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Resumen

En el presente trabajo identificamos a VLG y BNP como genes que codifican para
proteinas con dominios DC1, los cuales poseen alta identidad estructural con los
dominios C1 presentes en proteinas animales. A partir del analisis in silico de bases de
datos de microarreglos y ensayos con plantas reporteras promotor:GUS demostramos
que ambas proteinas se regulan fuertemente ante estreses bidticos y abidticos y
tratamientos con hormonas. A través del estudio de mutantes hemicigoticas
demostramos que la proteina VLG es necesaria para la formacion de una gran vacuola
central que caracteriza a los estadios tempranos del desarrollo de los gametofitos
femenino y masculino en A. thaliana. A partir de nuestras evidencias hipotetizamos
que la proteina VLG cumple su funcién en los compartimentos prevacuolares tardios a
través de la interaccion entre PVA12 y LTL1, ambas proteinas asociadas a la unién
entre vesiculas. Ademas, demostramos que BNP es necesaria para alcanzar el
estadio tricelular del desarrollo microgametofitico y participa en la germinacion del tubo
polinico. También se demostré que la proteina BNP interactua con ambos reguladores
de la transcripcion VOZ1 y VOZ2 en compartimentos prevacuolares tardios vy
proponemos dicha interaccion es necesaria para su translocacion desde dichos
compartimentos hacia el nucleo. En conjunto, nuestros resultados demuestran que las
proteinas con dominios DC1 cumplen funciones en procesos de estrés y del desarrollo
gametofitico en A. thaliana. Especificamente, ambas proteinas participarian del
transporte y anclaje de complejos mayores de proteinas que forman parte de los
compartimentos endosomales tardios.

Futuros estudios sobre la regulacion de las proteinas que forman parte de dichos
complejos endosomales ampliaran las bases funcionales de su participacion en los
procesos de desarrollo, incluyendo también las respuestas de defensa de las plantas

de A. thaliana frente a estrés ambiental.



Abstract

In this study we identify VLG and BNP as genes that encode DC1 domain containing
proteins, which display high structural identity with C1 domains present in animal
proteins. Through in silico analysis of microarray databases and bioassays using A.
thaliana promoter:GUS reporter lines we demonstrate that both proteins VLG and BNP
are strongly regulated during biotic and abiotic stresses and hormone treatments. The
study of hemicigotic mutant lines allowed us to discover that VLG is necessary for the
formation of a big central vacuole that characterizes early stages of male and female
gametophytic development. We hypothesize that VLG carries out its function in late
prevacuolar compartments through the interaction with PVA12 and LTL1, proteins
associated to vesicle fusion. Likewise we demonstrate that BNP is required for
reaching tricellular stage in microgametophytic development and to carry out pollen
tube germination. Furthermore we demonstrate that BNP interacts with transcriptional
regulators VOZ1 and VOZ2 in the late prevacuolar compartments, and we hypothesize
that this interaction is needed for their nuclear translocation. In summary, our results
demonstrate that DC1 domain containing proteins carry out specific functions in
processes involving stress and development in A. thaliana, participating in protein
transport and tethering in endosomal compartments.

Future studies regarding the regulation of the proteins that comprise such endosomal
complexes will expand the basic functional knowledge of their involvement in

development and stress responses in A. thaliana.



Abreviaturas

ABA: 4cido abscisico, por el inglés abscisic acid

ABRC: Arabidopsis Biological Resource Center

ADN: acido desoxiribonucleico

AJ: acido jasmonico

ARN: acido ribonucleico

AS: acido salicilico

Avr: cepa avirulenta

BNP: binuclear pollen

BiFC: complementacién bimolecular de la fluorescencia, por el inglés bimolecular
fluorescence complementation

ADNc: ADN copia producido por retro-transcripcion

Ctrl: control

DAG: diacilglicerol

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DCA1: divergent C1; C1 divergentes, por el inglés divergent C1

DIC: microscopia de contraste interferencial, por el inglés differential interference
contrast microscopy

FG: saco embrionario, por el inglés female gametophyte

GFP: proteina verde fluorescente, del inglés green fluorescent protein
GUS: gen reportero de la p-glucorunidasa

IAA: acido-3-indol acético, por el inglés indole-3-acetic acid

MS: medio de cultivo “Murashige y Skoog”

MVB: cuerpos multivesiculares, por el inglés multivesicular bodies

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, por el inglés polimerase chain reaction
PKC: quinasa de proteina C, por el inglés protein kinase C;

PVC: compartimentos prevacuolares, por el inglés prevacuolar compartments
qPCR: PCR cuantitativa, por el inglés quantitative retrotranscriptase PCR
RE: reticulo endoplasmatico

RFP: proteina roja fluorescente, por el inglés red fluorescent protein

SV: pequenas vacuolas, por el inglés small vacuoles

T-ADN: ADN transposon

TBE: Tris, acido ascorbico y EDTA

TE: eficiencia de transmision genética durante cruzamientos reciprocos
TGN: red trans Golgi, por el inglés trans Golgi network

UBQS: gen de la Ubiquitina 5 en Arabidopsis thaliana (At39g62250)

vcl1: vacuoleless1

vir: cepa virulenta

vlg: vacuoleless gametophytes

VOZ1: vascular one zinc finger protein 1

VOZ2: vascular one zinc finger protein 2

WT: tipo salvaje, del inglés wild type

Y2H: doble hibrido en levaduras, del inglés yeast two hybrid
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Introduccion

Regulacién transcriptomica de la interaccion planta-ambiente

Las plantas habitan en ambientes constantemente cambiantes. Cuando dichos
cambios o perturbaciones son desfavorables para su crecimiento o el desarrollo, las
plantas acusan estrés.

El estrés biologico es la respuesta de un organismo a una condicion que desafia su
homeostasis (Selye, 1956). Los factores bidticos que afectan el desarrollo de las
plantas, incluyendo su reproduccién pueden ser de origen fungico, bacteriano, viral o
por herbivoria. Los factores abioticos pueden ser escasa disponibilidad de agua o
sequia, frio, exceso de sal, metales toxicos o radiacion ultravioleta entre varios otros.
En respuesta al estrés, las plantas responden dinamicamente involucrando diversos
procesos regulatorios a través de modificaciones metabdlicas, fisioldgicas,
morfoldgicas o incluso, de comportamiento, que finalmente alteran su crecimiento y
desarrollo (Haak et al., 2017). La mayoria de tales procesos estan regulados a nivel
transcripcional. Se ha demostrado que los cambios en la expresion génica subyacen
en las respuestas tanto a estimulos como a estreses ambientales (Riechmann, 2002).
El estudio de organismos vegetales, tanto de sistemas modelo como de especies de
interés agronomico, ha generado un gran volumen de conocimiento sobre los
mecanismos moleculares vy fisiologicos de las respuestas de estrés. A grandes rasgos,
los autores coinciden en que la regulacion transcripcional del estrés, tanto de origen
biético como abidtico, involucra no sélo genes especificos de estrés sino, en mayor
medida, una reprogramacion global del transcriptoma (Kreps et al., 2002; Mahalingam
et al., 2003; D’ippolito et al., 2010). Los analisis de microarreglos utilizados para
investigar la reprogramacion transcripcional de la sefalizacién de defensa en plantas
de Arabidopsis thaliana mostraron que hasta el 25% de los genes alteran sus niveles
de transcripcion ante la infeccion por patégenos (Riechman, 2002). El analisis de las
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categorias funcionales a partir de los perfiles transcriptdomicos durante respuestas de
estrés indica que la regulacion ocurre en todos los aspectos de la fisiologia y
metabolismo vegetal. Entre dichas categorias se identifican crecimiento y division
celular, enfermedad y defensa, energia, trafico intracelular, metabolismo primario y
secundario, sintesis y degradacion de proteinas, transduccion de sefales, etcétera
(Mahalingam et al., 2003).

En nuestro laboratorio y en el marco de un estudio transcripcional enfocado a
identificar genes diferencialmente expresados en papa frente al ataque del hongo
patogénico Fusarium solani f. sp eumartii (Fusarium eumartii) se identificaron 578
genes sobreexpresados a las 24 hs luego de la infeccion (D’lppdlito et al., 2010). La
clasificacion funcional de cada uno de ellos permitié identificar tanto genes tipicamente
relacionados con respuestas de defensa como asi también nuevos genes, varios de
ellos con funciones aun desconocidas. Entre la poblacion de genes que codifican a
proteinas de funcién desconocida y cuya expresion aumenta frente a la infeccion se
identificd un clon correspondiente al gen SGN-U297024 segun la nomenclatura de Sol
Genomics Network (https://solgenomics.net/). Dicha secuencia resulté codificante para
una proteina con dominios DC1 cuya funcion a la fecha de publicacion de dicho trabajo

no habia sido estudiada.

Proteinas con dominios DC1

Los dominios DC1 (por Divergent C1) son dominios de funcidon desconocida que
contienen regiones ricas en residuos de aminoacidos, histidinas y cisteinas los cuales
son caracteristicos de los dominios de coordinacion de zinc (zinc fingers). Deben su
nombre a la similitud que tienen con los dominios C1 presentes en la quinasa de
proteina de tipo C (PKC) y otras proteinas de animales, incluyendo quinasa de
proteina de tipo D, diacilglicerol quinasas, RasGRPs, quimerinas y Munc13s (Brose et

al., 2004).



Los dominios C1 fueron originalmente caracterizados como dominios de union a los
lipidos diacilglicerol (DAG) y ésteres de forbol, pero actualmente se acepta que
también participan en uniones del tipo proteina-proteina (Colon-Gonzalez y Kazanietz,
2006) y en la unién a membranas (Johnson et al., 2007).

Los dominios C1 cumplen una funcién importante en la activacion alostérica de la PKC
(Ono et al., 1989) y en el direccionamiento de PKC y otfras proteinas a membrana
plasmatica o endomembranas (Lehel et al., 1995, Mosior y Newton, 1995). En la
proteina MunC13-1 la cual esta involucrada en el proceso de fusién de vesiculas
sinapticas, el dominio C1 actuaria disminuyendo las barreras energéticas requeridas
en la fusién vesicular (Basu et al., 2007).

En plantas, con excepcion de las diacilglicerol quinasas, no existen proteinas con
dominios C1 del tipo a los identificados en animales, pero si existe un gran numero de
proteinas con dominios DC1: 141 en A. thaliana (Figura 1), 23 en tomate y 45 en arroz,
presentando la mayoria entre 3 y 7 dominios DC1 (Arias et.al., manuscrito en revision).
Se especula que los dominios DC1 cumplen en las plantas las funciones que
desempefa el dominio C1 en animales. Sin embargo, muy poco se sabe sobre los
dominios DC1 y sobre las funciones de las proteinas con dominios DC1 en plantas. La
posibilidad de interaccién de las proteinas con dominios DC1 con el DAG podria
posicionarlas como intermediarios en las vias de transduccion de sefiales en las que el

DAG actuaria como una molécula sefia I[(Dong et al., 2012).
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Figura 1. Familia de proteinas con dominio DC1 en A. thaliana. Arbol filogenético de las 140
proteinas con dominios DC1 identificadas en A. thaliana. Se indican los resultados de la prueba

bootstrap con 1000 réplicas de los mayores nodos.

Previamente a este trabajo de Tesis, existian solo unos pocos estudios de proteinas
con dominios DC1, y en ninguno de ellos se abordé la caracterizacion funcional de sus
dominios. Sin embargo, se les ha asignado funciones en la regulacion fisioloégica de
procesos de estrés, principalmente porque su transcripcidn se regula ante estimulos
ambientales (Suesslin y Frohnmeyer, 2003, Hwang et al., 2013, Li et al., 2010, Shinya
et al., 2007, Bhaskar et al., 2015, Gao et al., 2016).

En A.thaliana se identificaron dos genes que codifican para proteinas con dominios
DC1, Atbg17960 y ULI3 (At5g59920). El gen At5g17960 se describié inicialmente
como gen de respuesta a estreses (frio, sal, sequia, quitina y radiacion UV) y
tratamientos hormonales (acido giberélico, AS, AJ y etileno) (Bhaskar et al., 2015),
mientras que ULI3 esté involucrado en la transduccién de sefales mediadas por UV-B

(Suesslin y Frohnmeyer, 2003).
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La proteina CaDC1 fue identificada como regulador positivo durante las respuestas de
defensa dependientes de AS en plantas de Capsicum annuum inoculadas con
Xanthomonas campestris (Hwang et al., 2013). CaDC1 se localiza en el nucleo y se
une a ADN y ARN in vitro (Hwang et al., 2013).

En trigo, TaCHP se identifico6 como una proteina expresada diferencialmente bajo
estrés salino, que al sobreexpesarse ectdopicamente en A. thaliana le otorga mayor
tolerancia frente a tratamientos con NaCl (Li et al., 2010).

Las proteinas NtDC1a y NtDC1b se inducen tempranamente en plantas de tabaco
ante la accién de laminarina enriquecida en B-1,3-1,6-oligoglucano, la cual es utilizada
habitualmente como inductor quimico o elicitor de la respuesta de defensa (Shinya et
al., 2007).

En algodon, la proteina DC1 GhCHR se identific6 como blanco del microRNA
miRNVL5 y participa en la regulacion de la respuesta de estrés salino (Gao et al.,
2016). Sin embargo no se ha descripto el gen ortélogo de miRNVL5 en A. thaliana y
por lo tanto su rol en la regulacion de estrés no ha sido completamente interpretado.
En conjunto, las evidencias presentadas apuntan a que las proteinas con dominios
DC1 participan de la regulacion fisiolégica de las respuestas de estrés en diversas
especies de plantas angiospermas. En este trabajo se utilizara la especie modelo A.
thaliana para profundizar el conocimiento basico del rol de las proteinas con dominios

DC1 durante procesos de estrés y a lo largo del ciclo de vida de las angiospermas.

Reproduccion y desarrollo gametofitico en A. thaliana

Las plantas embriofitas atraviesan un ciclo de vida haplodiplonte con alternancia de
generaciones. Dicho ciclo involucra una generacion multicelular haploide, llamada
gametofito, y una generacion multicelular diploide, llamada esporofito. La funcién
principal del gametofito es la de producir gametas por mitosis, que luego de la

fecundacion generan un cigoto diploide (Drews y Koltunow, 2011). El cigoto se
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desarrolla en un esporofito, capaz de producir esporas por meiosis, dando lugar a
nuevos gametofitos (Drews y Koltunow, 2011).

En las embriofitas inferiores (briofitos en sentido laxo), el gametofito es la generacion
dominante, conspicua, mientras que los esporofitos se encuentran unidos al
gametofito, del cual son fisiolégicamente dependientes (Drews y Yadegari, 2002).
Durante la evolucion de las plantas los gametofitos han tendido a reducirse en tamafio
y complejidad en relacion a los esporofitos, llegando hasta la dependencia fisiolégica
en las plantas superiores (espermatofitas) (Drews y Yadegari, 2002). La heterosporia,
otra adquisicidon evolutiva del ciclo haplodiplonte, resulté en la produccién de dos tipos
de gametofitos unisexuales, femenino y masculino (Drews y Yadegari, 2002).

En las plantas con flores o angiospermas, los gametofitos comprenden muy pocas
células y estan incluidos dentro de los 6rganos sexuales de la flor (Drews y Yadegari,
2002). El gametofito masculino, también referido como grano de polen o
microgametofito, se desarrolla dentro de la antera y estda compuesto de dos células
espermaticas dentro de una célula vegetativa. El gametofito femenino, también
llamado saco embrionario o megagametofito, se desarrolla dentro del 6évulo, que a su
vez esta dentro del ovario del carpelo (Drews y Yadegari, 2002).

En A. thaliana, el desarrollo del saco embrionario comienza a partir de la megaspora
funcional, producto de una meiosis asimétrica (FG1). Tres rondas sucesivas de mitosis
dan lugar primero a dos nucleos (FG2), que se separan por una gran vacuola central
(FG3), luego cuatro nucleos, dos de cada lado de la vacuola (FG4), y finalmente ocho
nucleos que corresponden a cuatro tipos celulares (FG5) (Christensen et al., 1997).
Estos son la ovocélula, la célula central, dos sinérgidas y tres antipodas (Christensen
et al., 1997). Entre el estadio FG5 y FG6, un nucleo de cada polo del saco embrionario
migra hacia el centro, ubicandose proximos a la ovocélula. Estos reciben el nombre de
nucleos polares y su fusion dara origen al nucleo diploide de la célula central (FG7,
Figura 2) La identidad celular se establece durante la celularizacion, entre los estadios
FG5 y FG7, pero se programa anteriormente mediante gradientes hormonales vy la
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separacion fisica de los nucleos por vacuolas a lo largo del saco embrionario

(Pagnussat et al., 2009; Martin et al., 2013).

