
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6 8 9 (meiosis) 10 = 11 (mitosis 1) b 1

Figura R. Actividad GUS en polen de plantas transgénicas homocigotas para la constpRERKS5::GUB) La

actividad GUS en plantas transgénicas pPERKS5::GUS fue examinada antes (et®)djodeBpués (estadios 13

15) de la antesis. La actividad GUS fue visualizada a partir del estadio 11 (mitosis I) hasta el estadio 15. El inset en
el esidio 15 muestra un tubo polinico que alcanzé el 6vulo y descargé el contenido. Escala= BpGyando se
analizaron plantulas transgénicaRERKS5::GU® se detectd actividad GUS.
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11 (mitosis I) 12 (mitosis II)

Figura B. Actividad GUS en polen de planteansgénicas homocigotas para la construccion pPERK12:AGLES.
actividad GUS en plantas transgénicas pPERK12::GUS fue examinada antes (es2)diase8pués (estadios -13
15) de la antesis. La actividad GUS fue visualizada a partir del estadio ddis(hithasta el estadio 1bos
asteriscos rojos sefialan la flor que corresponde al estadio indicado en laE&tala= 100 unB) Cuando se
analizaron plantulas transgéniceaBERK2::GUSho se detecto actividad GUS.

59



Figura B. Actividad GUS en polen de plantas transgénicas homocigotas para la comstesquPERB:GUS
pPPERK:GUS pPERB::GUS pPERKR:GUSy pPERKL:GUS La actividad GUS fue visualizegta granosde polen
maduro y en tubos polinicos creciendo a través del esAila derecha de la figura se pueden observar las fotos
correspondientes a las plantulas de cada linea transgénmdas cuales no fue detectada actividad GEsala=
100 pm.

4. Andlisé de las mutantes dADNT de las PERKSs con expresién en polen

Para determinar si lasiete PERKgue se expresan en polesstan involucradas elos
eventos de polinizacionse obtuvieron mutantes insercionales deéArabidopsis thaliana
correspondientes acada uno de ellas y luegaislamos mutantes homocigotas por
autocruzamientdFigura R). Luego de confirmar la presencia de la insercién en cada una de las
lineas mutantesse procedica verificar si dicha insercion afectaba los niveles de transcripto de
cada uno de estos genes. Mediante-RCRue confirmadogque en todos los casos los niveles
de transcriptodisminuyensignificativamentecon respecto aWT (Figura R).
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Figura R. A) Esquema de los genPERKJ y PERKX12 mostrando los dominios extraceluks SeiPro (azul)
transmembrana (amarillo) y quinasa(rojo). También se indican los intrones (lineas delgadas), los exones
(rectédngulos) y las posiciones de las insercioneADMT. Barras= 100 pb. BJonfirmacion mediante PCR de la
presencia de insermgnes en las lineas mutanteperk31 (SAIL_1055_ F12perk41 (SALK_034666Cperk51
(SAIL_1148 HO5)perk52 (WiscDsLox30F06)perk61l (SALK_056076C)perk71 (SALK_000753)perk1tl
(SALK_043970perk121 (SAIL_324_F02). Panel superior: fila 1, conirdees especificos para el gen de interés
(genes interrumpidos por la secuencia &8INT quedan muy largos para ser amplificados por la-pal¢merasa);

fila 2, con un primer especifico para la secuenciaA@MNT (LBb1 para lineas SALK y LB3 para linkia3, § otro
especifico para la secuencia del gen. GPRR deNT, PERKJ y PERKL12. ElI ARN fue extraido de tubos
polinicos germinados in vitro. PP2A fue utilizado como control interno. Las flechas verdes en (A) representan la
region amplificada por Bprimers utilizados en la FPICR. Todos los primers utilizados se encuentran listados en la
Tabla Al

