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La DNA glicosilasa METHYL BINDING DOMAIN 4 (MBD4) al igual que el gen
codificante para la misma estan muy bien caracterizados en animales. Sin embargo, al
presente no existen estudios sobre el gen que codifica para esta enzima en plantas, donde se
desconoce su patrén de expresion, participacion en procesos biologicos y de desarrollo y sus
efectos sobre respuestas al estrés. En bacterias y animales MBD4 forma parte de uno de los
sistemas de reparacion del DNA donde actia como DNA glicosilasa monofuncional.
Estructuralmente MBD4 pertenece a la superfamilia HhH-GPD y actGa sobre diversos
sustratos, constituyendo una enzima multifacética implicada en diversos procesos celulares.

En este trabajo de Tesis doctoral se selecciond y caracteriz6 un homoélogo de MBD4 de
humanos en Arabidopsis thaliana (Arabidopsis), llamada METHYL BINDING DOMAIN 4-
LIKE (MBDA4L). Los resultados contenidos en este trabajo indican que AtMBDAL presenta
dos transcriptos alternativos, uno de ellos no descripto anteriormente. Ambos transcriptos
codifican para dos proteinas nucleares que conservan intacto el dominio DNA glicosilasa y
difieren en la regién N-terminal. Se observo, ademas que el dominio de MBDAL presenta una
estructura similar a la descripta para la superfamilia HhH-GPD DNA glicosilasa, a la cual
también pertenece MBD4 de animales y estd muy conservado desde bacterias hasta humanos,
aungue no presenta proteinas homdlogas en Arabidopsis.

Para contribuir a la caracterizaciéon funcional del gen se estudi6é la participacion de
AtMBDAL en procesos de desarrollo y en respuestas al estrés biotico y abiotico. Se determind
que MBDAL participa en la decondensacion de heterocromatina centromeérica que sufre el
genoma de Arabidopsis en infecciones con Pseudomonas syringaae pv. tomato DC3000 (P.
syringae pv. tomato) y favorece el crecimiento del patdgeno en la planta. Ademas, el anélisis
de fenotipos en plantas mutantes y silenciadas para AtMBDA4L indicé que dicho gen participa
en procesos del desarrollo vegetativo y reproductivo de Arabidopsis.

Por otra parte, para abordar la participacion de MBDA4L en respuestas al estrés abidtico
se utilizaron plantas mutantes y lineas transgénias sobre-expresantes, las cuales demostraron
que MBDAL estimula la tolerancia al estrés oxidativo y salino en plantas adultas, pero no
durante la germinacion.

Finalmente, durante este trabajo de Tesis doctoral se propusieron diferentes blancos
para MBD4L, aunque por el momento se desconoce le mecanismo de accion.

En condiciones de infeccion con el patdgeno bacteriano, MBDA4L podria actuar sobre
las repeticiones y transposones centroméricos, permitiendo la activacion de reguladores

negativos de la defensa.
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Durante el desarrollo, MBDA4L podria regular la expresion de FLC, determinando el
tiempo de floracidn, posiblemente mediante mecanismos epigenéticos.

En condiciones de estrés oxidativo y salino en plantas adultas, MBDA4L podria participar
en la reparacion del genoma de Arabidopsis, removiendo mutaciones tales como U:G, T:G y
5-hmu.
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SISTEMAS DE ESCISION Y REPARACION DEL DNA

El genoma de los organismos vivos estd constantemente expuesto al ataque de factores
ambientales y subproductos metabdlicos enddgenos que pueden alterar la estructura quimica
del DNA. La integridad del DNA es vital para la viabilidad de las células y la salud de los
organismos (Baute y Depicker, 2008), y en la mayoria de los casos es mantenida por accion
de mudltiples sistemas de reparacion que restauran los dafios producidos sobre bases
nitrogenadas (Krokan y Bjoras, 2013). La restauracion de estos dafios se produce basicamente
por dos diferentes mecanismos: reversion directa y reparacion por escision.

El mecanismo de reversion directa repara dafios ocasionados por reacciones de
alquilacién y condiciones de exposicion a radiacion ultravioleta (UV) que generan dimeros de
pirimidina (fotoreaccion). Este mecanismo de reparacion es el mas simple e involucra la
accion de una Unica enzima cuya identidad depende del tipo de dafio a reparar (Tuteja y col.,
2009). En general, este sistema estd conservado desde bacterias hasta humanos, aunque estos
ultimos carecen de la enzima que cataliza la fotoreversion (Cline y Hanawalt, 2003).

La reparacion por escision es un proceso mas complejo que involucra la accion conjunta
de varias enzimas o complejos enzimaticos. Este tipo de reparacion es responsable de
restaurar la mayoria de las modificaciones de bases que afectan al genoma (Cline y Hanawalt,
2003). Dentro de este mcanismo se distinguen tres sistemas que difieren en su modo de
accion: el sistema de reparacion de bases apareadas incorrectamente (Mismach Repair,
MMR), el sistema de escision de nucledtidos (Nucleotide Excision Repair, NER) y el sistema
de escision de bases modificadas (Base Excision Repair, BER) (Fig. 1).

El sistema MMR actta inmediatamente luego de la replicacion para reconocer y reparar
bases mal apareadas o pequefias inserciones o deleciones ubicadas en la cadena del DNA
recién sintetizada (Spampinato y col., 2009). El sistema NER actta asociado a la replicacién
del DNA o posterior a la misma, para reparar modificaciones que distorsionan la estructura
helicoidal normal del diplex de DNA (Yang, 2008). Entre ellas, se encuentran dimeros de
pirimidina ciclobutano y fotoproductos pirimidina-(6,4)-pirimidona generados por la
radiacion UV, aductos de bases creadas por agentes quimicos exdgenos y lesiones producidas
por reacciones de oxidacion derivadas de incrementos de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(lyama y Wilson I11, 2013).

Por su parte, el sistema BER reconoce un amplio rango de alteraciones derivadas de
reacciones de deaminacion, oxidacion y alquilacion de bases, las cuales no generan cambios
en la estructura del DNA (Zharcov, 2008; Baute y Depicker, 2008; Robertson y col., 2009).
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Adaptado de Cline y Hanawalt, 2003

Figura 1. Principales sistemas de reparacion del DNA por escision. Comparacién entre los sistemas de
reparacion MMR (bases apareadas incorrectamente), NER (escision de nucledtidos) y BER (reparacién por
escision base). Todos los sistemas producen cortes en una cadena del DNA y comparten tres etapas bien
diferenciadas (reconocimiento y escisién del dafio, sintesis y ligado de DNA) en las que muestran caracteristicas
distintivas. Para el sistema BER se ejemplifica la via larga. El tridngulo rojo india la lesion en el DNA. En verde

se muestra la cadena re-sintetizada.

Los tres sistemas, MMR, NER y BER, generan cortes en una unica cadena del DNA, en
regiones cercanas a la lesion. Mientras que los sistemas MMR y NER reemplazan varios
nucledtidos alrededor de ese sitio, solo el sistema BER puede escindir Unicamente la base
dafada. Alternativamente el BER también puede recaer en una una via que remueve algunos
nucle6tidos aledafios al nucleétido modificado mediante un proceso mas complejo, que
involucra més pasos (Fig. 1).