Estadio Estadio Estadio Estadio Estadio Estadio Estadio
FG1 FG2 FG3 FG4 FG5 FG6 FG7

luego de que la meiosis asimétrica de un megaesporocito genera una Unica megaespora
funcional (FG1). Las flechas con rétulo indican las células antipodas (CA), los nucleos polares
(NP), la célula central (CC), las células sinérgidas (CS), la ovocélula (OC) y la vacuola central
(VC). Adaptado de Christensen et al., (1998).

La gametogénesis masculina comienza luego de que la meiosis de una célula
esporégena produce una tétrada de microsporas haploides (McCormick, 1993). Cada
una de las microsporas tiene una polaridad determinada por su posicién en la tétrada
(Park et al., 1998). Siguiendo esa polaridad, se forma una vacuola central por fusion
de vacuolas preexistentes, que empuja el unico nucleo hacia la pared de la microspora
(Twell et al., 1998). Esto desencadena una mitosis asimétrica, produciendo dos células
de tamario desigual: la célula vegetativa y la célula generativa (Twell et al., 1998). La
célula vegetativa, mas grande, constituye la mayor parte del citoplasma y acumula la
reserva de metabolitos y transcriptos requeridos para el crecimiento del tubo polinico
(Twell et al., 1998). Por otro lado, la célula generativa es de menor tamafio, presenta la
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cromatina condensada, relativamente pocas organelas y metabolitos, y migra hacia
dentro del citoplasma de la célula vegetativa (Twell et al., 1998). La célula generativa
sufre una ultima mitosis antes de la fecundacion, para formar dos células espermaticas
que fecundaran simultdneamente a la ovocélula y a la célula central en el saco

embrionario (Twell et al., 1998) (Figura 3).

Meiosis

A

)
Pared de

Microesporocito / Tétrada  calosa
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Figura 3. Esquema de las etapas del desarrollo del gametofito masculino. La
microesporogénesis comienza con la meiosis de un microesporocito, generando una tétrada
de microsporas haploides. Cada microspora pasa por el proceso de microgametogénesis,
generando por mitosis dos células espermaticas. Adaptado de Twell et al., (1998)Figura 2.

Esquema de las etapas de la megagametogénesis. La megagametogénesis comienza
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Gracias al escrutinio de lineas de A. thaliana mutantes de inserciéon por transposones
se identificaron numerosos genes necesarios para el correcto desarrollo y
funcionamiento de los gametofitos (Lalanne et al., 2004; Pagnussat et al., 2005). Se
conoce que los transcriptomas gametofiticos de A. thaliana son sumamente
simplificados con respecto a otros tipos celulares (con un promedio de 6044 genes
expresados en polen comparado con 11696 genes en pelo radical y 13222 en célula
de la guarda) (Rutley y Twell, 2015). Sin embargo, las proteinas asignadas a las
mutaciones gametofiticas estan involucradas en funciones tan diversas como
biosintesis de pared celular, sefalizacién, metabolismo primario y secundario,
transporte, anclaje de proteinas, etc. (Lalanne et al., 2004; Pagnussat et al., 2005).
Ademas, se calcula que solo entre un 4 y un 11 % de los genes expresados durante el
desarrollo del polen son especificos del gametofito masculino (Rutley y Twell, 2015).
Esto sugiere que muchas de las proteinas requeridas para el desarrollo gametofitico
estan desempefando funciones celulares basicas que mantienen un correlato
esporofitico. Por ejemplo, en un analisis comparativo del transcriptoma de una plantula
y el de un grano de polen durante la gametogénesis, el 89% del transcriptoma del
polen, enriquecido en transporte de membranas y sefializacién, correspondio a genes

con funcién esporofitica (Borges et al. 2008).

Rutas de transporte de endomembranas en plantas

Si bien las plantas poseen la misma maquinaria molecular que regula el trafico de
membranas en ofros eucariotas, también han adquirido evolutivamente
especializaciones estructurales y moleculares relacionadas a procesos celulares
especificos. Por ejemplo, se cree que las plantas tienen mecanismos especificos para
mantener una diversidad de vias de trafico vacuolar y mas de un tipo de vacuola en

una célula invididual (Otegui y Spitzer, 2008). Tipicamente se asocia tal sofisticacion al
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tipo de vida sésil y a dividirse su ciclo de vida en dos generaciones con historias de
vida completamente dispares.

Una célula contiene diferentes tipos de endosomas que difieren en funcion,
arquitectura y composicion bioquimica. Los endosomas se clasifican en base a su
funcion principal en distintas clases. La red trans-Golgi (TGN, del inglés trans-Golgi
network), equivalente a los endosomas tempranos en animales, recibe carga desde la
membrana plasmatica por endocitosis y recicla endomembranas y receptores hacia la
membrana plasmatica. Los cuerpos multivesiculares (MVBs, del inglés multivesicular
bodies), o compartimentos prevacuolares (PVCs, del inglés prevacuolar
compartments), son comunmente asociados a los endosomas tardios en animales.
Estos contienen vesiculas luminales y, al fusionarse al tonoplasto, direccionan
proteinas de membrana a la via de degradacion vacuolar (Otegui y Spitzer, 2008).
Algunos autores sugieren la existencia de otra organela transportadora de vesiculas
luminales que madura a partir de los MVBs por el reciclaje de proteinas de membrana
y adquiere la capacidad de fusionarse al tonoplasto, llamada compartimento
prevacuolar tardio (LPVC, del inglés late prevacuolar compartments) (Foresti et al.,
2010). Mas recientemente, por tomografia electrénica de raices de A. thaliana, se
describié un mecanismo por el cual los MVBs maduran hasta convertirse en unas
organelas llamadas “pequefias vacuolas” (SV, del inglés small vacuoles) que no se
tiien con marcadores de vacuola (Cui et al., 2018). Estas pierden parte de sus
vesiculas luminales y, a diferencia de los MVBs, adquieren la capacidad de efectuar
fusion homotipica entre ellas, dando lugar a vacuolas propiamente dichas (Cui et al.,
2018). A juzgar por su tamafo, arquitectura y comportamiento, existe la posibilidad de
que los LPVCs y SV sean nombres distintos para una misma organela (Figura 4).

Las vacuolas son los compartimentos mas grandes de las células vegetales. Son
organelas dinamicas que constantemente cambian su morfologia, se fragmentan, se
fusionan, y pueden transicionar de una funcién predominantemente de almacenaje de
proteinas a una funcién litica (Kriiger y Schumacher, 2018).
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Ademas de ser una forma energéticamente eficiente de ocupar el espacio
citoplasmatico, las vacuolas les permiten a las plantas adaptarse a la disponibilidad
cambiante de nutrientes esenciales, detoxifican el citosol de moléculas dafinas, sirven
de compartimentos de degradacion liticos, y suelen acompanar el desarrollo tanto
esporofitico como gametofitico, actuando durante la expansion celular y el
establecimiento de la polaridad (Twell et al., 1998; Pagnussat et al., 2009; Kruger y

Schumacher, 2018).
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Figura 4. Esquema de los componentes principales de la ruta endosomal hacia la vacuola. La
ruta de transporte de proteinas desde el nucleo hacia la vacuola atraviesa el reticulo
endoplasmatico (RE), el aparato de Golgi, la red trans-Golgi (TGN), los cuerpos
multivesiculares (MVB), y los compartimentos prevacuolares tardios/pequefas vacuolas
(LPVC/SV). Adaptado de Shimada et al., 2018.
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El origen del tonoplasto ha sido discutido durante décadas. Si bien existen ya vacuolas
pequeias en las células meristematicas, se especula que la membrana necesaria para
generar las grandes vacuolas presentes en las células diferenciadas puede provenir
del reticulo endoplasmatico o de la fusion homotipica de MVBs (Krliger y Schumacher,
2018). La evidencia mas reciente parece apoyar el modelo en que los MVBs maduran
hasta convertirse en una organela capaz de sufrir fusion homotipica para generar
vacuolas de mayor volumen (Cui et al., 2018). No se descarta, sin embargo, el aporte
de membrana del reticulo endoplasmatico, observado por microscopia electronica
(Viotti et al., 2013).

El primer reporte de una linea de A. thaliana mutante con completa ausencia de
vacuolas fue vacuoleless1 (vcl1). vel1 porta una insercion en el gen que codifica para
el homologo de VPS15p de levaduras, una subunidad del complejo HOPS de fusién
homotipica de MVBs y direccionamiento de proteinas a vacuolas (Rojo et al., 2001).
Las células de vcl/1 no forman una vacuola central, y presentan fuertes defectos en la
orientacion de la divisién celular y en la elongacion, por lo cual el desarrollo de la
mutante se detiene temprano en la embriogénesis (Rojo et al., 2001). Los complejos
HOPS en plantas sirven como anclaje para la fusion homotipica de PVCs mediada por
SNAREs (KleineBalderhaar y Ungermann, 2013). La mutante vcl/1, junto a otras
mutantes de proteinas del complejo HOPS, presentan ademas defectos gametofiticos
tanto masculinos como femeninos, no siempre ligados a la malformacion de vacuolas

(Hicks et al., 2004; Tan et al., 2017).

Complejos SNAREen sistemas de endomembranas
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Tipicamente el trafico de vesiculas endosomales ocurre en tres pasos importantes: la
formacion de la vesicula desde la organela donante, el movimiento hacia la organela
blanco, y la fusion (Kim y Brandizzi, 2012).

En general, la fusion de membranas dentro del sistema de endomembranas requiere
una maquinaria que se encuentra altamente conservada en los organismos eucariotas.
Esta consiste en GTPasas Rab y sus efectores, los cuales median el primer contacto,
y proteinas de tipo SNARE que se encuentran en ambas membranas (Kleine
Balderhaar y Ungermann, 2013). La interaccién de las proteinas Rab unidas a GTP
con factores de anclaje parece ser un evento clave en la fusion endosomal, puesto que
pone en contacto a las membranas (Kleine Balderhaar y Ungermann, 2013).

Las proteinas SNAREs se pueden categorizar en dos tipos: v-SNAREs, presentes en
las vesiculas, y t-SNAREs, en las membranas blanco. Cuando una vesicula se mueve
cerca de su objetivo, una v-SNARE en la vesicula interactia con tres t-SNAREs en la
membrana blanco, formando un complejo hétero-tetramérico que dirige la fusion de
membranas (Kim y Brandizzi, 2012).

A pesar de la gran diversificacion del sistema de transporte vacuolar/endocitico en
plantas, la mayoria de los componentes de transporte son compartidos entre los
sistemas vegetales y no vegetales (Takemoto et al., 2018). En A. thaliana existen mas
del doble de proteinas SNAREs que en mamiferos, las cuales estan mayormente no
caracterizadas (Kim y Brandizzi, 2012). Por ejemplo, miembros de la familia de
SNAREs AtVAMP71 estan involucrados en la respuesta de estrés por sequia al
regular la apertura estomatica, que esta dictada por el volumen vacuolar (Leshem et
al., 2010). Otra proteina SNARE, AtVAMP727, forma complejos con AtSYP22
regulados por la GTPasarab Ara6 en los compartimentos prevacuolares, regulando la
tolerancia a estrés salino (Ebine et al., 2008). Las células de plantas dobles mutantes
AtVAMP727/AtSYP22 contienen multiples vacuolas pequefas en lugar de la gran

vacuola central (Ebine et al., 2008). También durante estrés biotico se encontré un

20



complejo SNARE involucrado en la fusién homotipica de vesiculas que regula la
resistencia de A. thaliana a hongos no-patégenos (Collins et al., 2003).

El anadlisis de la diversidad de complejos SNAREs provee informacion valiosa sobre la
biogénesis de vacuolas y la sefalizacion del trafico vacuolar, especialmente en
relacion con la especificidad celular y durante procesos de desarrollo o de interaccion

con el ambiente.
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Objetivo general

Estudiar la funcion de VLG y BNP durante el desarrollo gametofitico y la interaccion

con factores ambientales.

Objetivos especificos

e Estudiar el perfil de expresion de VLG y BNP durante el desarrollo y en
condiciones de estreses bidticos, abidticos y tratamientos con las hormonas
que regulan dichos estreses.

e Estudiar el fenotipo mutante gametofitico en las lineas de insercion para VLG y
BNP.

e Estudiar la localizacion subcelular de VLG y BNP tanto en el esporofito como
en los gametofitos.

e Estudiar la posible interaccion de VLG y BNP con otras proteinas de manera de

avanzar en la caracterizacion funcional de las mismas.
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Materiales y Métodos

Lineas de plantas utilizadas y condiciones de crecimiento

Todas las semillas utilizadas en este trabajo de Tesis fueron obtenidas del banco de
semillas de la Universidad de Ohio Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC),
con excepcion de aquellos stocks donados, que se detallan en forma especifica. Las
mutantes alélicas vig-1, vig-2, corresponden a las lineas de insercion en ecotipo
Columbia (Col-0) SAIL 507 F09, GK-793C12respectivamente, y presentan insercion
de ADN-T en el locus At2g17740. Las mutantes bnp-1 y bnp-2, por otro lado,
corresponden a las lineas de insercion en Col-0 SALK 114889 y GK-008EO1
respectivamente y presentan insercion de ADN-T en el locus A{2g44370. Las lineas
reporteras pVLG:VLG-GFP, pBNP:BNP-GFP, pVLG:GUS y p:BNP:GUS se generaron
previamente mediante transformacion por Agrobacterium en nuestro laboratorio en
colaboracion con el Dr. Sebastian D’ippdlito.

El cultivo de plantas en suelo se llevd a cabo en mezcla de tierra (resaca de pino),
vermiculita y perlita en proporcion 3:1:1, y se proporciono riego frecuente con agua de
red. Previo al sembrado las semillas se estratificaron durante 72 hs a 4°C y oscuridad.
Luego todas las plantas fueron cultivadas en cuartos de cultivo bajo régimen de dia
largo, 16 hs de luz y 8 hs de oscuridad, a 22°C y 60% de humedad ambiente. El cultivo
en placa fue realizado en medio MS (Murashige and Skoog) marca Sigma, preparado
con 9,4 gr por cada L de agua, adicionado con agar al 1% p/v. Se usaron antibiéticos
para la seleccion de las plantas transgénicas (Higromicina B 15 pg/ml, o kanamicina
30 pg/ml y glufosinato de amonio 6 pg/ml). Las semillas sembradas en placa se
esterilizaron previamente con etanol 70% por 5 minutos, luego con una solucién
compuesta por lavandina al 10% y tween 20 al 1%, y posteriormente lavadas al

menos 5 veces con agua destilada estéril.
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Extraccion de ADN

El ADN gendmico se obtuvo a partir de hojas de A. thaliana para su uso en reacciones
de genotipado. El método consisti6 en desintegrar el tejido (2 hojas jovenes)
congelado en nitrégeno liquido utilizando un mortero, para luego homogeneizar en
buffer de extraccion (4 partes de buffer H (NaCl 0,1 M, Sacarosa 0,2 M, EDTA 0,01 M,
Tris-HCI 0,03 M) y 1 parte de buffer L (EDTA 0.2 M, SDS 2,5% p/v, Tris-HCI 0,5 M pH
9,2) que fueron mezcladas inmediatamente antes de usar) y una incubacion de 30
minutos a 65°C. Luego, se agregaron 133 ul de Acetato de potasio 3M pH 4,7 y se
incubé 30 min en hielo. Luego se agregaron 200 ul de cloroformo, se agité por
inversion y se centrifugd a 10000 rpm por 10 min a 4°C. Se toma la fase superior en un
tubo limpio y se le agregaron 700 ul de etanol absoluto. Se volvio a centrifugar a
10000 rpm por 10 min, se descarté el etanol y se lavé con 1000 pl de etanol 70%. Se
centrifugd nuevamente y luego de descartar el etanol se dejé secar el tubo sobre papel
absorbente. Finalmente, el precipitado de ADN se resuspendiéo en 30 ul de agua

destilada estéril.

Analisis genético de lineas mutantes y transgénicas

El genotipo de las plantas se determind mediante PCR, utilizando ADN gendmico
como templado y la combinacion de primers adecuados para detectar el alelo “salvaje”
o el alelo interrumpido. Las secuencias de dichos primers se obtuvieron del sitio web

“T-DNA primer design” (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con 0,2 mM de nucleétidos, 2,5 uM de cada
primer, 1X buffer de reaccion (GoTag, Promega), 1U de ADN Polimerasa (GoTaq,
Promega) y 0,5 pl de solucion de ADNg extraido en 10 ul de volumen final. El
programa utilizado fue: 2 min a 94°C (desnaturalizacion inicial), 30 ciclos de: 94°C por

30 seg, 53°C por 30 seg y 72°C por 1 min y una extension final de 72°C por 5 min. Los
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productos de estas reacciones se separaron y visualizaron en geles de agarosa (ver a

continuacion).

Electroforesis de acidos nucleicos

Tanto el ADN (productos de PCR o digestiones con enzimas de restriccion) como el
RNA (total, extraido) se separaron en geles de agarosa 1% o 1,5%, respectivamente,
preparados en buffer TBE (TRIS-Ac.Borico-EDTA) sometidos a diferencias de voltaje
de 100V constantes. Los geles se prepararon conteniendo SYBR SAFE 1X (Invitrogen)
para evidenciar la presencia de acidos nucleicos al exponer los geles a luz azul en un

transiluminador.