Insercion ADN-T
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Luego,se analizési las mutantessimplespor insercion deADNT presentaban algun
fenotipo relacionado con defectos en la germinacion del grano denpgte crecimiento del
tubo polinico.En caso de no observar un fenotipo clarogbido aque existen siete PERKs
expresadas en polen splante6 obtener mdltiples mutantes por cruzamiento. Todas las
mutantes simples analizadas presentargmporcentajede germinaciéon menor que el W(WT:
70%, perk31: 61% perk41: 54% perk51: 55% perk52: 60% perk61: 58% perk71: 64%
perkl1:1: 57%y perk12l: 62%), perosoloperk51, perk52 y perk121 mostraron un fenotipo
de tubo polinicoméas corto Figura B). Tomando en cuenta queperk5y perkl2fueron las
Unicas mutantes simples que mostraron diferencias significativas en el largo del tubo polinico
serealizaon cruzas para obtenda doble mutanteperk51perk121. Estamostré, al igual que
las mutantes simplegerk5y perk12 tubos polhicos mas cortos que los d&Ty un porcentaje
de germinacion menorWT: 69% yperk51 perk12l: 59%) (Figura R). Los resultados
obtenidosindican que PERK y PERK12on necesarias para normal crecimientan vitro del
tubo polinico aunque su efecto no es aditivikambién obtuvimosals mutantes doblegerk41
perk71, perk6l perk71, perk6l perkltl y perk71 prekltl. Las combinaciones elegidas
para generar las dobles mutantes se realizaron en base a la cercania en laidilpge los
niveles de expresion en polen madurBn las nuevas mutantes dobles analizadasno se
detectarondiferencias significativagn el crecimiento del tubo polinico, si bien en todos los
casosel porcentaje de germinacion si se wfectado, aunque @ significativamente para la
doble mutanteperk71 perk111 (WT: 75%perk41 perk?1l: 60% perk61l perk?1l: 58% perk6
1 perkl}l: 63% yperk71 perkltl: 71%)(Figura RQO). Luego de este ensayse decidid
continuar el trabajo analizando las mutantssnpes perk51, perk52, perkl12l y la doble
mutante perk51 perk121.
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Figura R. A)Cuantificacién de la longitud de los tubos polini¥é§ de las mutantesimplesperk51, perk121y

de la doble mutantgerk51perk121 luego de 3 h de germinacién in vitro. Los datos se muestran como la media +
SEM, ii=11).Los asteriscos indican diferencias significativas respecttWdede acuerdo al test de ANOVA con
p<0.05.B)Imégenes representativas de las cuantificaciones realizadas®@ O t I ' mnn xY®
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Figura RO. A) Cuantificacion de la loityd de los tubos polinico®VTy de las doblesnutantes obtenidas por
cruzamientduego de 3 h de germinacion in vitro. Los dateanuestran como la media + SEM, (n=B) Imagenes
representativas de las cuantificaciones realizadas dfsfed=100 pum.

En una segunda instanciae realizaronensayos para establecer la cinética de
crecimiento de los tubos polinicas vitro. para determinar la velocidad de cistento de los
tubos polinicosse graficé su longituén funcién del tiempdFigura R1A). El analisis de la
cinética del crecimiento dstubos polinicas indica que las mutantesimplesperk51, perk12
1y la doble mutanteperk51 perk12l (perk5lvel = 180H > YpermKSRe = 217¢p > YK KT
perk121vwe = 173n > Y pekk51 perk12le=143M > YK K0  ONB @&8dad due eV Sy 2 NJ
WT(WTwe=32517 > Ykst explicarial hecho degue luego de 3h los tubos polinicos de las
mutantesalcancen una longitud final menor que los tubos polinicos Péfa simplifica en la
FiguraR11B se muesta la cinética correspondiente a tubos polinitt3, perk51y de la doble
mutante perk5lperkl121l; mientras que en las imagenes se muestran tubos polinicos
representativos de los genotip®Ty perk51.
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Figura R1 A) Las longitudes se informan paeala tiempo como el promedio de 20 tubos polinicos. Los valores se
reportan como la media + SEM y los asteriscos representan diferencias significegjppasto del WThe acuerdo a

un test ANOVA de 1 factor, p€8, B) Imagenes representativas del anatisida cinética de crecimiento del tubo
polinico in vitro, para aVTy la mutanteperk51® 9 & Ot I man xY®