En este capitulo se describen ambos sistemas de reparacion del DNA, haciendo incapié
en el sistema que involucra la escision de bases, del cual forma parte la enzima objeto de
estudio. Luego se presentan las principales caracteristicas de las DNA glicosilasas, enzimas
limitantes de este sistema, su clasificacion estructural y mecanismo de accién. Posteriormente,
se analiza la implicancia de las DNA glicosilasas en procesos de desarrollo, reparacion del

DNA y su rol en epigenética, con énfasis en las enzimas vegetales.
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El sistema BER

Este sistema fue descubierto en 1974 por el grupo del Dr. Lindahl, que describi6 la
actividad enzimética de una DNA glicosilasa de Escherichia coli capaz de remover la base
uracilo (U) del DNA mediante una actividad diferente a la de una nucleasa. En este proceso se
generaba un sitio abasico que era reparado posteriormente por accién de otras enzimas
(Lindahl y col., 1974). Posteriormente, otros grupos demostraron que la Uracilo DNA
glicosilasa era la responsable de esa actividad, y que su funcion estaba asociada a procesos de
reparacion del DNA (Olsen y col., 1989). A partir de entonces, numerosos estudios, han
permitido la caracterizacion de cada uno de los componentes del sistema BER principalmente
en bacterias y animales. A diferencia de otros sistemas de reparacion, este sistema estd
ampliamente conservado en diferentes reinos (Hitomi y col., 2007). El sistema BER remueve

bases dafadas en dos pasos consecutivos (Fig. 2).

SR SR S S
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Figura 2. Etapas del funcionamiento del sistema BER. Se esquematiza la accion de las principales
enzimas que conforman el sistema. La base lesionada, en este ejemplo U, es reconocida por una DNA glicosilasa
(Uracilo DNA glicosilasa) que cliva el enlace glicosilico. Posteriormente una apurinico/apirimidico (AP)
endonucleasa (liasa) corta el enlace fosfodiéster, generando extremos 3'-OH y 5'-desoxirribosa-fosfato (5'dRP).

Posteriormente, por accién de una DNA polimerasa y una DNA ligasa se re-sintetiza y liga el DNA.

El primer paso es catalizado por las DNA glicosilasas, que controlan la etapa limitante
del proceso (Yang, 2008). Estas enzimas detectan la base lesionada y catalizan el clivaje del

enlace glicosilico entre ésta y la desoxirribosa, generando un sitio apurinico o apirimidico
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(AP). El segundo paso es catalizado por una AP endonucleasa (APE) que reconoce el
producto abasico y cliva el enlace fosfodiéster en el extremo 5°de la lesion para dejar
expuestos un OH y un grupo desoxirribosa-fosfato (5°dRP) en los extremos 3’y 5,
respectivamente. Posteriormente, los extremos 3"y 5°son adaptados, para permitir que la DNA
polimerasa incorpore el nuevo nucleétido y que la DNA ligasa selle la cadena de DNA (Yang,
2008; Baute y Depicker, 2008).

En algunos casos, el sistema BER opera no sélo remplazando la base dafiada (short path
BER) (Fig. 2), sino también sintetizando nucle6tidos cercanos a la base dafiada (long path
BER) (Fig. 1). La decision de proceder mediante una u otra via no se conoce en profundidad,
pero se hipotetiza que podria depender de la concentracion relativa de ATP en el sitio AP.
Curiosamente, la via méas larga ocurre cuando la concentracion de ATP es menor, ya que las
enzimas que catalizan la via corta requieren mayores cantidades de ATP (Petermann y col.,
2003).

DNA glicosilasas del sistema BER

En los ultimos afios se determin® la estructura cristalina de varias DNA glicosilasas de
diversos organismos, proporcionando una vision méas clara de los mecanismos de
reconocimiento y catélisis en la region de la lesion (Zharkov, 2008).

Aunque cada DNA glicosilasa actla sobre sustratos especificos, todas presentan un
principio de accion comun. Se especula que las bases dafiadas son reconocidas
especificamente por su forma, potencial de unién al hidrogeno y distribucion de carga
eléctrica, que resultan diferentes a las de bases normales (Yang, 2008). Las DNA glicosilasas
unen la base lesionada al sitio activo ubicado en un bolsillo catalitico, desplazando la misma
fuera de la doble hebra del DNA (Kim y Wilson Ill, 2012). La selectividad de sustrato
ocurriria por exclusién de las bases normales y una unién eficiente a la base dafiada. Si esta
union resulta exitosa se producira la escision del enlace N-glicosilico, liberando la base
mutada para generar un sitio AP (Zharkov, 2008; Kim y Wilson, 2012). Tras la liberacién de
la base, las DNA glicosilasas permanecen unidas al sitio AP (Jacobs y Schér, 2012),
favoreciendo el reclutamiento de varias enzimas que son necesarias para estabilizar roturas de

la cadena de DNA hasta que la reparacion se complete (Kim y Wilson 111, 2012).
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DNA glicosilasas mono y bifuncionales

De acuerdo a su mecanismo de accion las DNA glicosilasas del sistema BER se
clasifican en enzimas mono y bifuncionales. Las DNA glicosilasas monofuncionales sélo
catalizan la ruptura del enlace glicosilico, mientras que las bifuncionales también tienen
asociada una actividad liasa, que les permite escindir el enlace fosfodiéster sin requerir la
accion de las APE. Por ello, estas tltimas se definen como DNA glicosilasas/liasas.

Las etapas asociadas a la accion de DNA glicosilasas mono y bifuncionales del sistema
BER han sido estudiadas principalmente en animales. A modo informativo las diferencias
principales entre las DNA glicosilasas mono y bifuncionales se detallan en la Figura
suplementaria | (SI, pag. 131), aunque en esta Tesis no se evalud el mecanismo de accion de
la DNA glicosilasa en estudio. Notoriamente, en plantas, la reparacion del DNA mediante el
sistema BER no ha sido caractrizada tan exhaustivamente. Los escasos etudios en este campo
indican que la diferencia més considerable entre plantas y animales es la falta de genes que
codifiquen para Polp y DNA LIGIII (Uchiyama y col., 2004) (Fig. S1, pag.131). Por el
contrario, las plantas poseen genes codificantes para la mayoria de las enzimas del sistema
BER, pero reemplazarian a Polf3 por PolA (Uchiyama y col., 2004) y a DNA LIGIII por la
(LIGI) y/o la DNA LIGASE IV (LIG 1V). Ademaés, la mayor actividad AP endonucleasa
observada en extractos de células de Arabidopsis es llevada a cabo por la APURINIC-
ENDONUCLEASE-REDOX (ARP) (Cérdoba-Cafiero y col., 2011).

CLASIFICACION ESTRUCTURAL DE LAS DNA GLICOSILASAS

Cada DNA glicosilasa reconoce una cohorte particular de lesiones, actuando sobre estas
bases dafadas entre millones de bases normales en el DNA (Fromme y col., 2004). De
acuerdo a su estructura, las DNA glicosilasas se clasifican en 4 superfamilias, cuyas
principales caracteristicas se presentan en la Tabla I.