Extraccion de ARN

Se extrajo ARN total por el método de TRIzol: una o dos hojas jovenes, una fraccion
de tallo de aproximadamente 1 cm, una inflorescencia, alrededor de 10 mg de raices u
ovulos segun el caso se pulverizaron en nitrégeno liquido. El polvo de nitrégeno se
pas6 a un tubo conteniendo 800 pl de TRIzol (Invitrogen). Posteriormente, se
agregaron 200ul de cloroformo, se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos y se
centrifugd a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C. La fase superior se traspaso a un tubo
limpio y se le agregd 0.7 volumenes de isopropanol. Se incub6é nuevamente a
temperatura ambiente durante 10 minutos y luego se centrifugé por 10 minutos a
10000 rpm a 4°C. Se descarté el sobrenadante y el precipitado se lavé con etanol
(70% en agua DEPC libre de ARNasas). Posteriormente, se centrifugd a 7500 g
durante 5 minutos a 4°C y se descart6é el sobrenadante. El precipitado de ARN se
resuspenio en 30 ul de agua-DEPC, calentando en bafio a 55°C durante 5 minutos.

Luego se cuantifico la concentracion del ARN obtenido mediante absorbancia
espectrofotométrica en longitud de onda 260nm y se calculd la relacion de
absorbancias 260/280nm. Se separ6 1ug de ARN para determinar su calidad

visualizando las subunidades de ARN ribosomal en geles de agarosa 1,5% plv.
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Finalmente, se tomaron 10 ug del ARN total y se llevé a cabo una digestion del ADN
contaminante utilizando la enzima RQ1 DNAse de Promega, segun indicaciones del

fabricante.

Sintesis de ADN copia

Luego de la extraccidén de ARN y de la digestién del ADN contaminante, se sintetiz6 el
ADN copia (ADNc) segun el siguiente protocolo: 2ug de ARN total se mezclaron con
0.6 pug de hexanucleédtidos de secuencia aleatoria (Biodynamics), se incubd durante 5
minutos a 70°C y luego 5 minutos en hielo. Luego se agregd la mezcla de reaccion
para la sintesis de ADNc: transcriptasa reversa Im-Prom 1l (10 U, Promega), buffer de
reaccion (1X), dNTPs (0,5 mM), MgCl, (1,5mM), inhibidor de ARNasas RNAsin (20
unidades, Promega). Se incubé a 25°C durante 5 min (de manera de permitir el
apareamiento de los oligonucledtidos con el ARN), 1 h a 42°C (reaccion de
retrotranscripcion) y desnaturalizaciéon de las enzimas durante 15 min a 72°C. Luego
de esta reaccion, los productos se diluyeron 10 veces en agua-DEPC estéril para su

uso.

Analisis de expresion por PCR en tiempo real

Se analizo la expresion de genes mediante la determinacion de niveles de transcripto
por PCR en tiempo real (QPCR). Se utilizd como templado el ADNc sintetizado, se
preparé la mezcla de reaccion (3 picomoles de primers y SYBR Green master mix, en
25yl finales, segun indicaciones del proveedor) y se llevd a cabo en un equipo
StepOne de Applied Biosistems. Se usaron los genes ACTIl (actina) y UBQ5

(ubiquitina) como genes de referencia.
Analisis de segregacién

Para las autocruzas se dejaron autopolinizar plantas heterocigotas y se colectd la
progenie. Los cruces reciprocos se realizaron segun Pagnussat ef al. (2005).
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Las semillas de la F1 se germinaron en medio selectivo conteniendo 6 pg/ml de
glufosinato de amonio para vig-1 o 5,2 pg/ml de sulfadiazina para vig-2 y bnp-2.
Puesto que bnp-1 no expresd su resistencia a kanamicina, se genotiparon las

plantulas de la F1.

Diseccion de pistilos y silicuas, analisis fenotipico de 6vulos

Los pistilos y silicuas se disecaron utilizando agujas hipodérmicas de 0.1 mm de
espesor bajo lupa binocular, con aumentos entre 10 y 40 veces. Se efectuaron cortes
a ambos lados del septum para liberar los évulos y poder utilizarlos en los distintos
experimentos. Para su observacion, los 6vulos fueron montados usando solucién

Hoyer’s para su clareado y se observaron por microscopia.

Diseccion de anteras y preparaciones histoquimicas en polen

Para determinar la viabilidad del polen se colectaron anteras en antesis y se
colorearon con la tincion de Alexander (Alexander, 1969). Los estadios de desarrollo
del polen en plantas WT y mutantes se analizaron para cada flor de la misma
inflorescencia, comenzando desde la primera flor abierta (lamada +1) hasta las 10
flores cerradas sucesivas (-1 a -10) (Lalane y Twell, 2002). Las flores se fijaron en
etanol:acético 3:1 hasta la decoloracion y se conservaron a temperatura ambiente. Las
anteras se lavaron con agua antes de su diseccién y se montaron en portaobjetos con
tincion nuclear 40,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (0,02 M a&acido citrico, 0,16 M
Na,HPO,, 0,2 ug/ml DAPI (Sigma-Aldrich, http://www.sigmaaldrich.com/).

Las vacuolas se tifieron con 0,01% p/v de rojo neutro por 30 min segun lo descripto

por Mahlberg (1972).

Germinacion de polen

Para la germinacién y emergencia del tubo polinico los granos de polen se incubaron
durante la noche en una camara humeda (100% de humedad relativa) a 22°C en un

27



medio soélido con 0,01% de acido boérico, 5 mM de CaCl2, 5 mM de KCI, 1 mM de
MgSo4, 1,5% de agarosa, pH 7,5 y 10% de sacarosa para evitar la ruptura por

hipotonia. El protocolo utilizado fue optimizado por Boavida y McCormick (2007).

Obtencién de imagenes

La microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC) se llevé a cabo en un
microscopio Zeiss Axioplan Imager A2, acoplado a una camara fotografica digital
AxioCam (la cual opera con el software Axiovision). Todas las muestras que se
analizaron con este microscopio se clarearon previamente en solucion de Hoyer’s
(Goma arabiga 0,12 g/ml, hidrato de cloral 1,54 g/ml, glicerol 13% v/v), entre 12 y 24
hs.

Se utilizé microscopia confocal en los casos donde se requeria observar la
fluorescencia emitida por reporteros fluorescentes. ElI microscopio utilizado fue un
Nikon Eclipse C1 Plus, dirigido por el software EZ C1 Free Viewer, con el cual se

ajustaron los parametros y se tomaron las fotografias.

Exposicion a estreses y tratamientos hormonales

Plantulas de A. thaliana WT, pVLG:GUS o pBNP:GUS de 10 dias se sumergieron en
una solucion de 200 ug/ml xilanasa (Sigma-Aldrich), 5 mM de H,O,, 100 mM de NaCl,
100 mM de acido salicilico (AS), 100 pug de acido jasmonico (AJ), 1 uM de acido
absicico (ABA) u 80 nM de acido indolacético (IAA) durante 2 hs. El estrés por frio se
indujo en una heladera a 4°C durante 2 hs. Para el tratamiento con radiacion UV-B se
expuso las plantulas a 1,2 W/m? durante 2 hs.

Las cepas virulenta y avirulenta de P. syringae para las infecciones se cultivaron en
medio King's B solido (20 g/L de proteasa peptona, 1,5 g/L de K;HPO,, 1,5 g/L de
MgSO, y 20 g/L de agar a pH 7,2) con 50 ug/ml de rifampicina y 25 pug/ml gentamicina
durante 24 hs a 30°C. Posteriormente se repicaron en 3 ml de King’s B liquido en

donde se incubaron 18 hs a 30°C, se centrifugaron las células a 3000 g por 5 min, se
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resuspendieron en MgCl, 20 mM hasta alcanzar las concentraciones indicadas en los
experimentos. La inoculacion se realizé infiltrando la suspension bacteriana con una
jeringa de 1 ml por el envés de las hojas hasta llenarla por completo, y las muestras

para extraccion de ARN se tomaron a los tiempos indicados en los experimentos.

Deteccion de actividad GUS

Para estudiar la actividad GUS se tomaron diferentes tejidos de acuerdo a lo indicado
y se los incubo a 37°C durante 6-18 horas de acuerdo al caso hasta detectar tincion,
en una solucion conteniendo buffer fosfato 100mM, EDTA 10mM, K;Fe(CN)s-3H,O
5mM, K;3Fe(CN)g 5mM, Triton X-100 0,1% v/v y X-GLUC 1mg/ml. Los tejidos verdes
fueron incubados en concentraciones crecientes de etanol (20%-70%) hasta su

clareado.

Ensayos de co-localizacion en N. benthamiana

Para los estudios de localizacion subcellular se co-infiltré A. tumefaciens cepa GV3101
portando P35S:VLG-GFP o P35S:BNP-GFP junto con p19 (un supresor de
silenciamiento) y A. fumefaciens portando alternativamente el marcador de LPVCs
RFP-Rha1, el marcador de aparato de Golgi St-RFP o los reporteros RFP-VOZ1 y
RFP-VOZ2 en hojas de N. benthamiana. Los cortes se analizaron 48-96 hs después

de la infiltracion por microscopia confocal segun lo descripto anteriormente.

Identificacionde proteinas interactoras de VLG y BNP mediante
doble hibrido en levaduras (Y2H)

Este estudio lo llevo adelante la empresa Hybrigenics Services S.A.S. (Paris, Francia).
Para ello, el cDNA correspondiente a VLG y BNP fue amplificada por PCR y clonada
en el vector pB66 como proteina de fusion al dominio Gal4 de unién a DNA en su N

terminal y utilizado como carnada para tamizar una biblioteca normalizada de
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inflorescencia de A. thaliana conteniendo 3.2 millones de clones independientes en el
vector pGADT7-RecAB (Fromont-Racine ef al., 1997). Para la construccién anzuelo
Gal4 se tamizaron 35 millones de clones utilizando las cepas de levadura YHGX13
(Y187 ade2-101::loxP-kanMX-loxP, mata) y L40AGal4 como se describié previamente
(Fromont-Racine et al., 1997). Las colonias His+ fueron seleccionadas en un medio sin
triptofano ni leucina ni histidina. Los fragmentos correspondientes a los clones
positivos fueron amplificados por PCR y secuenciados. Las secuencias resultantes
fueron utilizadas para identificar las proteinas interactoras en la base de datos

GenBank database (NCBI) (Formstecher et al., 2005).

Ensayode BiFC

Las secuencias de ADNc de VLG, LTL1, PVA12, BNP, VOZ1y VOZ2 se amplificaron
por PCR utilizando los cebadores especificos detallados en la lista de oligonucledtidos.
Los productos de PCR se clonaron en plasmidos pENTR TOPO utilizando tecnologia
Gateway (Invitrogen) siguiendo el protocolo del fabricante, se secuenciaron y se
recombinaron por la reaccion BP en plasmidos destino para BiFC (pUBN-YN y pUBN-
YC) (Grefen et al., 2010). Los plasmidos binarios se transformaron en A. tumefaciens
cea GB3101 por electroporacion. Las fusiones con nYFP- y cYFP se co-infiltraron con
p-19 en hojas de N. benthamiana. Se examiné la epidermis 48 hs por microscopia

confocal después de la infiltracion.

Analisis bioinformaticos y filogenéticos

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas mostradas se obtuvieron de
GenBank. Los alineamientos se realizaron en el programa MEGA7 (version 7.0.14)

(Kumar et al., 2016). La presentacion grafica de las identidades se visualizd utilizando
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Geneious (version 9.1.4) (http://www.geneious.com) basado en una matriz de

identidad (Kearse et al., 2012). El arbol filogenético se construy6 utilizando el método
neighbor-joining y los ajustes por defecto de MEGA?7 (Saitou y Nei, 1987; Kumar et al.,
2016). El arbol éptimo (suma de la longitud de las ramas = 5855) se muestra en la
Figura 1. Los porcentajes de arboles replicados en los que los taxa se agruparon
juntos en la prueba bootstrap (500 réplicas) se muestran en las ramas (Felsenstein,
1985). Las distancias evolutivas se computaron utilizando el método de correccion de
Poisson, y son unidades del numero de sustituciones de aminoacidos por sitio
(Zuckerkandl y Pauling, 1965). El modelado de los dominios DC1 de VLG se llevoé a
cabo en el programa SWISS-MODEL Workspace (Biasini et al., 2014). La comparacion
de estructuras se realizé6 usando TM-align (version 20160521) (Zhando y Skolnick,
2005). Los graficos moleculares y el modelado se realizé con el paquete UCSF

Chimera (http://rbvi.ucsf.edu/) (Pettersen et al., 2004).

Descripcion de oligonucleétidos utilizados

Nombre Secuencia 5— 3 Uso

VLG ORF Fw CACCGCTTCCCGCCCTTCAGTGAGAC  BIiFC

VLG ORF Rv GTTAATATCTTAGATCATTTTAAGC BiFC
PVA ORF Fw CACCAGTAACGAGCTTCTCACCAT BiFC
PVA ORF Rv TGTCCTCTTCATAATGTATCCC BiFC

LTL1 ORF Fw CACCAATATCAATTGTTCTCCATTAGG BiFC

LTL ORF Rv CTAGATTTTAGAAGAATCCAATAG BiFC
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BNP ORF Fw

BNP ORF Rv

VOZ1 ORF Fw

VOZ1 ORF Rv

VOZ2 ORF Fw

VOZ2 ORF Rv

vig-1 RP

vig-1 LP

vig-2 RP

vig-2 LP

bnp-1 -LP

bnp-1 -RP

bnp-2 -LP

bnp-2 -RP

LBb1

GKGT8474

CACCGCCGCAAGAAAACCGTCGG

TTAGATCAACTTGAGACAAGCCTT

CACCAAGGCTAAGAACCGTGTTGATGA

TCAGGGGATATAATAGTCGCTTAG

CACCTCAAACCACCCGAAGATCACATC

TCACTCCTTACGACCTTTGGTTGG

TCATCTTCAACTTGGGCTTTG

TGCCCATTAAAACGGTTACAC

CCTCCTCTATTCCCCACAGAA

GTTCACTCCATTTCCACCA

ACGGTAGAGCAATGTGAGTGG

AGACCCAGCGTAATTGACCTC

GATTATCTGGAACAGTCTCTTGGC

TTGAAAATTTTGTTTTCTCGTGTG

GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT

ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT

BiFC

BiFC

BiFC

BiFC

BiFC

BiFC

Genotipado

Genotipado

Genotipado

Genotipado

Genotipado

Genotipado

Genotipado

Genotipado

Genotipado

Genotipado
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Capitulo 1

Estructura y perfiles de expresion de las proteinas con

dominios DC1: VLG y BNP

El analisis del genoma de A. thaliana reveld la existencia de seis genes con
similitud al transcripto de papa SGN-U297024 previamente identificado (Tabla 1,
Figura 5 a). El grado de identidad de estos genes con el de papa a nivel de secuencia
completa es apenas mayor al 30%, aunque las regiones correspondientes a los
dominios DC1 se encuentran altamente conservadas. En las proteinas codificadas por
los genes con similitud a SGN-U297024 se identific6é también un dominio C1_3
(relacionado con los dominios DC1) pero no se encontré ningun otro tipo de dominio
que pudiera ayudar a inferir una funcion para estas proteinas (Figura 5 b). En vista de
su mayor identidad al transcripto SGN-U297024, se continud con el estudio funcional

de At2g17740 y At2g44370.

Tabla 1. Identificacion de genes de A. thaliana con similitud al transcripto de papa SGN-
U297024. Se indican los valores obtenidos en la busqueda por BlastX (matriz BLOSUM 62).

Identidad Positivos e value Score
At2g44370 49/146 (33%) 78/146 (53%) 1e-21 250
At5g40590  49/148 (33%) 75/148 (50%) 8e-21 243
At2g17740 47/143 (32%) 76/143 (53%) 1e-19 233
At2g44380  53/150 (35%) 77/150 (51%) 4e-19 228
At2g28270  48/146 (32%) 73/146 (50%) 5e-18 219
At5g43520  50/149 (33%) 78/149 (52%) 5e-18 219
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SGN-U297024
AT2G44370
AT2G17740
At5g40590
AT2G44380
AT5G43520
At2g28270

(b)
Pfam: PFO7649  PF03107
InterPro: IPRO11424 IPRO04146

Figura 5. Identificacion de genes homadlogos al transcripto de papa SGN-U297024.

(a) Alineamiento de la secuencia de papa SGN-U297024 con las secuencias de mayor
similitud en el genoma de A. thaliana.

(b) Estructura de dominios de las proteinas identificadas segun analisis en la base de
datos Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk). Se indica ID de los dominios segun las bases de

datos Pfam e InterPro.

Los genes VLG y BNP codifican para proteinas con dominios DC1

Los genes VLG (At2g17740) y BNP (At2g44370) codifican para proteinas de 248 y 250
aminoacidos, las cuales nombramos VLG (VACUOLELESS GAMETOPHYTES) y BNP
(BINUCLEAR POLEN) respectivamente.