En otra aproximacion para estudiar el rol (#=RK y PERK1Zn la polinizacion,
realizamos ensayos de germinacion seamviva En dichos ensaydass pistilos son polinizados
manualmentecon polenWT o polen mutantey luego estigma y estilcson escindidos de la
planta y colocados en medae germinaciéon de polesemisolido. Comopuede observarse las
diferencias en la longitud de los tubos poliniséf son significativas en los casos en los que se
utilizo polen proveniente de plantas mutantéSigura R1R Esto concuerda con los resultados
obtenidos en los ensayas vitro.
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Figura R2. A). Cuantificacion de la longitud de los tubos potisique emergen de los pistilos. Los valores se
reportan como la media £+ SEM y los asteriscos representan diferencias significativas de aauetdstsANOVA
de 1 factor, p<@5. (Las cruzas se presentan como pistilo x polBj)lmagenes representativael ensayo de
germinacion semiinvid 9 & 0Lt I mnn xYo®

Por ultimo,se realizél ensayo de polinizacidn vivopara evaluar el crecimiento de los
tubos polinicoen los pistilos. En este ensayo se emplea azul de anilina para visualizar la calosa
presente en la pared celular de los tubodipmos. Se analizdego de 3 kel crecimiento de
tubos polinicos en pistiloWT polinizade manualmente con polen mutante y viceversa.
También se realizéste mismo ensayo con pistilos autopolinizagssudiandoel crecimiento
de los tubos polinicos luegde 12h. Transcurridas las 3 h el frente de crecimiento de los tubos
polinicosWT se sita dentro dl 60% del pistilo, mientras que cuando se emplea polen de las
mutantes simples y de la doble mutanteperk5lperkl21l se observa un recorrido
significativanente menor(perk51: 37% perk52: 36%perkl121: 39% yperk51 perk121: 37%)
(Figura R3). Por otro lado, lego de 12 h los tubos polinic@éT en su mayoria han alcanzado
la base del pistilo y fecundado laagoria de los 6vulog-{gura R4), mientras queos tubos
polinicos mutantes han recorrido una menor distancia. Estos resultados en un comtexto
concuerdan con los obtenidda vitroy semiin vivqg indicando que existe un retraso en el
crecimiento de los tubos polinicos de lasitantes simplegperk5y perk121 simples yde la
doble mutanteperk51perk121 con respecto a los tubos WT

66



A 1000

Longitud cel tubo polinico (um)

WTx5-1,121 = }5-1,12-1x51,12-1

Figura R3. A). Cuantificacion de la longitud maxima de los tubos polinicos dentro de los pistilos. Los valores se
reportan como la media £ SEM y los asterisepsasentan diferencias significativas de acuerdo a un test ANOVA
de 1 factor, p<0.05(Las cruzas se presentan como pistilo x polBy)Iméagenes representativas del ensayo de
germinacion in vivo. Las flechas rojas sefialan el frente de crecimiento déblms iolinicos luego de 3 h, tefiidos
02y I1dz RS FyAftAylL® 940t I mnn xYo
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Figura R4. A). Cuantificacién de la longitud maxima de los tubos polinicos dentro de los pistdosde 12 h de
crecimienta Los valores se reportan como ladie £ SEM y los asteriscos representan diferencias significativas de
acuerdo aun test ANOVA de 1 factor, p€8, (Las cruzas se presentan como pistilo x pol&))Imégenes
representativas del ensayo de germinaciarviva Las flechas rojas sefialan rte de crecimiento de los tubos
polinicosque fuerontefiidos con azul de anilin&set f | I pnn xY®