Si bien esta clasificacion es estructural, las enzimas agrupadas en una misma
superfamilia generalmente comparten sustratos, sugiriendo que la estructura de la enzima
define la especificidad de la misma. Asimismo, enzimas agrupadas en diferentes
superfamilias, pueden actuar sobre un mismo sustrato. Los miembros de cada superfamilia y

sus caracteristicas principales se describen con mayor detalle en la Tabla S1 (pag. 139).
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Tabla I. Superfamilias de DNA glicosilasas implicadas en el sistema BER

Superfamilia

Principales Sustratos”

Uracilo DNA glicosilasas (UDG)

3-metil purina DNA glicosilasas
(MPG)

Endonucleasa VIII /
Formamidopirimidina DNA
glicosilasas (NEI / FPG)

Hélice horquilla hélice — Gly Pro Asp
(HhH-GPD) DNA glicosilasas

U simple cadena y doble cadena (U:G, U:A, U:T)
U modificados (5-FU, 5FU:G, 5-hmU, 5fU:G)
Pirimidinas oxidadas

Purinas metiladas (3-meA, 7-meA, 7-meG)

Bases oxidadas (8-0x0G:C, FapyG, FapyA, Tg)
Derivados de oxidacion de C (5-hC, 5-hU, 5-fU)

Derivados de C y 5-mC deaminadas (G:T, G:U, 5-
hmU)

Purinas metilads (3-meA, 7-meG, 3-meG, 7-meA
Bases oxidadas (8-0x0G:A, 8-0x0G:C, FapyG:C)
C metiladas y derivados (5-mC, 5-hmC)

20

(*) 5FU, 5-fluoro uracilo; 5-hmU, 5-hidroxi metil uracilo; 3-meA, 3-metil adenina; 7-meA, 7-metil adenina; 7-

meG, 7-metil guanina; 8-o0xoG, 7,8-dihidro-8-oxo guanina; FapyG, 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamido

pirimidina; Tg, timina glicol; 5-hC, 5-hidroxi citosina; 5-hU, 5-hidroxi uracilo; 5-hmU, 5-hidroxi metil uracilo;

5-mC, 5-metil citosina; 5-hmC, 5-hidroxi metilcitosina.

Como se describe luego, en estas superfamilias las enzimas de plantas fueron menos

estudiadas y comenzaron a caracterizarse tardiamente. Sin embargo, un grupo particular de

DNA glicosilasas con capacidad de generar demetilacion activa del DNA, fue mejor

caracterizada en plantas que en otros organismos. A continuacion se detallan los aspectos mas

relevantes de cada familia para evidenciar sus diferencias con la superfamilia en estudio
(HhH-GPD DNA glicosilasas) y en la Tabla Il (pag. 22) se incluyen todas las DNA

glicosilasas de Arabidopsis, describiendo para cada una de ellas el conocimiento actual sobre

estas enzimas para comparar con MBD4L. Las DNA glicosilasas descriptas hasta el momento

en Arabidopsis se detallan en la Tabla II.

Uracilo DNA glicosilasas (UDG)

La superfamilia UDG incluye enzimas que escinden U del DNA simple o doble cadena (Fig.

2, pag. 17). EI U que es propio del RNA, puede aparecer en el DNA por dos procesos:

incorporacion errénea de dUTP durante la sintesis de DNA que genera un apareamiento de U

con A (U:A) y no resulta mutagénico (Franco y col., 2013) o deaminacién de C. Este Gltimo

proceso genera un incorrecto apareamiento de U con G (U:G) vy, en caso de no repararse,
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produce potenciales transiciones C—T durante la replicacion (Zharkov y col., 2010). Tal
como se describe posteriormente, las UDG también son capaces de reconocer y escindir T
apareada incorrectamente con G (T:G), donde la T deriva de la deaminacion de 5-metil
citosina (5-mC) (Zharko y col., 2010; Franco y col., 2013) (Fig. 2). Las UDG estan
conservadas desde bacterias hasta mamiferos (Baute y Depicker, 2008; Jacob y Schér, 2012)
y la primera enzima caracterizada fue la Ung de E. coli (Lindahl y col., 1974). La similitud de
secuencias entre las UDG es baja, excepto por motivos muy cortos conservados en el sitio
activo. Todas las UDG presentan una estructura central de cuatro hojas B extendidas paralelas,
intercaladas entre al menos dos o hélices de cada lado. Los bucles que conectan estos
elementos llevan los aminoacidos (aa) que forman el sitio activo y el bolsillo de
reconocimiento de la lesion (Zharkov, 2008; Baute y Depicker, 2008).

En plantas, la primera UDG fue purificada por cromatografia de afinidad a partir de un
cultivo de células de zanahoria, utilizando fragmentos de DNA enriquecidos en U y marcados
radiactivamente como sustrato (Talpaert-Borle y Liuzzi, 1982). En Arabidopsis, la Unica
enzima de esta superfamilia descripta es AtUNG, la cual presenta una especificidad estrecha
por U en ensayos in vitro con diferentes sustratos (U, T, 5-mC, U y 5-mC modificados)
(Cordoba-Cafiero y col., 2010) (Tabla II).

3-metil purina DNA glicosilasas (MPG)

Las MPG han sido caracterizadas en diversos organismos incluyendo bacterias,
levaduras, plantas y mamiferos (Wyatt y col., 1999). Estas enzimas presentan una estructura
compacta formada por un solo dominio que consta de una hoja B antiparalela, rodeada de a
helices (Baute y Depicker, 2008).

Una actividad 3-metil adenina DNA glicosilasa (aMAG) similar a la de bacterias fue
descripta en Arabidopsis (Santerre y Britt, 1994) y en extractos de células BY-2 de tabaco
(Kraszewska y col., 1998). En Arabidopsis, el gen codificante para esta enzima se identifico a
partir de librerias de cDNA por su capacidad para revertir el fenotipo de hipersensibilidad a
metil metano sulfonato (MMS) que presentan cepas de E. coli mutantes en genes que
codifican para MAG. Ademas, ensayos in vitro con extractos de bacterias complementadas
con el gen aMAG, mostraron actividad DNA glicosilasa solamente sobre 3-mA, (Santerre y
Britt, 1994).



Tabla Il. DNA glicosilasas de Arabidopsis
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Enzima Sigla Sustrato®™ Localizacién Tejidos Referencia
subcelular
Uracilo DNA glicosilasa (UDG)
URACILO DNA AtUNG ) Nd Nd Cordoba-
GLICOSILASA® Cafiero, 2010
3-metil purina DNA glicosilasa (MPG)
3- METIL aMAG 3-mA Nd Meristemas, Santerre y Britt,
ADENINA DNA embrion, hojas con  1994; Shi y col.,
GLICOSILASA alta tasa de 1997
crecimiento
NEI/FPG
FORMAMIDOPIRI  AtFPG1 Bases N* Inflorescencias y Ohtsubo y col.,
MIDINA DNA oxidadas o raices 1998; Murphy y
GLYCOSYLASA dafadas por Gao, 1998;
1® irradiacion Murphy y Gao,
con UV-C, 2001
ds8-ox0G
FORMAMIDOPIRI  AtFPG2 Bases N* Inflorescencias y Ohtsubo y col.,
MIDINA DNA oxidadas o tallo 1998; Murphy y
GLICOSILASA 2® dafiadas por Gao, 1998;
irradiacion Murphy y Gao,
con UV-C 2001
HhH-GPD DNA glicosilasa
NTH1® NTH1 dsureay C Raiz, hojas de Roldan-Arjona y
dsTg, roseta y caulinares, col., 2001;
plasmidos tallo y flores Gutman y
tratados con Niyogi, 2009
radiaciones y
y Uv
NTH2® NTH2 ds Tg C Nd Gutman y
Niyogi, 2009
8-OXO GUANINA  AtOGG1 ds8-ox0G N Constitutiva Dany y Tissier,
DNA 2001; Garcia-
GLICOSILASA® Ortiz y col.,
2001; Murphy,
2005
DEMETERY DME 5-mC, T:G,5- N Célula central Choi y col.,
hmC gametdfito 2002, Gehring y
femenino y célula  col., 2006, Jang
vegetativa del y col,, 2014
pélen
REPRESSOR OF ROS1 5-mC, T:G,5- N Constitutiva Gong y col.,
SILENCING 1® hmC 2002, Gehring y
col., 2006, Jang
y col,, 2014
DEMETER-LIKE DML2 5-mC N* Constitutiva Penterman y
2®) col., 2007
DEMETER-LIKE DML3 5-mC N* Constitutiva Penterman y
3® col., 2007