A partir del andlisis de proteinas provenientes de las bases de datos Pfam e Interpro
se identificaron tres dominios DC1 (identificados como PF03107 e IPR011424 Pfam e

Interpro respectivamente) (Figura 6) similares al dominio C1 (PF00130 en Pfam e
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IPR002219 en Interpro) tanto en VLG como en BNP. La busqueda de secuencias con
identidad similar a los dominios DC1 correspondiente a la proteina VLG arrojo la
estructura 1v5n, perteneciente al dominio DC1 de una disulfuro isomerasa tipo PDI
codificada por At1g60420 (Miyamoto et al., 2003). Dicha estructura contiene dos
laminas beta antiparalelas y dos alfa hélices y coordina dos iones Zn** a través de tres
residuos cisteina y cinco residuos histidina, correspondientes al motivo conservado de
los dominios DC1. Alineamientos de 1v5n con dos estructuras de dominios C1, 1y8f de
la proteina Munc13-1 de raton (Shen et al., 2005) y 2yuu de la proteina PKC delta de
humanos (Abe et al., 2007) mostraron un plegado similar al de los dominios DC1 y C1
mencionados anteriormente (Figura 6 b-c). Basado en dichos antecedentes, el motivo
funcional del dominio DC1 podria proponerse como HXi_oHX;5_13CX,CXqo-
14CX2CX4HX,C, en el cual el primer residuo de histidina en el dominio DC1 sustituye a

la Ultima cisteina en el dominio C1 para la coordinacién de Zn?* (Figura 7).

(a) VLG (12-56) EN-EPLR S GEDLDLLG-AYFKCTKSEHEDY FLEIK SE
VLG (68-113) ElPOEPL I L ) AMGEYGSG---FTYNMES |EWQYDOVEYGH
VLG (125-173) EvV-EPLAL )VEDETMPH-NLWLY YEQEEDYGARILHS C
PDI-like (503-543) REC@EL - - DKMEEEGT--- IWSYHEDIEED FOLEIAKE
h PKC (159-208) GIEF 1A VEKDFVWGLNKQGYKEREMENA A 1Bl K I B<W | GRE
r Munc13-1 (567-616) BINFEV EMEGLLWG | ARQGMRETIHEG VK CRIE KEMOBILINAL
x x * " " »
( ) V) ~—2yuu N f
- T\/
/‘.L‘\S\-z
VL)
- /’,( <
)
I <
o~
PDH-like (503-543) VLG (12-56) VLG (68-113) VLG (125-173)

1v5n

Figura 6. Comparacion entre los dominios DC1 de plantas y los dominios C1 de mamiferos.

(a) Alineamiento de los dominios DC1 de VLG, el dominio DC1 de la proteina PDI-like
(Arabidopsis) y los dominios C1 de la proteina PKC (humana) y la proteina MunC (ratén).

(b) Estructuras superpuestas del dominio DC1 de PDlI-like y los dominios C1 de PKC y de
MunC.

(c) Estructuras alineadas de los dominios DC1 tipo PDI y de VLG modelados.
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DC1 logo (PF03107) #H
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Motivo DC1 HXi2HX12-18CX2CX10-14C X2CX4HX2C
Motivo C1 H Xi2 CX2CXi3-4CX2CX4HX2CX2C

Figura 7. Comparacion de la conservacion de secuencias de aminoacidos entre los dominios
DC1 de plantas y C1 de animales. Se muestran los logos (arriba) y los motivos (abajo) de cada

dominio extraidos de la base de datos Pfam (https://pfam.xfam.org/).

VLG, BNP y sus homoélogos cercanos se regulan durante estreses y
tratamientos hormonales.

A partir del andlisis de bases de datos de microarreglos mediante el programa
Genevestigator (https://genevestigator.com/) se obtuvieron los perfiles de expresién de
los genes VLG, BNP y sus homologos mas cercanos. Los experimentos se filtraron
con un umbral de cambio de expresion de al menos 1,5 veces. A partir de dicho
analisis se interpretd que este grupo de genes se regula fuertemente frente a diversos
estreses y tratamientos hormonales. VLG y BNP se regulan positivamente frente a la
exposicion de las plantas de A. thaliana a suspensiones bacterianas de P. syringae vir
y avr frente a una cepa de E. coli no patdgena en plantas, y ante los tratamientos con
inductores o elicitores de estrés bidtico tal como oligoquitosano y flagelina (Thakur y
Sohal, 2013) (Figura 8). Ambos genes poseen ademas una regulacion negativa frente
a la accién de las hormonas ABA y auxina (IAA) (Figura 8). El gen BNP también es
regulado por frio y estrés térmico, osmaético y salino especificamente en raices (Figura

7).
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Figura 8. Analisis in silico de la expresién de BNP, VLG y sus homdélogos mas cercanos frente
a distinto tratamientos biolégicos y quimicos. Datos obtenidos a partir de Genevestigator
(https://genevestigator.com/). P. syringae hrpA corresponde a una cepa avirulenta, mientras
que AhrcC a una cepa virulenta; FLG22: flagelina bacteriana; ABA: acido abscisico; IAA: acido

indolacético.

Con el objetivo de validar la informacién disponible en bases de datos, se analizaron
los perfiles de expresion de los genes VLG y BNP mediante el sistema reportero
promotor-GUS en plantas de A. thaliana controles y sometidas a diferentes
tratamientos. Se cultivaron plantas transgénicas conteniendo las construcciones
pVLG:GUS y pBNP:GUS durante 10 dias y se enfrentaron durante dos horas a una
serie de tratamientos quimicos tales como 200 pg/ml xilanasa utilizado como inductor
defensa (Ron y Avni, 2004) , 1,2 W/m? radiacion UV-B, 4°C de temperatura, 5 mM de
H,O, y 100 mM de NaCl. Ademas se efectuaron tratamientos hormonales con 100 mM

de acido salicilico (AS) y 100 ug de acido jasmonico (AJ) como hormonas centrales de
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la resistencia contra patégenos (Thaler et al.,, 2012), 1 yM de acido absicico (ABA)
como hormona central del estrés abidtico (Tuteja, 2007) y 80 nM de acido indolacético
(IAA) como hormona de crecimiento (Ostin et al., 1998). Con el objetivo de estudiar la
localizacion transcripcional de VLG y BNP se analizaron los cotiledones, primera hoja,
hipocotilo, raiz en la mitad de su longitud y apice radical. En general ambos genes se
expresan en todas las condiciones ensayadas y en al menos uno de los 6rganos
indicados (Figura 9 y 10). VLG se expresa principalmente en tejidos u érganos de la
parte aérea frente a los tratamientos con xilanasa, frio, sal, AS, AJ, ABA e IAA y en
raiz frente a luz UV-B con respecto al control (Ctrl) (Figura 9). En cambio su expresion
se reprime en la parte aérea frente a luz UV-B y en raiz ante el tratamiento con
xilanasa, AS y H,O, (Figura 9). La regulacion transcripcional de BNP frente a los
tratamientos es en general mas débil o dado que nomuestra cambios significativos en
el hipocaotilo ni en la raiz frente a ninguno de los tratamientos ensayados (Figura 10).
BNP se expresa frente a tratamientos con sal o luz UV-B y se reprime frente a ABA e
IAA en cotiledones y hojas (Figura 10). En menor medida las primeras hojas también
respondieron positivamente a xilanasa y frio (Figura 10).

En conjunto, la multiplicidad de respuestas transcripcionales a tiempos cortos de
exposicion frente a los diferentes tipos de tratamientos y hormonas sugiere que las
proteinas VLG y BNP tendrian una funcién en la regulacién de las interacciones
planta-ambiente.

La respuesta regulatoria de VLG y BNP durante estrés bidtico es la mas
preponderante en las bases de datos (con un aumento de la expresion de entre 30 y
115 veces), lo cual coincide con el aumento en la expresion de pVLG:GUS frente a la
aplicacion de xilanasa y AS. Por lo tanto, con el objetivo de validar cuantitativamente
estos datos se realizaron ensayos de g-PCR con primers para VLG en plantas de A.
thaliana sometidas al elicitor oligoquitosano y a cepas de P. syringae virulenta (vir) y
avirulenta, portando la proteina de avirulencia avrRpm1 (avr). La expresion de VLG en
plantas WT de 20 dias aumenta en promedio mas de 50 veces en 1 h después de la
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aplicacion de 50 mg/ml de oligoquitosano, alrededor de 10 veces después a las 6 hs, y
no aumenta significativamente a las 24 hs con respecto al control con MgCl, (Ctrl)
(Figura 11 a). En plantas WT de 30 dias infiltradas con P. syringae tanto vir como avr
se detectd una induccion de la expresion de VLG dependiente de la concentracion del
indculo (Figura 11 b). La mayor induccién ocurrié con 1x10° unidades formadoras de
colonias por ml (UFC/ml), superando en promedio las 100 veces, mientras que con
1x10° la induccién fue en promedio de 10 veces con respecto al control con MgCl,
(Ctrl) (Figura 11 b). Para estos experimentos se analizaron tres réplicas biologicas y

tres réplicas técnicas, se calcularon los promedios y las desviaciones estandar.
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Figura 9. Actividad del promotor de VLG frente a distintos tratamientos
quimicos, estrés y tratamientos hormonales.

Plantulas transgénicas pVLG:GUS de 10 dias se expusieron durante 2
horas a distintos estreses (200 ug/ml xilanasa, 1,2 W/m? radiacion UV-B,
4°C de temperatura, 5 mM de H,O, o 100 mM de NaCl) y a tratamientos
con hormonas que regulan la respuesta a tales estreses (100 mM AS 100
ug de AJ 1 uM ABA u 80 nM de IAA).
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Figura 10. Actividad del promotor de BNP frente a distintos estreses vy
tratamientos hormonales.

Plantulas transgénicas pBNP:GUS de 10 dias se expusieron durante 2 horas a
distintos estreses (200 pg/ml xilanasa, 1,2 W/m® radiacién UV-B, 4°C de
temperatura o 100 mM de NaCl) y a tratamientos con hormonas que regulan la
respuesta a tales estreses (100 mM AS 100 pg de AJ 1 uM ABA u 80 nM de
IAA).Se muestran imagenes representativas de microscopia DIC para cada

organo.
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Figura 11. Expresiéon normalizada de VLG frente a tratamientos con oligoquitosano e
infiltraciones con P. syringae.

(a) Plantas WT de 20 dias 16:8 L/O se asperjaron con 50 mg/ml de oligoquitosano o agua y se
midieron los transcriptos de VLG por g-PCR a 1,6 y 24 hs.

(b) Plantas WT de 30 dias 12:12 L/O se infiltraron con dos concentraciones de P. syringae vir o
Avr y se midieron los transcriptos por g-PCR a las 2 hs.

En ambos casos se utilizaron 3 réplicas bioldgicas y 3 réplicas técnicas y se utilizé el gen de
ubiquitina UBQ5 como control endogeno de la cantidad de transcriptos. Se muestran los

promedios y los desvios estandar de los valores normalizados a la expresién basal de VLG.

VLG y BNP se expresan en el tejido vascular y en células en
elongacién de hojas y raices de plantulas jovenes

Para conocer el patron espacial de la expresion de los genes VLG y BNP durante el
desarrollo esporofitico, se utilizd el sistema reportero promotor-GUS en las lineas de
plantas transgénicas pVLG:GUS y pBNP:GUS. La actividad de ambos promotores
coincide con la ubicacion del sistema vascular tanto en cotiledones, hojas y raices
(Figura 12 b, d, f, g, I). También ambos se expresan a partir de la zona de elongacion
de la raiz (Figura 12 f, I). El promotor de BNP se expresa en las zonas de elongacion
de las hojas nuevas, excluyendo la zona de proliferacion celular (Figura 12 h, i).
Curiosamente, BNP se expresa en hidatodos y estipulas los cuales, siendo ambos
llamativamente, sitios de biosintesis de auxinas (Wang et al., 2011) (Figura 12 i, j).

VLG también se expresa en estomas (Figura 12 c) y unas pocas células de la
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columela, tipicamente asociadas a la respuesta gravitrépica (Blancaflor et al., 1998)

(inserto incluidoen Figura 8 f).

Figura 12. Perfil de expresion de los promotores de los genes VLG y BNP en plantas
transgénicas pVLG:GUS y pBNP:GUS

(a) — (f) Actividad del promotor del gen VLG en plantas pVLG:GUS. La expresion se detecta
mayormente en hojas jévenes y raices (a) coincidentemente con el patrén del sistema vascular
(b) y (d), en estomas (c), sitios de iniciacion de raices laterales (e), a partir de la zona de
elongacion de la raiz (f) y en células de la columela (inserto en f).

(g) — () Actividad del promotor del gen BNP en plantas pBNP:GUS. La expresién se detecta
mayormente en cotiledones (g), zona de elongacién de hojas y raices (h) y (l), hidatodos (i),
estipulas (j) y zona de iniciacién de raices laterales (k). Las flechas indican la posicién de los
hidatodos.
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Capitulo 2

Funcién de la proteina VLG en las gametogénesis

vlg es una mutacion gametofitica

Con el objetivo de elucidar la funcion de la proteina VLG se estudiaron dos lineas
mutantes de A. thaliana con inserciones de T-DNA localizadas en la regién promotora
(SAIL_507_F09, llamada aqui vig-1) y en el Unico exon (GK-793C12, llamada aqui vig-
2) del gen (Figura 13g). Luego de realizar retrocruzas con Col-0 WT, se analiz6 el
genotipo de la progenie de las plantas auto-polinizadas, y no se recuperd ninguna
planta homocigota, tanto de vig-1/VLG como de vig-2/VLG.

La relacion de plantas hemicigotas a WT fue 0,139 para vig-1/VLG (n = 270) y 0,264
para vig-2/VLG (n = 129). La proporcion de mutantes de inserciéon obtenidas en la
progenie de las plantas vig/VLG auto-polinizadas fue menor a la proporcion
mendeliana 3:1 esperada para mutantes esporofiticas o mutantes de letalidad de
embrion (2:1), sugiriendo un defecto gametofitico. La unica diferencia visible
observada entre WT y las plantas mutantes hemicigotas fue el tamafo de las silicuas.
Las silicuas de las plantas mutantes hemicigotas son mas cortas que las WT (9,65 +-
0,53 mm para VLGNIg-1y 10,45 +- 0,55 mm para VLG/VIg-2, comparadas con 14,15
+- 0,41 mm en plantas WT). Ningun otro fenotipo esporofitico se observé en las
plantas hemicigotas sugiriendo que vig es una mutacién recesiva. Cuando se
analizaron las silicuas de plantas vig/VLG, cerca de la mitad de las semillas lucian
abortadas [45,5% para vig-1/VLG (n = 1045) y 41,3% para vig-2/VLG (n = 563); Figura
13], lo cual sugiere que VLG es un gen requerido para la gametogénesis y/o el
desarrollo de la semilla.

Para evaluar el rol de VLG en el desarrollo gametofitico se realizaron cruces
reciprocos entre las lineas de insercion vig-1 y vig-2 y plantas WT, y se calculé la
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eficiencia de transmision (TE = progenie mutante/WT x 100, donde TE es el porcentaje
de gametofitos que llevan el alelo mutante y que exitosamente transmite la mutacion;
Tabla 2). Solo el 11,7% de los megagametofitos que llevan vig-1 y 56,46.1% de los
megagametofitos que llevan vig-2 pudieron transmitir la inserciébn a la siguiente
generacion. La proporcién obtenida es significativamente diferente de la proporcion 1:1
esperada para una mutacion que no afecta a la transmisién (P < 0,0001, prueba de
chi-cuadrado), indicando que vlg afecta el desarrollo o la funcién del gametofito
femenino. La TE a través del polen fue de 8,04% para vig-1y 49,5% para vig-2 (Tabla
2), significativamente diferente de la relacién 1:1 (P < 0,0001, prueba de chi-
cuadrado). Por lo tanto, ambos gametofitos estan comprometidos por la mutacién en

VLG.

Tabla 2. Eficiencia de transmision de los alelos vig-1 y vig-2 en cruces reciprocos entre plantas
mutantes y WT.

Genotipo de la progenie?

(N°de individuos) Eficiencia de transmision
Femenino Masculino VLG/VLG vig-1/VLG gameta vig-1 valor-P°
vig-1/VLG VLG/VLG 128 15 Q 11.72% <0.0001
VLG/VLG vig-1/VLG 112 9 d 8.04 %

VLG/VLG vig-2/VLG  gameta vig-2
vig-2/VLG VLG/VLG 147 83 ¢ 56,46 % <0.0001
VLG/VLG viIg-2/VLG 101 50 3 49,50 %

¥No se detectaron individuos homocigotas

®Prueba de Chi-cuadrado para una hipdtesis de segregacion 1:1

Para confirmar que las mutaciones en VLG son las responsables de los defectos
observados, se realizaron ensayos de complementaciéon de plantas vig-1/VLG vy vig-
2/VLG usando una construccién que contiene el fragmento de cDNA entero de VLG

bajo su propio promotor (pVLG-VLG-GFP).
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Se analizaron las silicuas de plantas de la tercera generacion (T3) que eran
hemicigotas para el alelo vig y homocigotas para el transgen. Se obtuvieron cinco
lineas para cada uno de los alelos y en todos los casos, las silicuas mostraron

ndameros de semillas similares a las plantas WT (Figura 13a, e, f).
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Figura 13. Plantas mutantes vig/VLG producen menor cantidad de semillas.