Los resultados obtenidos en los ensayos de germinaaiovit(o e in vivg y de cinética
indican que los defectos observados en el crecimiento del tubo polié@golantas mutantes
perk5y perkl2 pueden deberse a problemas en el desarratd polen, adeficiencias en la
germinacion aa una alteracion en el crecimiento de los tubos polinicos a trdeésstigma y
hacia los ovulas
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5. Evaluacion de los parametros de fertilidad en las simples mutanpesk51, perk52,

perkl21y en la dole mutante perk51 perk121

5.1. Analisis de segregacion

Con el objetivo de determinar los parametros de fertilidad en las distintas mutantes
simples y en la doble mutanteerk51perk121 se hicieron analisis de segregacid&mn primer
lugar, se analiz6 lssegregacion en los autocruzamientos de plantas mutantes simples
heterocigotasperk51, perk52 y perk121 (Tabla R) Los resultados muestran qpara todos
los caso®l numero de plantabomocgotasmutantes oltenido es significativamente menor al
esperdo.

Luego, se realizaron retrocruzas de pistiWg polinizados con polen heterocigota
mutante y viceversa, analizandose la segregacion de la descendEaloia R). En los casos en
los que se empled polen heterocigota mutargerk51, perk52 y perkl21, se observo una
desviacion significativa de la relacién de segregagiéndelianaesperada(l:1). Mientras que
cuando se utilizé poleWT para polinizar los pistilos heterocigotas mutantes, no se obsenvaro
desviaciones significativaEstosresultadossefialan que la segregacién anormal observada es
debida a defectos en el gametofito masculino y no en el femenino.

Se prosiguié con el analisis de segregacion de retrocruzamientos de plantas doble
mutante heterocigota pardPERKY homocigota pardPERK1Zperk5-1 +/- perkl2l -/-). Se
siguid la segregacion des alelos dePERKY% se observd una desviacion significativa de la
relacion 1:1 esperada sétmandose uso el polen de la doble mutanféabla R) Del mismo
modo que en las simples mutantes, el defeeto la segregacion en la doble mutante esta
asociado a deficiencias en la transmision del polen.
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Tabla R. Segregacién de auto y retrocruzamientos de las simples mutgreess1, perk52 y perk121, y
retrocruzamientos de la doble mutanteerk51 perk12l. Las diferencias fueron evaluadas con la prueba de Chi
Odzl RNI R2 0o @HpistilordlJpoleix nsp diferencias no significativasyT: wild type +/+: homocigota
salvaje +/-: heterocigota;/- homocigota mutante.

aXd Genotipo F1 Sg;rsg;caoan S()ngr:rg\]g(:jlgn X p value
perk5-1*- X perks-1* PERK®* - 1:2:1 82:109:65 *
?rlijt;émientos perk5-2*- X perks-2*"- PERK®* /- 1:2:1 75:99:60 *
perk121*- X perk121*" PERK12*+-/- 1:2:1 81:102:70 *
perks1*- XWT PERK%" 1:1 111:90 ns
WT X perk5-1+- PERKS"+- 1:1 108:75 *
perk121*- XWT PERK12 " 11 88:79 ns
Retro- WT X perk12-1*- PERK12*- 1:1 101:82 *
cruzamientos |perk52+/- XWT PERKS"+- 1:1 100:86 ns
WT X perk5-2 *- PERKB/*+- 1:1 113:81 *
perk51*- perk1217- XWT [PERKS"*- 1:1 125:103 ns
WT X perk5-1*- perk12-17-  |PERKS"" 1:1 133:91 *

5.2. Andlisisdel nimero de semillas

Para continuar con el estudio de la disminucion en la fertilsl@nalizél nimero de
semillas por silicua en las mutantesnplesperk51, perk52 y perk121, y la doble mutante
perk51 perk121. Se contd el nimero de semillas en al menos 200 vainas de 15 plantas por
linea mutante, crecidas durante 5 seman&ara las plantaSVT, el nimero promedio de
semillas por vaina fue de 481,02 mientras que para las plantas mutantes fue de4524
(perk51), 46+ 0,78 (perk52), 44+ 1,45(perk121) y43+1,57 (perk51 perk12l) (Figura RE).