(a) DNA glicosilasa monofuncional, (b) DNA glicosilasa/liasa, (N) nucleo, (C) cloroplastos, (*) Determinado
bioinforméaticamente, (nd) no determinado.
(+) 3-mA, 3-metil adenina; U, uracilo; ds8-0xoG, 8-0xo guanina doble cadena; ds urea, urea doble cadena; dsTg,
timina glicol doble cadena; 5-mC, 5-metil citosina; 5-hmC, 5-hidroxi metil citosina.
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NEI/FPG DNA glicosilasas

Los dos prototipos de esta superfamilia son las enzimas de E. coli, ENDONUCLEASE VIlI
(NEI) y FORMAMIDOPIRIMIDIN DNA GLYCOSYLASE (FPG), también conocida como
MutM. La estructura cristalina de estas enzimas revela la existencia de dos dominios
conectados por una region flexible. EI dominio N-terminal se organiza alrededor de dos hojas
B, mientras que el C-terminal incluye dos motivos de union al DNA: un motivo hélice —doble
giro-hélice y un motivo de dedo de zinc (Zharcov, 2008). Tanto NEI como FPG estan
conservadas en procariotas como en eucariotas, aunque varias proteinas eucariotas homoélogas
a estas enzimas carecen de algunos de estos motivos y otras poseen dominios adicionales
(Kathe y col., 2009).

En plantas no se han descripto homélogos de NEI, aunque se aisld y caracteriz6 un gen
que codifica para un homdlogo a FPG, con varios transcriptos alternativos. Las isoformas
proteicas mas estudiadas de Arabidopsis, AtFPG1 y AtFPG2, conservan el dominio N-
terminal con un alto porcentaje de similitud respecto a las FPGs de bacterias y animales, y
difieren en la region C-terminal (Ohtsubo y col., 1998). Ambas proteinas presentan actividad
DNA glicosilasa/liasa y son capaces de reparar in vitro bases oxidadas o dafiadas por
irradiacion con UV-C. Ademaés, AtFPG1l, pero no AtFPG2, remueve 8-oxoG de
oligonucleotidos doble cadena, indicando que diferencias estructurales entre las dos proteinas

influencian sobre su actividad enzimatica (Gao y Murphy, 2001).

En sintesis, las superfamilias UDG, MPG y NEI/FPG parecen actuar sobre un estrecho
rango de sustratos. Aungue hay gran conocimiento sobre estas superfamilias en animales,
levaduras y bacterias (Tabla Sl), hasta el momento se reportaron pocas enzimas de plantas las
cuales no han sido alun estudiadas en profundidad (Tabla Il). La actividad in vitro de las
enzimas vegetales y sus sustratos han sido reportados, pero no su participacion en procesos

bioldgicos y del desarrollo ni tampoco su participacién en respuestas al estrés.

HhH-GPD DNA glicosilasas

La superfamilia HhH-GPD DNA glicosilasas presenta un rango amplio de sustratos y

estd conservada en organismos de todos los reinos (Jacobs y Schar, 2012) (Tabla I). A este

grupo estructural pertenece la enzima estudiada en esta Tesis. La primera enzima de esta
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superfamilia en ser caracterizada fue la ENDONUCLEASE 11 de E. coli (Endolll), también
conocida como NTH (Cunningham y col., 1985; Asahara y col., 1989) (Tabla Sl, pag. 139).
La estructura de estas enzimas se muestra en la Figura 3. Estas proteinas presentan
varias o hélices que contiene un motivo hélice — horquilla — hélice (motivo HhH), seguido por
un bucle rico en residuos glicina (Gly, G) y prolina (Pro, P), y la presencia de un acido
aspartico (Asp, D) conservado y esencial para la actividad de la enzima (motivo GPD) (Fig.
3A). Las a hélices dan lugar a una estructura en forma de barril con un bolsillo hidrofobico
formado por los dos motivos (HhH y GPD) donde se ubica el sitio activo (Zharkov, 2008)
(Fig. 3B). En varias DNA glicosilasas de esta superfamilia la presencia de dominios

adicionales contribuye a la funcién especifica de la enzima (Baute y Depicker, 2008).

Motivo HhH Asp

410 420 430 440 450 460 470 ©0 4% 00 s10 520 530 540 550

Motivo
HhH

Figura 3. Estructura del dominio HhH-GPD DNA glicosilasa. A) Esquema de una DNA glicosilasa
representativa. EI dominio HhH-GPD se muestra en rojo, la flecha muestra la posicion del aspartico del sitio
catalitico. Abajo, la estructura de a hélices representada por cajas de diferentes colores. Los nimeros indican los
aa. B) Estructura terciaria del dominio HhH-GPD DNA glicosilasa de MBD4 de raton adaptado de Wu y
colaboradores (2003). Los colores de cada o hélice se mantienen en A y B donde el motivo dominio HhH se

muestra en rojo. La flecha muestra el aspartico catalitico.

En Arabidopsis varias HhH-GPD DNA glicosilasas han sido caracterizadas. Estas

enzimas, se clasifican en distintas familias, principalmente por la especificidad de sustrato
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(Tabla II). Las caracteristicas de las principales HhH-GPD DNA glicosilasas de Arabidopsis

se detallan a continuacion.

Endonucleasa 111 (NTH)

Las enzimas NTH fueron descubiertas en E. coli (Cunningham y col., 1985; Asahara y
col., 1989) y hoy se conoce que las mismas estan conservadas en numerosos organismos en
los cuales catalizan la renovacion de bases dafiadas de manera oxidativa (Robertson y col.,
2009). Ademas del dominio HhH-GPD estas enzimas presentan un grupo hierro-azufre [4Fe-
48] sostenido por cuatro residuos cisteina (Rogers y col., 2003; Denver y col., 2003).

El gen AtNTH1 de Arabidopsis fue identificado por homologia de secuencia con los
genes de Endolll de E. coli (Roldan-Arjona y col., 2001). AtNTH1 se expresa en diversos
tejidos, lo que sugiere que la actividad de reparacién de AtNTHL1 no sélo es necesaria para
prevenir eventos mutagénicos en células que se dividen, sino también para evitar los efectos
citotoxicos que pueden tener las pirimidinas dafadas debido al bloqueo de la maquinaria
transcripcional en las células que no se dividen. El producto de este gen presenta actividad
DNA glicosilasa/liasa in vitro sobre DNA doble cadena de plasmidos tratados con radiaciones
vy UV (Roldé&n-Arjona y col., 2001) (Tabla II).

El genoma de Arabidopsis codifica también para una enzima con 80% de similitud con
NTH2 de humanos. La actividad DNA glicosilasa/liasa de AtNTH2 fue demostrada
recientemente in vitro sobre DNA plasmidico que contienen timina glicol (Gutman y Niyogi,
2009) (Tabla I1).