(a) Porcentaje de semillas abortadas en silicuas de plantas salvajes (WT), vig-1/VLG, vig-2/VLG
y complementadas vig-1/VLG y vig-2/VLG. Las barras corresponden a las medias con su
desviacion estandar. Las silicuas se analizaron en cinco experimentos independientes (media
de 28 silicuas; rango 23-32). Las diferentes letras denotan diferencia significativa (ANOVA de
una sola via, P < 0,05)

(b) Silicua disecadas de una planta WT mostrando semillas viables.

(c) Silicua vig-1/VLG en un estadio comparable. Los dvulos abortados se indican por puntas de
flecha.

(d) Silicua vig-2/VLG en un estadio comparable. Los dvulos abortados se indican por puntas de
flecha.

(e) Silicua de una planta vig-1/VLG complementada (vig-1/VLG ProVLG-VLG-GFP) en un
estadio comparable. Los 6vulos abortados se indican por puntas de flecha.

(f) Silicua de una planta vig-2/VLG complementada (vig-1/VLG ProVLG-VLG-GFP) en un
estadio comparable. Los 6vulos abortados se indican por puntas de flecha.

(g) Mapa de las inserciones de T-DNA en las mutantes vig-1 y vig-2 en el locus At2g17740.
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El desarrollo del polen en las plantas mutantes vig se detiene antes

de la mitosis |

Para interpretar la deficiencia en la transmision a través del gametofito masculino, se
analizé la viabilidad de los granos de polen usando la tincion de Alexander, la cual tifie
de rojo los granos de polen con citoplasma viable. Se detecté que alrededor del 44%
(n = 1135) de polen era no viable en las anteras maduras de plantas vig-1/VLG (Figura
14 c-e), y un 29,9% de polen no viable en vig-2/VLG (n = 1944) (Figura 14 o-q). En las
plantas vig-1/VLG y vig-2/VLG complementadas con la construccion pVLG-VLG-GFP
en homocigosis, la viabilidad alcanzo valores similares a las plantas WT, resultando en
1,3% y 2%, respectivamente de polen abortado,(Figura 15). Para entender de qué
manera la mutacién vig afecta a la viabilidad del polen, se analiz6 el desarrollo del
polen en WT y plantas hemicigotas para la insercion mediante tincion con DAPI en
granos de polen de flores en distintos estadios de desarrollo. Se analizaron flores de la
misma inflorescencia. El estadio +1 corresponde a la flor en antesis, y cada nimero
negativo correlativo corresponde a la flor inmediatamente debajo, tal como fue
descripto por Durbarry et al., (2005). Desde el estadio -9 al -7, el polen presente en las
anteras de plantas WT tiene mayoritariamente un nucleo, del estadio -6 a -3 dos
nucleos, y del estadio -2 a +1 tres nucleos. Cuando se analizaron plantas vig-1/VLG no
se encontraron diferencias del estadio -9 al -7, en donde la mayoria de los granos de
polen son uni-nucleados. Sin embargo, desde el estadio -6 al +1 el arresto del
desarrollo fue evidente, observandose una fraccion del polen vig-1/VLG con un solo
nucleo (Figura 14). Mientras que el 99% del polen presente en flores WT en el estadio
-5 presenta nucleos (n = 561), en plantas vig-1/VLG el 43% de los granos de polen en
desarrollo se encontraron en el estadio uni-nucleado (n = 1243) (Figura 14 f-h). Un
resultado similar se obtuvo para las plantas vig-2/VLG, en donde el 39.8% de los

granos de polen en desarrollo también fue encontrado en el estadio uni-nucleado (n =
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1941), mientras que el resto de los granos de polen mostré dos nucleos (Figura 14 r-
u). Adicionalmente, esas microsporas no estaban polarizadas ni estaba presente la
gran vacuola caracteristica de ese estadio de desarrollo (Twell et al., 1998). Para
confirmar esa observacion se realizaron tinciones con rojo neutro, las cuales revelaron
que mientras que las microsporas WT contenian una vacuola grande con un nucleo
periférico (Figura 14 i), las microsporas mutantes solo contenian vacuolas pequenas
distribuidas en todo el citoplasma (Figura 14 g), sin detectarse una vacuola grande
central. Estos resultados sugieren que la mutacion de vig impide la formacién de la
vacuola grande y madura caracteristica de la microspora WT, lo cual podria resultar en

algun tipo de arresto morfolégico y funcional durante el desarrollo.
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Figura 14. El desarrollo del polen es afectado por la mutacion vig-1.

(a) Modelo de la constitucion nuclear de granos de polen WT a lo largo de la
microgametogénesis. PMI: polen mitosis |; PMII: polen mitosis II.

(b) y (c) Viabilidad del polen segun la tincion de Alexander en anteras de plantas WT y vig-1
respectivamente. Recuadro: detalle de grano de polen aislado.

(d) y (e) Tincion de Alexander de granos de polen de flores en estadio -5 de plantas WT y vig-1
respectivamente.

(f) y (h) Constitucidon nuclear por tincién de DAPI de granos de polen de flores en estadio -5 de
plantas salvajes y vig-1 respectivamente. Los nucleos estan indicados por puntas de flecha.

(g) e (i) Imagenes de campo claro correspondientes a (f) y (h) respectivamente.

(i) y () Tincion de DAPI del nucleo central (punta de flecha) y polarizado (flecha)
respectivamente en microesporas de flores en estadio -9 de plantas vig-1.

(k) y (m) Imagenes de campo claro correspondientes a (j) y (I) respectivamente, mostrando la
gran vacuola central por tincion de rojo neutro (flecha negra).

(n) y (o) Viabilidad del polen segun la tinciéon de Alexander en anteras de plantas salvajes y vig-
2 respectivamente.

(p) v (a) Tincién de Alexander de granos de polen de flores en estadio -5 de plantas salvajes y
vig-2 respectivamente.

(r) y (t) Constitucién nuclear por tincion de DAPI de granos de polen de flores en estadio -5 de
plantas salvajes y vig-2 respectivamente. Los nucleos estan indicados por puntas de flecha.

(s) y (u) Imagenes de campo claro correspondientes a (r) y (t) respectivamente.

Barras = 100 ym en (b), (c), (n) y (0), 25 ym en (d), (e), (P) y(q), y 10 umen (ffa (m) y (r) a
(u).
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Figura 15. La viabilidad del polen de plantas vig/VLG complementadas es similar a la de
plantas WT segun la tincién de Alexander.

(a) Polen de plantas vig-1/VLG en antesis.

(b) Polen de plantas vig-2/VLG en antesis.

(c) Polen de plantas vlg-1/VLG complementadas con proVLG::VLG-GFP

(d) Polen de plantas vig-2/VLG complementadas con proVLG::VLG-GFP

VLG es requerida para la gametogénesis femenina

Con el objetivo de conocer las bases del defecto de transmision observado a través
del gametofito femenino, se estudié el fenotipo de los sacos embrionarios en flores de
plantas vig/VLG mediante microscopia DIC.

Se colectaron ovulos de plantas WT y vig/VLG. Se eligieron los pistilos de un tamafio
entre 1.5 y 2 mm, donde los gametofitos WT estan en el estadio FG5 (Cigliano et al.,
2013), dado que mas tarde los sacos embrionarios mutantes se encontraron
colapsados. En dichos pistilos, el 89% de los sacos embrionarios se encontraron en el
estadio FG5, mientras que el 8.5% estaba todavia en FG4 y el 2.5% lucia colapsado (n
= 334). En cambio, alrededor del 45% de los sacos embrionarios presentes en pistilos
vig/VLG se encontraron detenidos en los primeros estadios de desarrollo (FG1 o FG2).

En el caso de sacos embrionarios de pistilos vig-1/VLG, 36.5% se encontraron en

51



FG1, 9.2% en FG2, 1.2% colapsado y 53.1% se encontro en el estadio FG5 (n = 229;
Figura 16). Para vig-2/VLG, 32.7% se encontr6 en estadios FG1, 8.8% en FG2, 1.3%
colapsado y 57.2% en FG5 (n = 305). Ningun gametofito femenino se encontr6é en
estadio FG3, en el cual la vacuola grande se forma entre los dos nucleos, sugiriendo
que dicho estadio FG3 es clave y esta afectado en las plantas mutantes. Dado que la
proporcion de sacos embrionarios aberrantes detectados en vig-2/VLG fue ligeramente
superior a lo esperado (43% versus 32% esperada de la TE calculada en la Tabla 2),
es probable que algunos de los gametofitos femeninos encontrados en estadios FG1-
FG2, aunque severamente retrasados, puedan completar el programa de desarrollo.

Teniendo en cuenta los resultados de la caracterizacion fenotipica de las mutantes
estudiadas, podemos decir que las plantas que llevan la mutacién vig mostraron
defectos severos en ambas gametogénesis; la formacién de la vacuola central,que es
caracteristica de ambos procesos, no fue observada, lo que sugiere que VLG podria

estar involucrada en este proceso.
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Figura 16. La gametogénesis femenina se ve afectada por la mutacion vig.

(a) Esquema de la gametogénesis femenina.

(b) Saco embrionario en estadio FG5 de una planta vig-1/VLG. Los nucleos estan indicados
con puntas de flecha, y la vacuola grande (V) con una flecha.

(c) Saco embrionario arrestado en estadio FG1, con solo un nucleo visible, en una planta vig-
1/VLG.

(d) Saco embrionario arrestado en estadio FG2, con dos nucleos visible, en una planta vig-
1/VLG. No se observa vacuola central.

(e) Saco embrionario en estadio FG5 de una planta vig-2/VLG.

(f) Saco embrionario arrestado en estadio FG1, con sdélo un nucleo visible, en una planta vig-
2/VLG.

(g) Saco embrionario arrestado en estadio FG2, con dos nucleos visibles, en una planta vig-
2/VLG. No se observa vacuola central.

(h) Saco embrionario en estadio FG4 WT.

(i) Saco embrionario en estadio FG5 WT.

(j) Saco embrionario en estadio FG6 WT.

V: vacuola. Las puntas de flecha indican los nucleos visibles en el plano focal. Barras = 25 pm.
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Si bien las inserciones en VLG comprometen severamente el desarrollo de ambos
gametofitos, la transmision de la mutacion no fue cero (Tabla 2), indicando que
deberia ser posible detectar plantas mutantes homocigotas en la progenie resultante
de la autofecundacion de las plantas hemicigotas. Sin embargo esto no fue posible,
por lo que investigamos si la embriogénesis podria estar también afectada por la
mutacion. Para ello se analizaron pistilos de plantas vig-2/VLG (pues este alelo mostro
las mayores tasas de transmisién) a las 72 hs luego de la polinizacion manual con
polen de una planta vig-2/VLG. Entre los 174 O6vulos analizados, 93 (53.4%) se
encontraron en estadio globular temprano, 68 (39.1%) se encontraron arrestados en
estadios tempranos de gametogénesis y colapsando y 11 (6.3%) se encontraron
arrestados en el estadio cigotico. Dichos resultados sugieren que una fraccion de las
semillas abortadas detectadas en las silicuas podrian corresponder a letalidad
embrional. Adicionalmente, no podemos descartar que exista letalidad post-embrionica
de la plantula, que juntocon los defectos gametofiticos y la letalidad de embriones
observada explicarian la ausencia de plantas mutantes homocigotas en la progenie de

las plantas hemicigotas auto-polinizadas.

VLG se localiza en LPVCs en ambos gametofitos, femenino y

masculino.

Con el objetivo de conocer la localizacion de la proteina VLG durante la mega y
microgametogénesis, plantas transgénicas VLG-GFP que expresan la construccion
promVLG:VLG-GFP se analizaron por microscopia confocal Esta construccion es
totalmente funcional, pues pudo complementar el fenotipo observado en plantas
vig/VLG (Figura 14).
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En o6vulos, la proteina reportera VLG-GFP se detectd tanto en la nucela y en el interior
del saco embrionario en desarrollo, detectandose la sefial en estructuras puntuadas
discretas (Figura 17). Dicho patrén se observé desde el estadio FG1 al FG6 (Figura
17a-d) en todas las células del saco embrionario. Luego de la fertilizacién también se
detectd sefal en el cigoto y en el endosperma en desarrollo (Figura 17e). Cuarenta y
ocho horas después de la polinizacion la sefial de fluorescencia fue mas débil y alas
72 hs la misma fue indetectable, sugiriendo que VLG podria ser requerida
tempranamente durante la embriogénesis. En granos de polen, la fluorescencia
asociada a GFP se detectd en la microespora polarizada y en el estadio bicelular
temprano, en el cual esta concentrada cerca de la pared del grano de polen en
desarrollo (Figura 17h-i). En el estadio bicelular tardio la sefal fue menor en la
periferia y la proteina se detectd hacia el centro del grano de polen, siguiendo el
mismo patrén puntuado observado en el saco embrionario (Figura 17j). En el estadio
tricelular la proteina se detecté nuevamente en estructuras puntuadas esparcidas en el
grano de polen (Figura 17k). Un patron semejante se identifico durante la germinacion
de granos de polen (Figura 171).

Para definir la naturaleza del patrén puntuado previamente observado se analizo el
trafico endocitico mediante el uso del colorante lipofilico FM4-64. Por su naturaleza
transparente, se analizaron raices de plantas que expresan la fusion proteica VLG-
GFP. Luego de la internalizacion, este colorante pasa a través de los compartimentos
endosomales en su via al tonoplasto (Dettmer et al., 2006; Chow et al., 2008). El TGN
y los MVBs también se tifien secuencialmente y por esa razén, se definen como
endosomas tempranos o tardios respectivamente (Dettmer et al., 2006; Chow et al.,
2008). Luego de 30 minutos, se detecté FM4-64 en la membrana e internalizado en

compartimentos endosomales. Sin embargo, no se detectd co-localizacion con VLG.
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Figura 17. Localizacion de VLG-GFP en los gametofitos masculino y femenino.

(a)a(d) Imagenes confocales de la localizacién de VLG-GFP en el gametofito femenino en los
estadios FG1 (a), FG2 (b), FG4 (c) y FG6 (d).

(e) a (g) Imagenes confocales de la localizacion de VLG-GFP en el saco embrionario 24 hs
después de la polinizacion (e), 48 hs después (f), y 72 hs después (g). Z: cigoto, E: embrion.

(h) a (k) Imagenes confocales de la localizacion de VLG-GFP en el gametofito masculino en la
microespora (h), microespora polarizada (i), estadio bicelular (j) y tricelular (k).

(I) Localizacién de VLG—GFP en tubo polinico..

Los recuadros muestran en (g) a (r) muestran superposiciones del campo claro y la sefial de
GFP. Se utilizaron cuatro lineas transgénicas independientes. Las imagenes son
representativas de los resultados obtenidos en todas las lineas analizadas.

Barras = 25 ym en (g) a (j), 50 um en (k) a (m), 5 um en (n) a (q) y 25 ym en (r).

Luego de 4 hs de incubacion con FM4-64 el colorante defini6 pequefos
compartimentos rodeando el tonoplasto en las cuales se localiza VLG (Figura 18). La

localizacion y estructura de dichos compartimentos indicé que VLG podria localizarse
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en compartimentos endosomales PVCs o MVBs. Para confirmar esta localizacion se
estudid la co-localizacion de VLG con la proteina Rha1 la cual es homodlogo de Rab5
de plantas y se utiliza generalmente como marcador de compartimentos prevacuolares
tardios LPVC (Foresti et al., 2010). Para ello se utilizd un sistema de expresion
transiente en N. benthamiana. Como se observa en la Figura 18 (e-g), VLG co-localiza
con el marcador RFP-Rha1, confirmando su localizacion en LPVCs. Sin embargo, no
se encontré co-localizacién con la proteina ST-RFP, la cual fue utilizada como

marcadora de aparato de Golgi (Jin et al., 2001; Speth et al., 2009).