A pesar de queak diferencias en el nieno de semillasfueron significativas, no se
correlacionan con lo hallado respecto a los parametros fisiologiebsrecimiento del tubo
polinica Esto podria deberse @ue, a pesar de tener un crecimiento mas lentos tubos
polinicos de las lineas muitizs llegan de igual manera a fecundar el évulo, aunque mas tarde
gue las lineaSVT.
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Figura R5. A)NUmero de semillas por vaina de plantAg'y simples mutantes (n = 15 plantas por genotipo). Se
grafican los valores mediosSEM. Los asteriscos indican diferencias significativas respectdTodd acuerdo al
test de ANOVA de 1 factor con p<0.05. Esc&l@0 um.B) Imagenes representativas de las silicW3, de las
simples mutantegperk51, perk52, perk121y la doble mutangé perk51prek12l1. Las flechas negras sefalan la
ausencia de semillas a lo largo de la silicua.

6. Localizacion subcelular de PERK5S

Para comprender el rol de lgsoteinasPERK durante el crecimiento del tubo polinico es
importante también conocer su latizacion subcelularEstudios previos indican qukas
proteinasPERKSs estarian localizadas en la membrana plasn{Btiddamchiket al., 2009,
pero esto se desconoce experimentalmente para casi todas ellas. S6lo se ha descripto
previamente qudas protehasPERK4 (Bei al., 2009a; Bagt al,, 2009b) y PERK13 (Hwaetg
al. 2016) se localizan en la membrana plasmatica. Para determinar la localizacion de PERKS5,
plantas deArabidopsis thaliandueron transformadas con la construccion 3PERK&FP Se
analzaronlascélulas epidérmicas de raiprrespondientes lantas transgénicas homocigotas
para dicha construccién medianteicroscopia confocaF{gura Rf). Los resultados muestran
gue PERKS5 se localiza en los margenes celularefogatiza parcialmert con el marcador de
pared celular loduro de Propidio.
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35S::PERK5-GFP loduro de Propidio Merge

Figura R®&. Localizacion subcelular de PERKS5. Imagenes representativas de células epidérmicas de raiz de
Arabidopsis thalianaxpresando PERKEFP. El panel de la izquierda muestraxiaresion de PERKGFP, el panel

central muestra la fluorescencia correspondiente al loduro de Propidio, y el panel de la derecha muestra la
superposicion de las imagengserge, donde la fluorescencia amarilla indicalooalizacionEscalas um.

7. Ensyos dela integridad de Igpared celularutilizando loduro de Ropidio, Rojo de Rutenio,
S4B yAzul de Anilina

Tal como se menciond en la introduccion,pekible rolde lasproteinasPERKsomo
sensores de la integridaglestado de la pared celulgodria explicarel fenotipo observado en
las mutantessimples y doble. Lausenciade PERKy/o PERK1godria generar un incorrecto
ensamblado de la pared celular de los tubos polinposocando que estosrezcan mas lento
gue losdel genotipo salvajeWT). Por ello, fueron analizadodistintos componentes de la
pared celular de tubos polinicos germinadiowitro medianteel uso dediferentes tinciones.