8-0xo Guanina DNA glicosilasa 1 (OGG1)

Esta enzima fue identificada inicialmente en levaduras (Saccharomyces cerevisiae) por
su homologia con FPG de E. coli (van der Kemp y col., 1996; Nash y col., 1996). En la
actualidad numerosas proteinas homdlogas fueron aisladas en diversos organismos. OGG1
tiene una especificidad de sustrato similar a FPG, con preferencia por 8-0xoG opuesto a C,
pero no a A (Zharcov, 2008).

Los homologos estructurales y funcionales de las OGG1 de eucariotas que estan
presentes en Arabidopsis y Medicago trunculata, son AtOGG1 y MtOGG1, respectivamente
(Tabal Il) (Dany y Tissier, 2001; Garcia-Ortiz y col., 2001; Macovei y col., 2011). AtOGG1

fue identificado por homologia de secuencia con OGG1 de humanos. La enzima AtOGG1
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presenta una actividad DNA glicosilasa/liasa, que fue evidenciada in vitro por el corte de 8-
0x0G:C en oligonucleédtidos doble cadena y por complementacién del fenotipo hipermutador
de cepas de E. coli doble mutante mutM mutY (Dany y Tissier, 2001; Garcia-Ortiz y col.,
2001).

DNA glicosilasas de la familia DEMETER (DME)

A diferencia de las enzimas NTH1, NTH2 y OGGL1 que participan en la reparacion de
mutaciones principalmente generadas por dafio oxidativo, los miembros de la familia DME
remueven la 5-mC, generando modificaciones epigenéticas.

Durante varios afios se estudié la capacidad de las DNA glicosilasas de animales de
catalizar procesos de demetilacion activa sin obtener candidatos para esta funcién. En
paralelo, las DNA glicosilasas de la familia DME de Arabidopsis que fueron aisladas
mediante rastreos genéticos no disefiados para este fin, y luego evidenciaron esta capacidad
cuando fueron estudiadas a nivel bioquimico.

Estudios realizados in vitro con 5-mC DNA glicosilasas recombinantes de Arabidopsis
indican que estas enzimas remueven preferencialmente 5-mC (Choi y col., 2002; Gong y col.,
2002; Penterman y col., 2007) y con menor afinidad T que esta apareada incorrectamente con
G (T:G) (Gehring y col., 2007; Morales-Ruiz y col., 2006) (Tabla Il, pag. 22). De esta manera
los miembros de la familia DME participan en la reparacion del genoma, removiendo bases
modificadas con lesiones mutagénicas (T:G) y en el establecimiento de patrones de metilacion
por remocién de marcas epigenéticas (5-mC). Ademas, estudios recientes muestran que dos
miembros de esta familia catalizan la remocién de 5-hidroxi metil citosina (5-hmC) (Jang y
col., 2014).

Las 5-mC DNA glicosilasas de Arabidopsis se caracterizan por tener un peso molecular
superior a 1000 kDa y un dominio DNA glicosilasa discontinuo (Ponferrada-Marin y col.,
2011). Esto las diferencia de las otras DNA glicosilasas que son proteinas pequefias de
alrededor de 400 aa, (Baute y Depicker, 2008).

Las dos primeras 5-mC DNA glicosilasas aisladas en Arabidopsis fueron REPRESSOR
OF SILENCING 1 (ROS1) (Gong y col., 2002) y DEMETER (DME) (Choi y col., 2002),
ambas fueron identificadas en rastreos genéticos. ROS1 fue aislada en un rastreo cuyo
objetivo era identificar mutaciones capaces de alterar la expresion de un transgen que habia
sido introducido previamente en esa planta (transgen RD29A:LUC). El transgen contenia la

region codificante de luciferasa bajo el control del promotor RD29A, inducible por estrés. En
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respuesta al frio y al &cido abscisico (ABA), las plantas transgénicas salvajes expresaban
LUC. Por el contrario, las plantas transgénicas mutantes rosl-1 fueron incapaces de emitir
luminiscencia en estas condiciones de estrés. Luego se determind que ésto era debido a que el
promotor RD29A del transgen estaba silenciado por hipermetilacion. En un segundo paso se
demostro que tal hipermetilacion era debida a la falta de accién de ROS1 sobre ese promotor
(Gong y col., 2002).

Por su parte, DME fue identificada en rastreos dirigidos a detectar alteraciones del
desarrollo del embrién y endosperma (Choi y col., 2002). En este caso, las mutaciones de
pérdida de funcién dme-1 dieron lugar a la aparicion de un alto porcentaje de embriones
abortados. En ellos se manifesto la represion transcripcional e hipermetilacion de MEDEA
(MEA), un gen cuyo alelo materno es necesario para la viabilidad de las semillas (Choi y col.,
2002).

Posteriormente, las enzimas de Arabidopsis DEMETER-LIKE 2 (DML2) vy
DEMETER-LIKE 3 (DML3) fueron identificadas por homologia de secuencia con ROS1 y
DME (Choi y col. 2002). A partir del aislamiento de DME y ROS1 en el afio 2002, varios
laboratorios estudiaron la expresion de los genes codificantes de esta familia y las
caracteristicas de estas enzimas a nivel bioquimico.

Todas las enzimas de la familia DME (DME, ROS1, DML2, DML3) son DNA
glicosilasas bifuncionales que escinden la base a través de un mecanismo de 3, 6 eliminacion
(Fig. SI, pag.131) (Gehring y col. 2006; Morales-Ruiz y col. 2006; Agius y col., 2006;
Penterman y col., 2007).

En su versién recombinante, ROS1 y DME son capaces de reconocer y escindir 5-mC
en todos los contextos de metilacion existentes en plantas (CpG, CpNpG, y asimétricos)
(Gehring y col. 2006; Morales-Ruiz y col. 2006; Agius y col., 2006). Ademas, estas enzimas
pueden remover T apareadas incorrectamente con G in vitro, aunque presentan mayor
afinidad por la 5-mC y aun actuar sobre 5-hmC, resultante de la oxidacion de la 5-mC (Jang y
col., 2014) (Fig. 5). La remocién de 5-mC en todos los contextos de metilacion también ha
sido demostrado in vitro para DML3, mientras que una débil actividad de DML2 solo fue

observada sobre 5-mC de contextos CG (Penterman y col., 2007).

En sintesis, los miembros de familia DME son exclusivos de las plantas y hasta el
momento lo Unicos involucrados en promover modificaciones epigenéticas, generando

cambios en el patron de metilacién del DNA de modelos vegetales. Ademas, estas enzimas se
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diferencian de otras DNA glicosilasas de plantas por presentar mayor tamafio y un dominio
HhH-GPD discontinuo.

Cabe destacar que a diferencia del resto de las DNA glicosilasas de Arabidopsis, la
accion de DME y ROS1 ha sido asociada a procesos que regulan el desarrollo, aspecto que se

evalo en este trabajo para MBD4L.

La HhH DNA glicosilasa MBD4

La enzima que se estudia en esta Tesis es el homélogo de hMBD4 en Arabidopsis.
MBD4 fue caracterizada inicialmente en animales. Al inicio de este trabajo varios rasgos de la
enzima de mamiferos habian sido descriptos pero, no existia ninguna publicacion acerca de su
homologo en plantas, tanto a nivel de actividad enzimatica como a nivel genético.