VLG interactua con la proteina SNARE PVA 12y con la lipasa LTL1

Para profundizar el conocimiento sobre la funcion de VLG, se abordd un analisis de
interaccion proteina-proteina mediante la técnica Y2H, la cual permite identificar
proteinas capaces de interactuar con VLG. Entre las proteinas interactoras putativas
identificadas se identificaron clones que corresponden a proteinas con localizacion
predicha asociada al nucleo y a diferentes organelas (Tabla 3). Tal es el caso de una
proteina con dominio SAP localizada en el cloroplasto, un factor de terminacién Rho
identificado en el citosol y la proteina con dominio NAC numero 73 (NACO073)
localizada en el nudcleo. Puesto que la localizacion de ambas no coincide con la
localizacion subcelular de VLG, no se realizaron experimentos con esos clones. Por lo
tanto, enfocamos nuestra atencién en 2 clones cuya localizacion predicha coincide con
la localizacion in vivo de la proteina VLG. Tal es el caso de PVA12, una proteina de
membrana asociada a vesiculas la cual es miembro de la familia VAP33, previamente
descripta como capaz de unirse a esteroles (Saravanan et al., 2009) y el de la proteina
LTL1, una lipasa con motivo GDSL asociada con la resistencia a salinidad (Naranjo et

al., 2006).
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Curiosamente, las proteinas que contienen el motivo GDSL han sido asociadas con el
tonoplasto (Carter et al, 2004) y las mutantes en MODIFIED VACUOLE
PHENOTYPE1 (mvp1), que codifica para una lipasa/esterasa de motivo GDSL,

muestra una morfologia aberrante de la membrana vacuolar y de los cuerpos de Golgi

(Agree et al., 2010; Nakano et al., 2012).

Figura 18. Localizacion subcelular de VLG-GFP en compartimentos prevacuolares.

(a) Localizacion de VLG-GFP en células de la raiz de A. thaliana.
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(b) Localizacion del colorante fluorescente FM4-64 en células teiidas por 10 min, lavadas e
incubadas por 4 hs.

(c) Superposicion de la sefial de FM4-64 y VLG-GFP mostrando co-localizacion parcial
alrededor del tonoplasto. Recuadro: imagen de campo claro.

(d) Test de correlacion de Pearson y Spearman que confirma la co-localizacion de la sefial. Se
utilizé el complemento PSC colocalization para el programa ImageJ.

(e) Localizacion de VLG-GFP bajo el promotor 35S CaMV en células epidérmicas de N.
benthamiana transformadas transientemente. Recuadro: imagen de campo claro.

(f) Localizacion del marcador fluorescente de compartimentos prevacuolares tardios RFP-Rha1
expresado transientemente.

(g) Superposicion de la senal de VLG-GFP y RFP-Rha1.

(h) Test de correlacion de Pearson y Spearman que confirma la co-localizacion de la sefial. Se
utilizé el complemento PSC colocalization para el programa ImageJ.

Barras = 10 uym.

Para confirmar las interacciones proteina-proteina, VLG-PVA12 y VLG-LTL1 se
llevaron a cabo ensayos de BiFC mediante expresion transiente en epidermis de hojas
de N. benthamiana. Se fusioné VLG y cada uno de los genes candidatos al fragmento
N- y C- terminal de la proteina amarilla fluorescente YFP para generar las
construcciones de fusion VLG-N-YFP y PVA12-C-YFP o LTL1-C-YFP,
respectivamente. Se transformaron las construcciones de fusién bajo el control del
promotor CaMV 35S en hojas de N. benthamiana y se registré la sefalde BiFC. YFP
se expreso siguiendo un patrén puntuado (Figura 19), sugiriendo que la interaccion
tiene lugar en el sistema de endomembranas. Como control de la técnica se co-
expresaron VLG-N-YFP con C-YFP sin fusionar o N-YFP sin fusionar, con PVA12-C-
YFP o con LTL1-C-YFP, y no se observo sefal de BiFC (Figura 19). Se realizé un
control adicional para demostrar especificidad de interaccion utilizando una proteina
relacionada a VLG (la proteina con dominio DC1 codificada por At2g44370 con 72.0%

de identidad; Figura 19), la cual no mostro interaccion con PVA12 ni con LTL1.
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Tabla 3. Seleccion de clones obtenidos por Y2H usando BNP como carnada.PBS:
puntaje biolégico predicho; jerarquiza la confianza de la interaccion de la A (muy alta)

a la D (moderada)

Largo de la
Locus Anotacion PBS region Localizaciéon
interactora
Proteina de Sistema de
At2g45140 plantasasociada D 239 (1-239) endomembranas,
a VAMP ER
Protina con Ndcleo,
At5g63460 dominio SAP A 162(1-162) cloroplasto
Factord
Atag18740 @ octorae. 245 (1-245) Citosol
terminacion Rho
Proteina 73 con 305 (20-
At4g28500 4 minio NAC D 305) Nucleo
Proteina de
At3g0429 superfamiliatipo D 366 (1-366)
GDSL LTL1

Secretada

Dado que las mutantes vig mostraron defectos gametofiticos, se analizd si las
proteinas interactoras de VLG, PVA12 y LTL1 eran también requeridos para la
gametogénesis masculina o femenina. Las lineas mutantes de insercion por T-DNA
(SALK 088746 para PVA12 y SALK 012570 para LTL1) fueron caracterizadas con
dicho propdsito. Para ambas lineas mutantes se identificaron plantas homocigotas
sugiriendo que, cada uno de dichos genes no son esenciales en la gametogénesis.
Las plantas mutantes homocigotas no mostraron ningun fenotipo obvio en el
esporofito, y las silicuas tuvieron un rendimiento de semillas equivalente a las plantas
WT (Figura 20). Dado que el crecimiento del tubo polinico depende de una morfologia
vacuolar normal se analizé también si la germinacion o la elongacién del tubo polinico
se encontraba afectada(Steinhorst et al., 2015). Sin embargo, no se detectaron
defectos, sugiriendo que otras proteinas de la misma familia podrian funcionar de

manera redundante con LTL1 y PVA12 (Figura 20). En relacion a esta hipotesis
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existen2 proteinas pertenecientes a la familia de las esterasal/lipasa de motivo GDSL,
codificadas por At5g18430 y At5g33370 con alrededor del 70% de identidad y con un
80% de similitud en su secuencia de aminoacidos con LTL1. Ademas, otras dos
proteinas asociadas a vesiculas — PVA11, codificada por At3g60600, y PVA13,
codificada por At4g00170 — comparten 81 y 56% de identidad y 90 y 72% de similitud,

respectivamente con PVA12. También se expresan en polen y o6vulos (datos no

mostrados de https://genevestigator.com/gv/), sugiriendo que existe redundancia

funcional entre PVA12 y sus homélogos gametofiticos.
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Figura 19. VLG interactiua con LTL1 y PVA12. Anélisis de la interaccion de VLG con PVA12y
LTL1 por BiFC en epidermis de N. benthamiana.

(a) a (f) Imagenes confocales representativas de la interaccion de VLG y LTL1. Se muestra la
fluorescencia reconstituida de YFP o imagenes de DIC en células epidérmicas de N.
benthamiana co-infiltradas con Agrobacterium que porta las construcciones indicadas.

(g) a (I) Imégenes confocales representativas de la interaccion de VLG y PVA12. Se muestra la
fluorescencia reconstituida de YFP o imagenes de DIC en células epidérmicas de N.
benthamiana co-infiltradas con Agrobacterium que porta las construcciones indicadas.

(m) a (r) Imagenes confocales representativas que muestran que PVA12 no interactia con
BNP, otra proteina con dominios DC1, confirmando su especificidad.

(s) a (x) Imagenes confocales representativas que muestran que LTL1 no interactia con BNP,

otra proteina con dominios DC1, confirmando su especificidad.
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Figura 20. Caracterizacion de plantas homocigotas para pva12 yitl1.

(a) Analisis de RT-PCR de transcriptos pva12y ltl1de inflorescencias provenientes de plantas
mutantes homocigotas. Se utilizaron cebadores de actina como control endégeno.

(b) Aspecto de plantas de A. thaliana de 28 dias después de la germinacion.

(c) Analisis del contenido de semillas en silicuas maduras de plantas WT (n = 390), pval2 (n =
670) y It11 (n = 520). Los datos corresponden a las medias +- el error estandar. No se
encontraron diferencias significativas entre WT, pva12 y ItiI1 (ANOVA de una via)

(d) Porcentaje de germinacion de polen de plantas WT, pva12 y Itl1. Los datos corresponden a

la media +- el error estandar. No se encontraron diferencias significativas (ANOVA de una via).
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Capitulo 3

Funcién de la proteina BNP en la microgametogénesis

bnp es una mutacién gametofitica

Con el objetivo de conocer la funcion de la proteina con dominios DC1BNP, se
estudiaron dos lineas de insercion por T-DNA (SALK_114889, llamada bnp-1 y GK-
008EO01, llamada bnp-2) (Figura 21). Las plantas hemicigotas para la mutacion se
dejaron autopolinizar y la progenie se analizé genotipicamente. No se recuperaron
plantas mutantes homocigotas, registrandose una relacion de hemicigosis bnp-1/BNP
a WT de 1.44 (n = 183). Para las plantas bnp-2/BNP, los analisis de segregacion por
resistencia a sulfadiazina mostraron una relacién de plantas resistentes a sensibles
equivalente a 1.31 (n = 2634). El anadlisis genotipico de las plantas resistentes
determind que tampoco se encontraron plantas bnp-2 homocigotas. La proporcion de
plantas que portaban el transgen en la progenie de plantas autofecundadas fue menor
a la relacion esperada por segregacion mendeliana para mutantes esporofiticas (3:1) o
de letalidad de embrién (2:1), sugiriendo un defecto gametofitico.

Por otro parte, no se detectaron defectos esporofiticos evidentes, sugiriendo
que bnp es una mutacion recesiva. De manera similar a las plantas WT, las silicuas de
plantas bnp/BNP presentaron en promedio un pequefio porcentaje de semillas
abortadas (~1%).Como no se obtuvieron plantas homocigotas y las silicuas de plantas
hemicigotas lucian normales, se hipotetizd que la mutacion en BNP podria estar
afectando el desarrollo, la germinacion y/o la funciéon del polen. En este ultimo caso,
solo los tubos polinicos de gametofitos WT llegarian a fertilizar los 6vulos en el pistilo,
impidiendo la transmision del alelo mutante a la siguiente generacion. Para probar
dicha hipotesis se realizaron cruces reciprocos entre plantas bnp/BNP y WT y se

calcularon las eficiencias de transmision (TE = resistentes/WT * 100) del alelo mutante
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(Tabla 2 A). Aproximadamente, el 15,5 % de los microgametofitos que portaban la
mutacion bnp-1 y el 22,0% de los microgametofitos con mutacion en bnp-2
transmitieron la insercion a la siguiente generacion (prueba de Chi cuadrado, p <
0,0001), indicando que dicha mutacién afecta la viabilidad o funcidon del gametofito
masculino (Tabla 2 A). Sin embargo, no se observaron defectos de transmision a
través del gametofito femenino (90,8 % y 95,8% para bnp-1y bnp-2 respectivamente,

Tabla 2 A, valores-p 0,51 y 0,66 respectivamente en la prueba de Chi-cuadrado).

bnp-1 bnp-2 At2g44370
At2g44380> vV At2g44360>
— e ————, s

ATG TAA 200 bp

Figura 21. Mapa de las inserciones de T-DNA en el locus At2g44370para las mutantes bnp-1y
bnp-2
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Tabla 4. Eficiencia de transmision de los alelos y viabilidad de la progenie en mutantes bnp.

(A) Eficiencia de transmision de los alelos bnp-1 y bnp-2 en cruces reciprocos entre plantas
mutantes y WT. El valor-p corresponde a la prueba de Chi-cuadrado.

(B) Porcentaje de germinacion y letalidad de plantulas en la progenie de plantas bnp-1/BNP,
bnp-2/BNP y WT autofecundadas. Entre paréntesis se indica el nuimero de individuos

analizados respecto al total. El valor-p corresponde a la prueba de Chi-cuadrado.

A

e ol
Lenoup

PR sy G- |

o deiaprogenie cficiencia de
Genotiposparentales  Numero deindividuos transmision Valor-p
Femenino Masculino WT bnp-1/BNP bnp-1

bnp-1/BNP WT 98 89 90,8 % 0,51
WT bnp-1/MNW 181 28 155% <0,0001
WT bnp-2/BNP bnp-2
bnp-2/BNP WT 217 208 95,9 % 0,66
WT bnp-2/MNW 254 56 22 % < 0,0001
B
Genotipo Viabilidad de Progenieinviable (%)
Letalidad de
parental  laprogenie (%) Nogerminada plantula Valor-p

WT 98,86 (435/440) 0,23(1/440) 0,91 (4/440)
bnp-1/MNW 94,83 (715/754) 1,72(13/754) 3,45(26/754) <0,001
bnp-2/MNW 93,32 (908/973) 2,15(21/973) 4,52(44/973) <0,00001

Si bien las inserciones en BNP comprometieron la transmision de la mutacion a través
del gametofito masculino, una pequena fraccion de granos de polen pudo transmitir la
insercidn a la siguiente generacion (15-20 %). No obstante, no se recuperaron plantas
mutantes homocigotas en la progenie de plantas hemicigotas autofecundadas. De
manera de determinar el origen de este resultado, se investigo si la embriogénesis o la
germinacion de las semillas eran afectadas por la mutaciéon. Para ello, se analizaron
pistilos y semillas de plantas bnp/BNP. No se observaron defectos obvios en las
silicuas ni en el niumero de semillas respecto a las plantas WT. Sin embargo, las

semillas de bnp/BNP autofecundadas mostraron menor tasa de germinacion
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comparadas con WT [94,8 % para bnp-1/BNP (n = 754), 93,3 % para bnp-2/BNP (n =
973) y 98,9 % para WT (n = 440)]. Adicionalmente, una proporcién de plantulas detuvo
su desarrollo justo después de la germinacién, entre los estadios 0.7 y 1.0 segun
Boyes et al. (2001) y resulté inviable (Figura 22). Los valores de letalidad de plantulas
obtenidos fueron 0,9 % para WT (n = 440), 3,5 % para bnp-1/BNP y 4,5% (n = 973)
para bnp-2/BNP autopolinizadas (Tabla 2 B). El analisis genotipico de las plantulas
con desarrollo atrasado mostré que el 75% (n = 12) correspondian a individuos
bnp/bnp.

Enconjunto, estos los resultados permiten sugerirque la mutacion podria afectar
la gametogénesis y/o la funcién del grano de polen y resultar en alteraciones en la

germinacion de semillas y letalidad de plantulas.

bnp-1/bnp-1
1.0

Figura 22. La mutacion bnp-1 en homocigosis causa un arresto en el desarrollo esporofitico
temprano. Se sembraron semillas provenientes de plantas bnp-1/BNP y WT crecidas en medio
nutricional agar MS y a los 6 dias se colectaron las plantulas que lucian atrasadas respecto a
las WT. Las plantulas bnp-1 que se encontraron en estadio 0.7 (Boyes et al. 2001) no
mostraron los cotiledones separados o abiertos; en el estadio 1.0 los cotiledones se abrieron
pero no se observaron hojas verdaderas; las plantas WT, en el estadio 1.02, ya tenian

primordios de hojas verdaderas.
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El desarrollo de polen en mutantes bnp esta detenido en el estadio

bicelular de su desarrollo

Con el objetivo de conocer las causas de la menor eficiencia de transmision del
gametofito masculino se comenzé analizando la viabilidad de granos de polen
maduros en las plantas bnp-1 y bnp-2. La tincion de Alexander, la cual revela
viabilidad, no mostré diferencias con respecto al polen de las plantas WT, indicando

que la mutacion bnp no afecta la viabilidad del polen (Figura 23).

P e (|e® (b - (c®
2
-

@ @
WT °'o. —_ bnp-l‘..’ &— bng—?._. —.

Figura 23. La viabilidad de los granos de polen de las plantas bnp/BNP es similar al de las
plantas WT.

(a-c) Tincion de Alexander en granos de polen maduros de plantas WT (a), bnp-1 (b) y bnp-2
(c). No se observaron diferencias en la viabilidad del polen entre los genotipos analizados y las

plantas WT.

A continuacion, se analizé la composicion nuclear de granos de polen maduros usando
la tincién DAPI con el objetivo de detectar si el problema de transmision radica en un
numero o posicion incorrecta de los nucleos del polen.

Mientras que las anteras WT en antesis contuvieron un 99% de polen tricelular (n =
772), las anteras de bnp/BNP mostraron un valor mayor al 50% de granos de polen
bicelulares [57 % en bnp-1/BNP (n = 1113) y 41 % en bnp-2/BNP (n = 981)],

demostrando un arresto en su desarrollo.
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Los ensayos de complementacion genética confirmaron que la insercion en BNP
causa el fenotipo de desarrollo esperado. Las plantas mutantes bnp-1 hemicigotas
transformadas con la construccion ProBNP::BNP-GFP mostraron cantidades similares
de polen tricelular en anteras maduras que las plantas WT (Figura 24). Resultados
similares se obtuvieron en 3 lineas complementadas independientes (generacion T3).