En primerlugar, se utilizo la tincion dezul de anilingdAA) que permite visualizar calosa,
uno de losprincipales componentes de la pared celular de los tubos polinicos. El AA se une a
L2t Aal Ot NAR2a | dzfl,3yNdndts yisudlizdr [0S gepdsitosSde calosa en la
pared celular empleando luz UV. Se analizaron tubos polinicos simples mupariésl,
perkl21 y la doblemutante perk5lperkl21l y no se encontrarondiferencias significativas
respecto del genotipdVT (Figura R1Y.
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Figura R17Determinacién de calosa mediante &A la pared celular de tubos polinicos germinadositro. A)
Cuantificacion de la calogaresente en las simples y dokdemutantes. B) Imagenes representativas de las
cuantificaciones realizadas en A. La linea amarilla indica la zona seleccionada para realizar las mediciones.
Escala=1Qum. NS: diferencias nsigrificativas respecto del WT de acuerdo asttele ANOVA de 1 factor con
p<005.

H loduro de Propidio(IP) se une a los grupos carboxilicos del acido galacturénico
presente enlas pectinasde la pared(Roundset al, 2011) En laFigura R18e observa que
tanto en las simples como en la doble mutante yhan mayor contenido de
homogalacturonanos no metoxilados que &ivos controlesDe igual manera, utilizando Rojo
de Rutenio(RR)que tifie pectinas no esterificadas se observdé una ma@mulacion de
pectinas en ehpicedel tubo polinicqFigura R9).
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Figura R18Determinacion de pectinas mediante IP en la pared celular de tubos polinicos germinados in vitro. A)
Cuantificacion de las pectinas presents las simples y doldemutantes. La region delitada en amarillo
ejemplifica el perimetro en el que se midi6é la fluecencia para cada tubo polinichos asteriscos indican
diferencias significativas respecto d&T de acuerdo al tst de ANOVA de 1 factor con pe®, B) Imagenes
representativas de tubss polinicos dérabidopsis thaliangenidos con loduro de Propidio. Escala=6 um.

perk5-2 perk12-1 perk5-1, perk12-1

Figura RQ. Determinacion de pectinas mediante Rojo de Rutenio (RR) en la pared celular de tubos polinicos
germinados in vitro. Imagenes representativas de tubos poknide Arabidopsis thalianatefiidos con RR.
Escala=50 um.

Estos resultadossugieren que la ausencia dePERK y/o PERK1Zroduciria una

acumulacioén de pectinas en la zona apical y subapical del tubo poliniccaéRL7 y R}8en
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particular pectinas no mdadas. Este bajo nivel de esterificacion permitiria que las pectinas se
entrecrucen mediante C#, otorgandde rigidez a la pared celular lo que explicaria el fenotipo
de tubo polinico corto observado en las slegy doble mutante estudiadas.

La celuloa puede ser visualizada con un colorante especifico llanRattamine Fast
Scarlet4B (S4B) (Andersoet al, 2010).En laFigura RO se observa un aumenten el
contenido de celulosaen las simples mutanteperk51, perk52, perkl21l y en la doble
mutante perk51 perk12l con respecto a plantas WEste aumento en la abundancia de
celulosa en la pared celular podria explicar en parte el fenotipo presentesemuigantes
estudiadas, ya que un mayeontenido de celulosa estd asociadon una disminucién eta
velocidad de crecimiento de los tubos polini¢hmllet et al., 2013)
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Figura RO. Determinacién de celulosa mediante S4B en la pared celular de tubos polinicos germinados in vitro. A)
Cuantificacion de celulosa presente en las simples y dotvlatantes. Los asteriscos indican diferencias
significativas respecto d#VTde acuerdo al tst de ANOVA de 1 factor con p&®, B) Imagenes representativas de
tubos polinicos dérabidopsis thalian@efiidos conS4B La region delimitada en amarillo ejemplificapelrimetro

en el que se midi6 la fluorescencia para cada tubo poliiscala= 1Qm.

Todos stos resultados sugieren que en ausencia de las proteinas PERK5 y PERK12 se
produce una acumulacion de pectinas y celulosa en las paredes celulares de |gsdiifioss.
Esto coincideon los resultados obtedos en los ensayos fisioldgicos, ya que un aumento en la
rigidez de la pared celular puede ocasionar una disminucioén en la tasa de crecimiento de los
tubos polinicos.
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