MBD4 de mamiferos posee un dominio Methyl Binding Domain (MBD) que media la
unién a DNA metilado y un dominio DNA glicosilasa (Hendrich y col., 1998) (Fig. 4). La
estructura cristalina de este Gltimo confirma que esta enzima pertenece a la superfamilia HhH-
GPD (Zhang y col., 2011; Manvilla y col., 2012). La actividad de esta enzima fue descripta
sobre diferentes sustratos (Bellacosa y col., 1999; Hendrich y col., 1999; Petronzelli y col.
2000; Zhu y col., 2000; Wu y col., 2003). MBD4 actua preferencialmente sobre U, T y 5-
hidroxi metil uracilo (5-hmU) (Hendrich y col., 1999; Petronzelli y col., 2000; Hashimoto y
col., 2012).

MBD4 580 aa

| HnH-GPD

sMBD4 I HhH-GPD 261 aa

Figura 4. Esquema de formas alternativas de hMBD4. Esquema de la proteina completa (MBD4) y
la variante corta (SMBD4) generadas por empalme (splicing) alternativo de hMBD4, adaptado de Owen y col.
2007. El dominio MBD se muestra en azil y el dominio DNA glicosilasa se indica en rojo. El tamafio de ada
proteina se muestra a la derecha. En amarillo se indican las sefiales de localizacion nuclear (NLS) de cada

variante.
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MBD4 es la Unica DNA glicosilasa de la superfamilia HhH-GPD involucrada en
procesos de demetilacion activa en animales (Tabla 1). La enzima THYMINE DNA
GLYCOSYLASE (TDG), perteneciente a la superfamilia UDG, también posee esta capacidad
(Sjolund y col., 2013).

El gen que codifica a MBD4 en humanos (hMBD4) genera dos transcriptos alternativos.
Los productos proteicos derivados de ambos transcriptos conservan intacto el dominio DNA
glicosilasa (Fig. 4). La version mas pequefia de estas proteinas pierde el dominio MBD y la
mayoria de las sefiales de localizacion nuclear que posee la forma completa, manteniendo la
capacidad de remover U, pero no T (Owen y col., 2007). Esto implica que como consecuencia
del splicing alternativo se generan dos transcriptos que codifican para proteinas con
capacidades diferenciales.

A nivel funcional, la MBD4 de mamiferos, afecta a varios procesos. Junto con TDG
participa en la demetilacion activa (Sjolund y col., 2013). Ademas, juega un rol central en la
reparacion del DNA por supresion de mutaciones en sitios CpG y formacion de tumores. La
deficiencia de MBD4 no genera la formacion de tumores por si misma, pero ratones mutantes
presentan un incremento de 2 a 3 veces en el nimero de transiciones C por T en sitios CpG
(Millar y col., 2002; Wong y col., 2002).

Por otro lado, MBD4 interacciona con MLH1, una enzima del sistema MMR (Bellacosa
y col., 1999) por lo que puede estar asociada a la reparacion del genoma no sélo a través del
sistema BER sino también participando en el MMR (Cortellino y col., 2003).

MBD4 también fue asociada a apoptosis, debido a la interaccion de la enzima con el
dominio Fas de la proteina FADD, asociado a la muerte celular (Screaton y col., 2003).
Ademas, ratones deficientes en MBD4, con niveles reducidos de varias proteinas del sistema
MMR, presentan una respuesta disminuida a tratamientos con agentes apoptoticos (Cortellino
y col., 2003; Sansom y col., 2003). Esta evidencia soporta una asociacion entre la reparacion
del DNA o supervivencia del genoma y la apoptosis.

Finalmente, la MBD4 de mamiferos se une a sitios genémicos hipermetilados y
participa en la represion transcripcional de genes (Kondo y col., 2005; Laget y col., 2014).
MBD4 reprime la transcripcion en células de humanos por interacciéon de su dominio MBD y
su region central con varias proteinas, como DNMT1 y HDAC1 (Kondo y col., 2005). MBD4
junto con DNMT1 participan en la represion de CDKN1A/p21, un gen que responde al dafio
de DNA y MSH4, homélogo de MutY, involucrado en recombinacion (Laget y col., 2014).
Estos estudios también demuestran que MBD4 participa en respuestas a estres oxidativo, ya

que esta enzima se estabiliza y acumula en el nucleo en condiciones de estrés y la deficiencia
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de MBD4 genera menor supervivencia de células animales expuestas a estrés oxidativo (Laget
y col., 2014).

La estructura del gen, sus transcriptos alternativos, niveles y patrones de expresion del
homologo de hMBD4 no habian sido caracterizados en ningin modelo vegetal hasta el inicio
de esta Tesis. Paralelamente y de manera independiente otros autores describieron la
existencia de este gen en Arabidopsis, y analizaron a la enzima codificada por el mismo, la
cual fue denominada METHYL BINDING DOMAIN 4- Like (MBD4L) (Ramiro-Merina y
col., 2013). En dicha publicacién se describe que MBDA4L presenta un dominio DNA
glicosilasa estructuralmente relacionado a la superfamilia HhH-GPD y altamente conservado
en diferentes reinos. Ademas se demuestra la actividad recombinante in vitro de MBD4L
sobre U, T y derivados de 5-halégeno U y practicamente nula sobre 5-mC o 5-hmC. El
dominio DNA glicosilasa, ubicado en la porcién C-terminal de la enzima, es responsable de la
actividad monofuncional de MBD4L, ya que esta actividad no esta disminuida (en todo caso
es mayor) en la proteina mutante que carece de la porcion N-terminal. Sin embargo, al
presente aun no se han reportado estudios funcionales sobre el gen codificante de la MBD4L

de Arabidopsis, sus transcriptos y fenotipos asociados a su deficiencia.

EXPRESION Y LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS HhH DNA
GLICOSILASAS DE ARABIDOPSIS

En animales los patrones de expresion y la localizacion subcelular fueron muy bien
descriptos para la mayoria de las DNA glicosilasas. En muchos casos, los genes que codifican
para dichas enzimas sufren splicing alternativo generando productos que se expresan
diferencialmente en los tejidos o durante el desarrollo (Nishioka y col., 1999; Ohtsubo y col.,
2000; Ichinoe y col., 2004). En plantas, s6lo algunos estudios enfocan sobre los patrones de
expresion génica y localizacion de las DNA glicosilasas, los cuales se describen a
continuacion divididos de acuerdo a la superfamilia a la que pertenece cada enzima y se

analizan comparativamente en la Tabla Il (pag. 22).

3-metil purina DNA glicosilasas (MPG)
En Arabidopsis un unico transcripto fue observado para aMAG mediante experimentos

de Northen blot donde se utiliz6 como sonda el clon aislado a partir de una libreria de cDNA
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(Shi y col., 1997). Este gen se expresa preferentemente en tejidos en division y crecimiento,

lo que sugiere que dicha enzima es requerida durante estas dos etapas (Shi y col., 1997).

NEI/FPG DNA glicosilasas

El gen AtFPG presenta siete transcriptos alternativos (Ohtsubo y col., 1998; Murphy y
Gao, 1998; Murphy y Gao, 2001), AtFPG1 y AtFPG2 constituyen los dos genes mas
estudiados que muestran un patrén de expresion diferencial. Mientras AtFPG1 se expresa
principalmente en inflorescencias y raices, AtFPG2 lo hace en inflorescencias y tallo (Murphy
y Gao, 2001).