Con el objetivo de caracterizar el defecto observado durante el desarrollo polinico, se
hicieron cruzamientos de plantas bnp-1 con la mutante qrt1, deficiente en una pectin-
metil esterasa responsable por la separacion de las tétradas de microsporas (Francis
et al., 2006). Se utilizaron para los analisis plantas F2 con la insercion BNP en
hemicigosis y homocigotas para qrt1 (bnp/BNP qrt1/qrt1). Las tétradas maduras se
colectaron y tifieron con DAPI (Figura 24 b-e). Consistentemente con nuestros
resultados previos, la mayoria de las tétradas bnp-1/BNP qrt1/qrt1 mostraron un
namero anormal de nucleos (Figura 24 a), indicando nuevamente una falla en
completar la segunda mitosis en aproximadamente, la mitad de los granos de polen

analizados.
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(a) Fenotipo nuclear observado

Cuatro tricelulares  Tres tricelulares, Dos tricelulares, dos Dos tricelulares, un

Genotipo (b) un bicelular (c) bicelulares (d) tetracelular (e}
BNP/BNP 96,9 % (187/193) 3.1 % (6/193) 0 % (0/193) 0 % (0/193)
bnp-1/BNP 0,9 % (2/229) 11,8 % (27/229) 83.4 % (191/229) 3,9 % (9/229)

(f) Fracciéon germinada de la tétrada
Germinacion
Genotipo de polen (%) 4/4 3/4 2/4 1/4 0/4
68.2 % 352 % 35,6 % 105 % 57 % 12,8 %
BNP/BNP (573/840) (74/210) (75/210) (22/210) (12/210)  (27/210)
377 % 0% 8.8 % 466 % 311 % 13,4 %
bnp-1/BNP (291/772) {0/193) (17/193) {90/193) (60/193)  (26/193)
/ / / / /

T (W% ®
i jl, x \ ";! }

Figura 24. El desarrollo y la germinacion del polen estan afectados por la mutacion bnp-1.

(a) Cuantificacion de los fenotipos observados en plantas BNP/BNP y bnp-1/BNP en la base
genética qrt1/qrit.

(b-e) Configuracién nuclear revelada por DAPI. Barras = 10 ym.

(f) Cuantificacion de la germinacién de tétradas de polen en las plantas BNP/BNP y bnp-
1/BNPen la base genética qrt1/qrt1.

(g-k) Fotos representativas de tétradas con distinta fraccion de granos de polen

germinados.Barras = 20 um

Aunque los granos de polen bnp portan un nimero anormal de nucleos, su viabilidad
segun la tincion de Alexander no se modificd (Figura 23). De manera de determinar si

la mutacion en estudio afectaba otro aspecto requerido para la transmision, se analizo
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la germinacion de granos de polen en las tétradas de plantas bnp-1/BNP qrt1/qrt1.
Aproximadamente, el 37,5 % de los granos de polen germinaron in vitro en medio
sdlido de germinacién de polen, comparado con un 78,5 % en plantas BNFP/BNP
qrt1/qrt1 (WT para el alelo BNP) (Figura 24 f-k). En las plantas bnp-2/BNP, el polen
presentd un porcentaje de germinacion del 43% (n = 787), comparado con el 67% del
polen WT (n = 443). El porcentaje maximo de germinacion de polen WT con el
protocolo de Boavida y McCormick, (2007) es de alrededor del 80% en condiciones
Optimas. Si consideramos que el 78,5% obtenido en nuestras condiciones es el
maximo alcanzable, el porcentaje corregido de germinacion de bnp-1/BNP qrt1/qrt1 es
solo del 48 %, y 63% para bnp-2/BNP. Los granos de polen con el desarrollo detenido
son viables, pero la germinacién esta impedida, lo cual explica la eficiencia de
transmision reducida de bnp a través del gametofito masculino. Por lo tanto,
hipotetizamos que BNPes una proteina clave para completar el desarrollo del grano de
polen, especificamente la mitosis Il, afectando ademas la germinacion del tubo

polinico en A. thaliana.

La proteina BNP se expresa durante la microesporogénesis y la
microgametogénesis y estadios tempranos del desarrollo

esporofitico.

La localizacion de BNP durante el desarrollo del polen se estudié mediante el analisis
de la proteina reportera BNP-GFP en plantas llevando la construccion pBNP:BNP-
GFP. Dicha construccion complemento el fenotipo mutante de granos de polen de las
plantas bnp/BNP demostrando su funcionalidad durante el desarrollo gametofitico
(Figura 25). BNP-GFP se detect6 distribuida en el citoplasma en estadios tempranos

del desarrollo del polen (tétrada de microsporas y microspora liberada, Figura 26 a-b),
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y en estructuras puntuadas discretas durante los estadios bicelulares y tricelular de los
granos de polen (Figura 26 c-d). Un patrén similar se observé en el tubo polinico de
granos de polen pBNP:BNP-GFP (Figura 26 i). Dado que la mutacién en
homocigosis caus6 fallas en la germinacién y detuvo el desarrollo de las plantulas
antes de alcanzar el estadio 1.02, se analizd la expresion de BNP en estadios
tempranos del desarrollo esporofitico. Se analizé la actividad del promotor de BNP
en las plantas transgénicas pBNP-GUS. La expresion de GUS se detecté en
estadios embrionarios desde las 24 hs luego de la imbibiciéon de la semilla (Figura
26 k), y se mantuvo en estadios tempranos las plantulas de 1 a 10 dias de edad
(Figura 26 1, m, n) principalmente, en tejidos de activa expansion celular y

siguiendo una localizacion vascular.

(@)

Figura 25.La complementacion de bnp-1/BNP con la construccion ProBNP::BNP-GFP restaur6
el fenotipo de polen binucleado tipico de las plantas WT.

(a) Imagenes de microscopia de epifluorescencia de nucleos tefidos con DAPI en granos de
polen de las plantas bnp-1/BNP complementadas con ProBNP::BNP-GFP.

(b) Sefial de BNP-GFP en los granos de polen complementados.
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Figura 26. BNP se expresa en el polen y en tejidos esporofiticos de plantulas.

(a-j) Imagenes de microscopia confocal mostrando expresion de BNP-GFP en la tétrada de
microsporas (a, €), en la microspora liberada (b, f), en el estadio bicelular (c, g), en el estadio
tricelular (d, h) y durante la germinacion del tubo polinico (i, j).

(k-n) Actividad del promotor BNP en plantas transgénicas pBNP:GUS. Se muestra la actividad
de la proteina reportera GUS siguiendo con localizacion vascular. La actividad es débil a las 24
hs de la imbibicién de la semilla (k), mas fuerte en la plantula de 1 dia (I) y 6 (m), y finalmente
confinado a las primeras hojas verdaderas a los 12 dias post-germinacion (n). Las fotos son
representativas de fenotipos de 3 lineas transgénicas independientes.

Barras = 10 um
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La proteina BNP interactua con los factores de transcripcion VOZ1 y

VOZ2

Para profundizar sobre la comprensiéon de las posibles funciones de la proteina BNP
se llevaron a cabo escrutinios por la técnica de doble hibrido en levadura para
identificar sus potenciales interactores proteicos. Se identificaron 2 reguladores de la
transcripcion de la familia NAC, anotados como Vascular plant one zinc finger protein 1
y 2 (VOZ1 y VOZ2) (Tabla 3). Curiosamente, la proteina BNP también interacciona
consigo misma (Tabla 3). Para confirmar las interacciones BNP-VOZ1, BNP-VOZ2 y
BNP-BNP se realizaron ensayos de tipo BiFC. Se disefiaron las construcciones para
expresar BNP y cada una de las proteinas candidatas fusionadas ya sea a los
fragmentos N- o al C-terminal de la proteina amarilla fluorescente YFP generando las
construcciones BNP-N-YFP, VOZ1-C-YFP, VOZ2-C-YFP y BNP-C-YFP. Las
construcciones de fusion bajo el promotor CaMV 35S se transformaron
transientemente en hojas de N. benthamiana y las sefales de BiFC se analizaron
utilizando microscopia confocal (Figura 27). Los hojas control, co-transfectadas con
BNP-N-YFP y C-YFP sin fusionar o con N-YFP sin fusionar y VOZ1-C-YFP, VOZ2-C-

YFP o BNP-C-YFP no mostraron sefial de BiFC (Figura 27).

Tabla 5. Seleccion de clones obtenidos por Y2H usando BNP como carnada. PBS: puntaje

biolégico predicho; jerarquiza la confianza de la interaccion de la A (muy alta) a la D

(moderada)
., Largo de la region L,
Locus Anotacion PBS - Localizacién
interactora
At1g28520 VO%% Vascular plant D 486 (129-486) Nicleo,
one zinc finger protein 1 citosol
vVOz2,V | lant Citosol
At2g42400 , Vascularplant C 450 (1-450) osol,
one zinc finger protein 2 nucleo
At2gaa370 CIN' Proteinacon B 250 (1-250) LPVCs

dominios DC1
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Figura 27. La proteina BNP interactua con VOZ1, VOZ2 y otras BNP. Ensayos de BiFC de la
interaccion de BNP con VOZ1, VOZ2 y otras BNP en epidermis de N. benthamiana.

(a-f) Imagenes representativas de microscopia confocal que muestran que BNP interactia con
otras BNP.

(g-1) Imagenes representativas de microscopia confocal que muestran que BNP interactia con
VOz1.

(m-r) Imagenes representativas de microscopia confocal que muestran que BNP interactua con
otras VOZ2.

BNP se localiza principalmente en LPVCs y co-localiza con VOZ1 y

VOZ2

Con el objetivo de conocer la naturaleza de la localizacién y precisar la/s organela/s en
las que se localiza la proteina BNP, se analizé la expresion de BNP-GFP utilizando el
sistema de N. benthamiana previamente mencionado. Ademas, se compard su
localizacion con RFP-Rha1, marcador de LPVCs, y St-RFP, marcador de aparato de
Golgi (Grefen et al., 2010). BNP co-localiz6 principalmente con el marcador de LPVCs
(Figura 28 a-e), y solo en casos aislados con el marcador ST-RFP (Figura 28 f-j). Para

confirmar que BNP se localiza en los mismos compartimentos que sus proteinas

74



interactoras se realizaron analisis de co-localizacion en hojas de N. benthamiana co-
transformadas con BNP-GFP, VOZ1-RFP y VOZ2-RFP. La expresion tanto de VOZ1-
RFP como de VOZ2-RFP se identificd con el tipico patron puntuado coincidente con
BNP-GFP, mostrando altos niveles de co-localizacion (Figura 28 k-t). El analisis de
imagenes por la aplicacion PSC colocalization en el programa Image-J

(https://www.nottingham.ac.uk) revel6 que, si bien hay altos niveles de co-localizacion,

tanto BNP como VOZ1 y VOZ2 pueden existir en organelas separadas (Figura 28 o, t).
En conjunto, nuestros datos sugieren que la interaccién entre BNP y VOZ1/VOZ2

ocurre en los LPVCs.
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Figura 28. La proteina BNP co-localiza con VOZ1 y VOZ2 en compartimentos prevacuolares
tardios.

(a-d) Co-localizacion de BNP-GFP (a) con el marcador de LPVCs RFP-Rha1 (b), mostrando
superposicion de la sefial (c) en epidermis de N. benthamiana (d).

(f-i) Co-localizacion de una pequefia parte de la sefial de BNP-GFP (f) con el marcador de
Golgi St.RFP (g), mostrando superposicion parcial (h) en epidermis de N. benthamiana (i).
(k-n). Co-localizacion de BNP-GFP (k) con RFP-VOZ1 (I), mostrando superposicion de la sefal
(n) en epidermis de N. benthamiana (n).

(p-s) Co-localizacion de BNP-GFP (p) con RFP-VOZ2 mostrando superposicion parcial de la
sefal (r) en epidermis de N. benthamiana (s).

(e, j, o, t) Prueba de co-localizacion de la aplicacion Pearson Spearman colocalization

(https://www.nottingham.ac.uk) para el programa Image-J. r, y rs corresponden al coeficiente de

correlacién de Pearson y de Spearman respectivamente.

Barras = 20 ym.
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Discusion

VLG y BNP son proteinas modulares que contienen 3 dominios DC1 con alta similitud
estructural a los dominios C1. En su estructura se observa un plegado muy similar en
las regiones de coordinacién de Zn*? y en las ldminas beta antiparalelas. La gran
afinidad de unién al Zn*? les otorga un plegado capaz de formar bucles, los cuales en
los dominios C1 definen el sitio de union a ligandos (Zhang et al., 1995). Dichos
bucles, no conservados en secuencia ni en longitud en los dominios DC1 podrian
determinar la especificidad de unioén, ya sea a lipidos o a proteinas. Aparte de su
afinidad a agonistas fosfolipidicos y a proteinas especificas, los dominios C1 presentes
en numerosas isoformas de las proteinas PKC y quinasas de proteinas de tipo Raf
comparten la capacidad de responder a estrés oxidativo (Zhao et al, 2011). En
ensayos in vitro con el dominio C1b de la PKCa se observo que tanto su activacion
clasica por ligandos como la respuesta a la accién redox provoca la liberacion de Zn*?,
el cambio de conformacion y la alteracion de su competencia enzimatica (Zhao et al.,
2011). Lin y Takemoto (2005) demostraron que el dominio C1 de la PKCy ademas de,
unirse a diacilglicerol responde al agregado exdégeno de H,O,. Esto sugiere que los
dominios DC1 también podrian responder tanto a ligandos especificos como a la
accion redox mediante la liberacion de Zn+2 y su cambio de conformacién. Tal
mecanismo de respuesta le otorgaria a las proteinas con dominios DC1 un gran
potencial regulatorio. Zhou et al., (2002) demostraron que a pesar de su gran similitud
estructural, los dominios C1 de las quinasas supresoras de Ras en animales, no son
intercambiables y mientras unos dirigen la translocacion a membranas otros
interactian con proteinas especificas. De esta manera las proteinas modulares con
dominios DC1 podrian funcionar como andamios que facilitan la union de fosfolipidos y

el ensamblaje de complejos proteicos de forma sensible al estado redox.
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Inicialmente, los genes VLG y BNP se identificaron a partir de un andlisis
transcriptomico global que se realizé en nuestro laboratorio con el objetivo de estudiar
genes que participan de la respuesta de las plantas de papa frente a patdgenos
fungicos (Godoy et al., 2000). Dado que los mismos se describieron como genes con
funcién desconocida inicialmente exploramos su expresion a través del analisis in
silico en plantas de A. thaliana sometidas a estreés.

A partir del analisis de bases de datos de microarreglos se identifico que VLG y BNP,
al igual que algunos de sus homoélogos mas cercanos se regulan fuertemente frente a
estreses bioticos y abidticos (Figura 8). Particularmente, frente a la inoculacién con
bacterias y la exposicion a inductores de la respuesta de defensa se observo que la
expresion de ambos genes se activa fuertemente. La aplicacion exégena de las
fitohormonas ABA e IAA reprime la expresion de los genes VLG y BNP en tiempos
cortos comprendidos entre 1 y 6 hs luego de la infeccion (Figura 8). A continuacion,
demostramos mediante los tratamientos de las plantas frente a diferentes tipos de
estreses y tratamientos hormonales que existe una regulacion general y diferencial de
la expresion de los genes VLG y BNP en las plantas reporteras pVLG:GUS vy
pBNP:GUS. Curiosamente, todos los tratamientos de induccion de las respuestas a
estrés causaron algun cambio en la intensidad o distribucion de la expresion del gen
reportero GUS en ambas lineas transgénicas. Dicha regulaciéon se observé dentro de
las primeras 2 hs de aplicados cada uno de los tratamientos y resulté 6rgano
especifica.

En las plantas reporteras pVLG:GUS expuestas a los tratamientos de estreses y
homonales se observd una expresion positiva del gen reportero en la parte aérea,
salvo frente a los tratamientos con luz UV-B y H,O, para los cuales se observé
represion génica (Figura 9). Particularmente, en la raiz se observo represion por estrés
bidtico y estrés oxidativo mediado por H,O, (Figura 9). Coincidentemente con los datos
de expresion in silico, VLG se indujo ante el tratamiento con xilanasa, utilizada como
inductor de la respuesta de defensa y muerte celular (Ron y Avni, 2004) (Figura 9).
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En las plantas reporteras pBNP:GUS el gen se iindujo en hojas sometidas a estrés
oxidativo mediado por sal y radiacion UV-B y se reprimié ante los tratamientos por las
hormonas ABA e IAA (Figura 10). Sin embargo, no se detectaron cambios en la
expresion del reportero en las raicese hipocotilos de las plantas sometidas a los
trtamientos anteriores (Figura 10).