Genes homdlogos a FPG fueron caracterizados también en otras especies vegetales. En
cafia de azUcar (Saccharum officinarum) el gen que codifica para ScCFPG esta sujeto a splicing
alternativo, generando dos transcriptos. Ambos genes se expresan en raiz, hojas, flores y
meristema apical, aunque presentan diferencias en el nivel de expresion (Scortecci y col.,
2007). En Medicago trunculata un tunico gen homdlogo a FPG, (MtFPG) fue caracterizado
hasta el momento (Macovei y col., 2011). MtFPG se expresa en nédulos, raices, tallos, hojas
y flores y es activado en condiciones de estrés (Macovei y col., 2011).

HhH-GPD DNA glicosilasas

Varios miembros de esta superfamilia fueron estudiados en Arabidopsis. AtNTH1
presenta un dnico transcripto que se expresa en diversos tejidos, tales como raiz, hojas de
roseta y caulinares, tallo y flores. (Roldan-Arjonay col., 2000). Por su parte, AtNTH2 codifica
para tres variantes de splicing alternativo cuyos patrones de expresion no han sido estudiados
(Gutman y Niyogi, 2009). Ambos genes codifican para enzimas que se localizan
exclusivamente en el cloroplasto, indicando que el dafio oxidativo del genoma de esta

organela es reparado por el sistema BER (Gutman y Niyogi, 2009).

El gen que codifica para AtOGGL1 se expresa en raices, hojas de la roseta y caulinares,
tallo, flores, silicuas y semillas y no presenta transcriptos alternativos (Dany y Tissier, 2001;
Garcia-Ortiz y col., 2001; Chen y col., 2012). Este gen no se activa en condiciones de estrés
oxidativo (Dany y Tissier, 2001), pero aumenta su transcripcion durante la imbibicion de la

semilla (Cheny col., 2012). AtOGG1 presenta una localizacién exclusivamente nuclear (Chen
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y col., 2012) y plantas de Arabidopsis mutantes para AtOGGL1 tienen fenotipos normales de

crecimiento, desarrollo y capacidad reproductiva (Murphy, 2005).

Respecto a la familia DME, el gen DME se expresa preferentemente en los gametofitos,
exactamente en la célula central del gametofito femenino, progenitor del endosperma (Choi y
col., 2002) y en la célula vegetativa del polen (Schoft y col., 2011). El patrén de expresion de
DME esta relacionado con su funcién. Esta enzima es especificamente requerida para la
expresion del alelo materno de MEDEA, FLOWERING WAGENINGEN vy
FERTILIZATION INDEPENDENT SEED 2 en la célula central del gametéfito femenino y
endosperma, un proceso que es esencial para la viabilidad del embrion y endosperma (Choi y
col., 2002). La funcion de DME en la célula vegetativa del gametofito masculino no esta
clara, aunque podria estar relacionada con la fertilidad del pélen (Schoft y col., 2011).

Por su parte, ROS1, DML2 y DML3 presentan expresion constitutiva (Gong y col. 2002;
Ortega-Galisteo y col., 2008), y mantienen los patrones de metilacion en varias regiones del
genoma de Arabidopsis (Penterman y col., 2007).

La expresion transcripcional de DME y ROS1, pero no de DML2 y DML3 estan
reguladas por metilacion. Las mutantes metl-3 de Arabidopsis, deficientes en la enzima
METILTRANSFERASE 1 (METL1), encargada de mantener la metilacion del DNA en
contextos CpG, muestran represion transcripcional de ROS1 y en menor medida de DME
(Mathieu y col., 2007). Esto sugiere que la metilacion del DNA es necesaria para la activacion
de DME y ROS1. Por su parte, la transcripcion de DML3 es reprimida por la expresion del
micro RNA 402 (miR402) (Kimy col., 2010).

En referencia a la localizacion subcelular de las enzimas de la familia DME, las
versiones nativas de DME y ROS1 tendrian localizacion nuclear segun lo demostrado
mediante transformaciones de plantas con fusiones de estas proteinas a GFP (Choi y col.,
2002; Gong y col., 2002). Por su parte, DML2 y DML3 poseen sefiales de localizacion

nuclear en su secuencia primaria (Choi y col., 2002).

En sintesis, los miembros de la familia DME que son los mejor caracterizados,
basicamente por su actividad 5-mC DNA glicosilasa, muestran diferencias en su patron de
expresion génica y tendrian un rol diferente sobre el genoma afectando distintos genes
asociados al desarrollo de la planta. Mientras DME presenta un rol fundamental durante el
desarrollo del embrion, ROS1, DML2 y DML3 juegan un papel fundamental durante el

desarrollo vegetativo.



INTRODUCCION 33

ACCION DE DNA GLICOSILASAS DURANTE EL DESARROLLO Y EN
RESPUESTA AL ESTRES

Fenotipos de desarrollo asociados a la falta de DNA glicosilasas

El rol de las DNA glicosilasas en los programas de desarrollo de las plantas ha sido
poco estudiado. Como se describio anteriormente, los genes de Arabidopsis que codifican
para DNA glicosilasas presentan distintos patrones de expresion, sugiriendo que estas
enzimas actlan en diferentes procesos bioldgicos. En este modelo vegetal, las mutantes de
falta de funciéon dml2-1, dmli3-1, ung, nthl, nth2, doble mutante nth1 nth2, fpg, oggl y doble
mutante fpg oggl no muestran irregularidades fenotipicas durante el desarrollo (Penterman y
col, 2007; Coérdoba-Cafiero y col.,, 2010; Gutman y Niyogi, 2009; Murphy, 2005). A
diferencia de las anteriores, en la mutante nula dme-1 y la mutante de falta de funcion ros1-1
presentan anormalidades.

Las plantas mutantes dme-1 homocigotas muestran fenotipos reproductivos anormales.
Sus flores tienen modificaciones en el nimero, tamafio y disposicion de las piezas florales.
Las silicuas de las plantas mutantes dme-1 presentan un alto porcentaje de semillas abortadas.
Esto demuestra que la expresién de DME es necesaria para garantizar la produccién de
organos reproductivos normales y la viabilidad del embrién (Choi y col., 2002).

Por su parte, plantas rosl-1, que presentan una mutacion puntual que genera un codon
de terminacion prematuro en ROSL, tienen anormalidades en crecimiento vegetativos y
reproductivos. Estas plantas muestran menor crecimiento de raiz, hojas estrechas y menor
tamafo respecto a plantas control, fertilidad reducida determinada por anormalidades en la
estructura de piezas florales y menor desarrollo de silicuas. Las anormalidades fenotipicas de
la mutante rosl-1 son evidentes a partir de la cuarta filial, lo que sugiere que los fenotipos
aberrantes de la mutante rosl-1 podrian estar dados por acumulacién de epimutaciones en
genes que intervienen en le desarrollo (Gong y col., 2002).

De esta manera, ambas, DME y ROS1 participan en procesos de desarrollo de
Arabidopsis por regulacion epigenética (demetilacion del DNA) de genes que intervienen en
los mismos.

Uno de los procesos del desarrollo reproductivo mas estudiados en plantas es la
floracion. En Arabidopsis la floracion esta regulada a nivel genético y epigenético y puede ser

inducida por sefiales ambientales, como el fotoperiodo, la baja temperatura, reguladores del
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desarrollo (via autébnoma) o sefiales hormonales como giberelinas(Fig. 5) (Boss y col., 2004;
Roux y col., 2006).