Los genes VLG y BNP se regulan ante el tratamiento con oligoquitosano, tipicamente
utilizado como inductor de la respuesta de defensa (Thakur y Sohal, 2013) y ante la
infeccion con la bacteria fitopatdgena P. syringae cepas vir y avr, resultando en un
aumento de su expresion de alrededor de 100 veces durante las primeras 2 hs de
aplicados los respectivos tratamientos bacterianos. En la misma direccion que
nuestros resultados, el gen de A. thaliana ULI3 (At5g59920) el cual codifica para una
proteina con un dominio DC1 se regula por UV-B (Suesslin y Frohnmeyer, 2003). En
tabaco, NtDC1a y NtDC1b se inducen después del tratamiento con laminarina, la cual
actua como inductora de estrés bidtico (Shinya et al., 2007). Los genes TaCH y
GhCHR se expresan diferencialmente bajo estrés salino en plantas de trigo y algodon,
respectivamente (Li et al., 2010) (Gao et al., 2016). CaDC1 es un regulador de la
respuesta de defensa dependiente de AS en C. annuum, (Hwang et al., 2013). En el
caso del gen Atbg17960 de A. thaliana que codifica para una proteina con dominios
DC1 se induce por los tratamientos con quitina, sal, sequia, radiacion UV y frio y
tratamientos homonales (acido giberélico, AS, acido metiljasmonico y etileno)
(Bhaskar et al., 2015). Existen evidencias de que los estreses tanto bidticos como
abidticos, impactan el estado redox de la homeostasis celular (Potters et al., 2009).
Esto sucede ya sea de forma inespecifica, por la disrupcion del metabolismo celular, o
especifica, por ejemplo, a través de NADPH-oxidasas (Potters et al., 2009). Sin
embargo, a pesar de los numerosos estudios que evidencian la regulacién de los
genes que codifican para proteinas con dominios DC1 frente a estimulos hormonales y
ambientales aun no existen antecedentes funcionales sobre su rol en los mecanismos
de defensa de las plantas frente a estrés.
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Desde el punto de vista del crecimiento y desarrollo de las plantas de A. thaliana, se
observé que la expresion de VLG y BNP ocurre en condiciones normales de
crecimiento y sigue un patrén vascular, incluso antes del completo desarrollo de xilema
y floema en las hojas nuevas y raices (figura 12). En la parte aérea también se
observa mayor expresion en estipulas e hidatodos, sitios de biosintesis de auxinas en
A. thaliana (Aloni et al.,, 2003) (Figura 12). Los hidatodos ademas guian la
diferenciacion vascular en los margenes de las hojas (Aloni et al., 2003). Las células
procambiales que se diferencian en elementos de vaso y elementos de tubo criboso
sufren un drastico crecimiento en longitud, en el que el transporte polar de auxinas es
crucial (Schuetz et al., 2012). Tales evidencias sugieren un posible rol de VLG y BNP
en la ruta de sefializacion por auxinas en el contexto de la diferenciacion vascular. Tal
antecedente admitiria plantear futuros estudios que conduzcan a elucidar la funciéon de
los genes durante la vascularizacion de los tejidos esporofiticos de las plantas de A.
thaliana.

Desde el punto de vista del desarrollo, se demostr6 que VLG es una proteina
necesaria para la formacién de la vacuola central durante la micro vy
megagametogénesis en lineas mutantes hemicigotas de A. thaliana, lo cual se
confirmo mediante complementacion genética (Figura 15).

Durante la microgametogénesis las microsporas libres contienen pequefias vacuolas
alrededor del nucleo central. En microsporas mas maduras las vacuolas se fusionan
en una gran vacuola central que empuja al nucleo hacia la pared de la microspora
(Twell etal., 1998). Sin embargo, en las plantas mutante vig/VLG cerca de la mitad de
las microsporas detienen su desarrollo antes de formar la vacuola central (Figura 14).
Como consecuencia, la microspora no efectia su primera mitosis y eventualmente
colapsa. Coincidentemente, la formacion de una gran vacuola caracteriza el estadio
FG3 de la megagametogénesis. En sacos embrionarios mutantes vig dicha vacuola
principal no se detecta, la mitosis no progresa y el saco embrionario resulta inviable
(Figura 16).
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Las vacuolas en plantas tienen diversas y especializadas funciones durante el
desarrollo y la homeostasis celular, incluyendo el almacenaje, reciclado y degradacion
de componentes, la osmorregulacion y la elongacion celular, entre otras (Takemoto et
al., 2017). En A. thaliana, VLG se localiza en LPVCs, los cuales median el trafico de
proteinas hacia las vacuolas después de pasar por el TGN (Takemoto et al., 2017).
Por lo tanto nuestras evidencias indican que VLG podria estar involucrada en la
biogénesis de vacuolas a partir de los LPVCs en los gametofitos.

La fusion especifica entre la membrana de vesiculas de transporte y membranas
blanco estd mediada por SNAREs (Kim y Brandizzi, 2012). En A. thaliana se han
identificado al menos 64 proteinas SNAREs (Uemura et al., 2004). El trafico de
vesiculas mediado por SNAREs ha sido relacionado a las proteinas VAP (proteinas
asociadas a VAMP, las cuales se localizan en vesiculas), las cuales son proteinas
integrales de membrana altamente conservadas. Las VAPs de mamiferos estan
involucradas en distintas funciones celulares, incluyendo el transporte de lipidos, el
trafico de membranas, la liberacion de neurotransmisores y la estabilizacion de
microtubulos presinapticos (Lev et al, 2008). La primera proteina VAP descripta,
VAP33, se aislo de Aplysia californica y esta involucrada en la liberacion de
neurotransmisores mediada por VAMP en la membrana plasmatica (Skehel et al.,
1995). En el presente trabajo demostramos que VLG interactia con PVA12, la cual
corresponde a una VAP de A. thaliana. A. thaliana posee 10 VAPs agrupadas en la
subfamilia VAP33 de SNAREs que se localizan en el sistema de endomembranas,
mediando el anclaje y fusioén vesicular asociado al RE (Saravanan et al., 2009). En un
estudio previo, se demostré que PVA12 media el direccionamiento de la proteina de
unién a oxisterol ORP3a al RE durante el transporte de esteroles en A. thaliana
(Saravanan et al., 2009). En relacién a esto, existen evidencias de que el transporte de
lipidos y proteinas desde el RE hacia la vacuola es necesario para la correcta
biogénesis de vacuolas en A. thaliana (Viotti et al., 2013). En este escenario, VLG
podria actuar mediando el trafico de esteroles desde el RE hacia las prevacuolas al
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interactuar con PVA12. De esta manera anclaria al complejo PVA12-ORP3a en los
sitios de contacto entre los LPVCs y el RE. VLG también podria actuar disminuyendo
la barrera energética requerida para la fusion de vesiculas, tal como fue demostrado
para la proteina con dominio C1 de mamiferos Munc13-1 (Basu et al, 2007),
probablemente como parte de un complejo SNARE. Curiosamente, ORP3a fue
identificada en un escrutinio de mutantes de insercién de saco embrionario originadas
por transposones en A. thaliana (Pagnussat et al., 2005). Esto sugiere que procesos
similares de anclaje y fusién de vesiculas durante la biogénesis de vacuolas pueden
tener lugar en el gametofito femenino. Adicionalmente, también demostramos que VLG
interactua con LTL1, una lipasa con motivo GDSL, cuya sobreexpresion aumenta la
tolerancia a sal en levaduras y plantas (Naranjo et al., 2006). La familia de lipasas
GDSL en A. thaliana consiste en 118 miembros, aunque algunos de ellos podrian no
tener actividad lipasa. Este es el caso de MODIFIED VACUOLE PHENOTYPE1
(MVP1), la cual se localiza en RE y tonoplasto y sus mutantes muestran severos
fenotipos relacionados a la vacuola y trafico de endomembranas (Agee et al., 2010).
En el caso particular de LTL1, su localizacion subcelular se desconoce y se requeriran
futuros estudios para elucidar si forma parte de un complejo de anclaje con VLG
durante la biogénesis de vacuolas.

Con respecto a la proteina BNP, demostramos que se encuentra en granos de polen
desde el estadio mas temprano de la microspora hasta la germinacion y elongacién del
tubo polinico (Figura 26). Al igual que VLG, se localiza en estructuras puntuadas que
colocalizan con el marcador de LPVCs. El estudio de plantas mutantes bnp/BNP,
mostré que la transmisidn a través del gametofito masculino se vio interrumpida (Tabla
4). Cerca de la mitad de los granos de polen arrestaron su desarrollo antes de la PMII,
mostrando solo dos nucleos, y su germinacion se vio reducida significativamente
(Figura 24). Dicho fenotipo se logré recuperar mediante complementacion genética,
corroborando el efecto de la mutacion en el desarrollo del polen (Figura 25). En un
porcentaje minoritario de las tétradas observadas (<4%) se detectaron granos de
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polen de mayor tamafio portando cuatro nucleos (Figura 24), indicando un defecto
funcional durante la meiosis Il, en el cual una de las células, habiendo heredado la
mutacion, no logra dividirse. Esto sugiere que BNP podria tener una funcion durante la
meiosis. El bajo porcentaje de microsporas detectado con este fenotipo podria
explicarse por la complementacion funcional de los transcriptos de la célula madre de
las microsporas.

La pequefia proporcion de plantas homocigotas que lograron analizarse
genéticamente mostraron un atraso en su desarrollo esporofitico con respecto a
plantas WT, y resultaron inviables (Figura 22). Esto indica que BNP puede
desempenar funciones en el desarrollo esporofitico temprano, quizas como parte de la
organogeénesis de hojas y el correcto desarrollo vascular guiado por la sefializacion por
auxinas, tal como sugiere su localizacion vascular y en estipulas e hidatodos (Figura
12).

Mediante experimentos de BiFC demostramos que BNP interactua consigo misma, y
con los reguladores de la transcripcion VOZ1 y VOZ2. Estos ultimos pertenecen a la
familia NAC de factores de transcripcion y estan involucrados en el control del tiempo
de floracion (Celesnik et al., 2013); Yasui y Kohchi, 2014), ya sea por la interaccién
con PhyB (Yasui et al., 2012), Flowering Locus C (Mimida et al., 2011) o Constans
(Koguchi et al, 2017; Kumar et al., 2018). Las proteinas VOZ también estan
relacionadas al estrés bidtico y abidtico (Nakai et al., 2013; Song et al., 2018). Se ha
demostrado que VOZ1 y VOZ2 son funcionalmente redundantes, pues las mutantes
simples de cada gen mostraron fenotipos normales, pero las dobles mutantes
voz1voz2 mostraron defectos fenotipicos (Yasui et al., 2012; Celesnik et al., 2013).
Notablemente, dichas mutantes presentan el mismo defecto en el gametofito
masculino observado en plantas bnp/BNP, ya que una fraccion de los granos de polen
detiene su desarrolloantes de PMII, con sélo dos nucleos (Celesnik et al., 2013). Este
hecho apoya un posible rol fisiolégico de la interaccion entre BNP y las proteinas
reguladoras de la transcripcion VOZ durante el desarrollo del polen.
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Aunque las proteinas VOZ son funcionales en el nucleo, inicialmente se identificaron
en compartimentos citoplasmaticos (Yasui et al., 2012). Por este motivo se propuso
que la translocacion citoplasma-nucleo podria modular la actividad de las proteinas
VOZ como reguladores transcripcionales (Yasui et al., 2012; Koguchi et al., 2017).
Puesto que VOZ1 y VOZ2 no contienen una region transmembrana ni sefales de
localizacion (Jensen et al., 2010), BNP podria estar actuando como una proteina de
anclaje, acompanando su translocaciona través de los LPVCs. La observacién de co-
localizacion de BNP y VOZpormicroscopia confocalpareceapoyarestahipotesis (Figura
28).

Nuestros resultados demuestran que BNP es requerida no sélo durante el desarrollo
del polen sino también en el desarrollo esporofitico de las plantas de A. thaliana
(Figuras 24 y 22 respectivamente). En concordancia, la expresion del gen BNP se
detectd muy temprano en el desarrollo de la plantula en tejidos vasculares (Figura 26).
Las proteinas VOZ también se expresan en el esporofito siguiendo el mismo patron
vascular (Yasui et al., 2012), sugiriendo que dicha interaccion proteina-proteinapodria
cumplir funciones tanto gametofiticas como esporofiticas.

En conjunto, nuestros resultados demuestran que ambas, VLG y BNP son proteinas
modulares que actuan a través de la interaccion con otras proteinas y lipidos de
endomembranas. Dicha interaccién podria ocurrir como parte de los complejos
SNARE de fusion de vesiculas a membranas blanco y/o guiando reguladores de la
transcripcion en su translocacion citoplasma-nucleo. Los dominios DC1 les otorgarian
ademas la capacidad de sensar el estado redox, efectivamente integrando sefales
ambientales en la regulacion del transporte de lipidos y proteinas. La ubicuidad de los
sistemas de trafico molecular juega un rol central en numerosas actividades celulares
durante el ciclo de vida de las plantas (Takemoto et al., 2018). Es asi que, por ejemplo,
las proteinas SNAREs, estan involucradas en la division y elongacién celular,
tolerancia a estrés, respuesta gravitropica, cierre estomatico y desarrollo gametofitico
(Kim y Brandizzi, 2018). La gran divergencia en la secuencia de aminoacidos en los
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dominios DC1 (Figura 6) podria conferirle propiedades para su unién a diversos
ligandos (Rahman y Das, 2015) sugieriendo, a su vez, una gran diversidad de posibles
interactores moleculares. El conjunto de tales caracteristicas le confiere a la familia de
proteinas con dominios DC1 un gran potencial para una regulacion especifica pero a
su vez, altamente dinamica y controlada para asegurar la homeostasis celular que se
requiere tanto durante los procesos de desarrollo como de aclimatacion y defensa

frente a los cambios y estrés ambiental.

Perspectivas de estudios a futuro

Los dominios C1 en animales son capaces de unirse a DAG, ésteres de forbol y
proteinas especificas, ademas de cambiar de conformacion frente a la accién redox
(Zhao et al., 2011). Sin embargo, en plantas aun no existen estudios que demuestren
que los dominios DC1 tienen la misma capacidad de unién a ligandos y sensibilidad
redox. Por lo tanto futuros experimentos comparativos entre plantas y animales
animales sobre los dominios C1 permitiran avanzar con mayor certeza en el estudio
funcional de dichos dominios.

Puesto que no se han detectado plantas mutantes homocigotas y dado que los genes
VLG y BNP se expresan fuertemente frente a la inoculacién con P. syringae y la
exposicion a inductores y a tratamientos con las hormonas del estrés AS y AJ (Figuras
8, 9, 10 y 11) planteamos la posibilidad de estudiar la respuesta de defensa frente a
fitopatdégenos en las plantas silenciadas en el gen VLG. Adicionalmente, se podria
estudiar si la participacion de las proteinas es localizada o sistémica.

Puesto que numerosos estreses comparten la caracteristica de alterar la homeostasis
redox, se podrian plantear experimentos para discernir su especificidad y/o si ambas
proteinas VLG y BNP responden por la modificacion del dominio DC1 antedicha

regulacion.
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Por otra parte, VLG y BNP se expresan especificamente en sitios de biosintesis de
auxinas, en células en elongacion, en tejido vascular y en células de la columela
(Figura 12) sugiriendo su rol en la biosintesis y/o sefializacion por auxinas. Por lo
tanto, proponemos analizar el desarrollo vascular y los procesos de desarrollo
dependientes de auxinas, tal como por ejemplo la respuesta gravitrépica. Para ello se
podrian utilizar las lineas silenciadas en VLG o mutantes bnp homocigotas. Ademas se
dispone de las lineas DR5:GUS (Sabatini et al., 1999) cruzadas con las lineas
silenciadas en VLG y mutantes bnp, las cuales podrian facilitar los estudios sobre la
distribucion de la respuesta a auxinas.

Desde el punto de vista citolégico, dado que VLG y BNP se expresan en células en
elongacioén (Figura 12) en las que el lumen vacuolar se incrementa dramaticamente
(Kriiger y Schumacher, 2018), ambas proteinas podrian cumplir funciones vacuolares
en el esporofito. Esta funcion, al igual que en los gametofitos, podria radicar en la
fusion de LPVCs en vacuolas para aumentar el tamafio vacuolar (Cui et al., 2018). En
A. thaliana la mutacién en el gen VACUOLELESS1 previene la biogénesis de vacuolas
y por lo tanto la elongacién celular, deteniendo asi el desarrollo temprano del
esporofito (Rojo et al., 2001). Similarmente, podria ser el caso de la proteina BNP,
cuya mutacion en homocigosis causa arresto del desarrollo y letalidad de plantulas, y
por lo tanto estudios futuros podria dilucidar acerca de su rol.

Finalmente, desde el punto de vista gametdfitico resta conocer los mecanismos a
través de los cuales VLG y BNP y sus respectivas proteinas interactoras actuan
durante los procesos de desarrollo gametofitico en A. thaliana. Para ello se ha
avanzado en la generacion de lineas mutantes bnp/BNP expresando establemente sus
interactoras VOZ1 y VOZ2 en fusion con la proteina reportera RFP. Experimentos
similares se pueden llevar a cabo para VLG y sus interactoras.

En conjunto, los resultados originales obtenidos en este trabajo de Tesis junto con

posibles evidencias futuras sentaran una base amplia de conocimientos para
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comprender las bases funcionales de las proteinas con dominios DC1 en plantas y su

grado de conservacion molecular y funcional a lo largo de la diversidad biolégica.
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