Frio Luz Hormonas
Via Via de Via Via de
Auténoma vernalizacion dependiente giberelinas
de luz
Activadores 1 1 1

de — .+ |FLC co
FLC
l l
Genes integradores

I SOC1, FT, LFY

Represores ‘ \
\—| ‘ Meristema floral ‘
| FLORACION |

Figura 5. Vias que controlan la floracion en Arabidopsis. Esquema de las vias y genes que interfieren
en ladeterminacion de la floracion. Arriba se muestran los estimulos endégenos y exdgenos que participan en la
floracién. FLC: FLOWERING LOCUS C; CO: CONSTANS; SOC1: SUPPRESOR OF OVEREXPRESSION
OF CONSTANS; FT: FLOWERING TIME; LFY: LEAFY. Adaptado de Roux y col., 2006.

El gen FLOWERING LOCUS C (FLC) es clave en la regulacion de la floracién inducida
tanto por vernalizacion, como la via denominada “auténoma” (Alexandre y col, 2008). El
nivel de expresion de FLC se correlaciona con el retraso de la floracion ya que la proteina
codificada por este gen regula negativamente la expresion de otros genes que actlan aguas
abajo en la misma cascada, tales como SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS 1 (SOC1) y FLOWERING LOCUS T (FT).

Por otra parte, la expresion de CONSTANTS (CO), un gen codificante de una proteina
activadora de la floracion, promueve la floracion sensible a sefiales del fotoperiodo
(Amassino, 2010) (Fig. 5).
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A nivel epigenético FLC esta regulado a través de miRNAs (Yaish y col., 2011; Heo y
Sung, 2010; Schmitz y col., 2007), acetilacion y metilacion de histonas, monoubiquitinacion
de H2B, deposicion de la variante de la histona H2A.Z (He, 2009), y metilacion del DNA
(Finnegan y col., 1998; Finnegan y col., 2005; Yaish y col., 2009). Ninguna DNA glicosilasa
fue directamente correlacionada con la activacion de FLC por procesos de demetilacion activa
hasta el momento. Sin embargo, las mutantes de la acetilasa de histonas AtMBD9 muestran
hipermetilacion del promotor y la regién 5 codificante del gen, represion de FLC y floracion
temprana (Yaish y col., 2009). En este trabajo los autores sugieren que AtMBD?9 reclutaria a

una DNA glicosilasa para remover de forma activa la metilacion de FLC (Yaish y col., 2009).

Participacion de DNA glicosilasa en las respuesta al estrés

Las plantas, son méas susceptibles que los animales a agentes mutagénicos y requieren
sistemas de reparacion mas eficientes (Roldan-Arjona y Ariza, 2009). La exposicion a agentes
exogenos y productos que son consecuencia del propio metabolismo celular generan especies
reactivas de oxigeno (ROS), las cuales constituyen la mayor fuente oxidativa de dafio al DNA
(Torres, 2010; Nanda y col, 2010; Tuteja y col., 2009). Las modificaciones en el DNA pueden
ser genéticas, como mutaciones de bases o ruptura de las cadenas del DNA y epigenéticas,
como por ejemplo la demetilacion del DNA y las modificaciones de histonas). Las DNA
glicosilasas estan involucradas no sélo en la reparacion de alteraciones de bases (Bray y
Weat, 2005; Zharkov, 2008; Boyco y Kovalchuck, 2008; Krokan y Bjora, 2013), sino también
en la generacion de cambios epigenéticos bajo condiciones de estrés (Alvarez y col., 2010;
Luo y col., 2012; Boyko y Kovalchuk, 2008).

Demetilacion y decondensacion del genoma de Arabidopsis en condiciones de estrés
Diversos cambios epigenéticos, tales como metilacion del DNA, modificaciones

postraduccionales de la region N-terminal de histonas, remodelacién de la cromatina por

complejos proteicos y pequeiios RNAs no codificantes ocurren como consecuencia de estrés

bidtico y abiotico (Tabla IlI).
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Tabla 1. Modificaciones epigenéticas en condiciones de estrés

Estrés

Efecto

Referencias

Modificaciones postraduccionales de histonas

ABA, salinidad y
frio

uv-B
Cochiobolus
carbonum

Alternaria
brassicicola
Botrytis cinerea y A.
brassicicola

Pseudomonas
syringae

Demetilacion de histona H4

Acetialcion de histonas
Inactivacion de HDACs

Activacion de HDA19
Activacion de HDAG6
Inactivacion de HDAC

Inhibicion de la mono-ubiquitinacion de
H2B

Activacion de metilacion de H3K4
Modificacion de la deposicion de la
variante H2A.Z

Complejos remodeladotes de cromatina

Sequia

ABA

Patdgenos bidtrofos

Patdgenos
necrotrofos

SNF2/Brahma-type AtCHR12 modula el
arresto de crecimiento durante el estrés
MSI1 regula negativamente genes de
tolerancia a sequia

AtNAP1 regula la respuesta de ABA
HABLly PKL regulan negativamente la
respuesta a ABA

PIE1, SEF, H2A.Z, BRM y SNI1
mantienen represion constitutiva de la via
del &cido salicilico (SA)

SYD aumenta la resistencia contra B.
cinerea y activacion de genes de la via de
jasmonato

RNAs Pequefios no codificantes

Estrés oxidativo (luz,
Cu®, Fe?* y MV)
Bajo nivel sulfato

Bajo nivel fosfato

Salinidad
Sequia

ABA

Virus
Pseudomonas

syringae DC3000
Flagelina

Represion de miR398, induccion de
tolerancia a estrés oxidativo
Activacion miR395, coordinacion de
cambios en traslocacion y asimilacion de
sulfato

Activacion miR399, mantencién de
homeostasis de fosfato

Activacion SRO5-P5CDH natsiRNA,
estimula osmoproteccién y menor
generacion de ROS

Activacion de miR160, aumento de
elongacion de raices y crecimiento de
raices secundarias

Activacion miR159, represion de
reguladores positivos de ABA
Regulacién dindmica miR398
Activacion miR156, miR160, miR164,
miR166, miR169y miR171
Represion miR393 y miR396

Activacion miR393 disminucion de
degradacion de proteinas y reistencia
contra P. syringae pv. tomato

Chinnusamy y col., 2008; Zhu y col., 2008

Casati y col., 2006; Casati y col., 2008
Brosch y col., 1995; Walton y col., 2006

Zhou y col 2005

Wu y col., 2008
Wight y col., 2009

Dhawan y col., 2009
Alvarez-Venegas y col., 2007
March-Diaz y col., 2008
Mlynérova y col., 2007;
Alexandre y col., 2008

Liu y col., 2009
Saez y col., 2008; Perruc y col., 2007

March-Diaz y col., 2008; March-Diaz y
Reyes, 2009; Bezhani y col., 2007; Durrant

y col., 2007; Mosher y col., 2007
Walley y col., 2008

Sunkar y col., 2006

Jones-Rhoades y col., 2004; Allen y col.,
2005

Fujii y col., 2005; Bari y col., 2006; Aung y

col., 2006
Borsani y col., 2005

Wang y col., 2005

Zhou y col., 2007; Reyes y col., 2007

Jiay col., 2009
Zhou y col., 2007; Bazzini y col., 2007

Navarro y col., 2008

Navarro y col., 2006; Fahlgren y col., 2007

Abreviaturas: ABA, 4cido absisico; HDAC, complejo de histonas deacetilasa; HDA, histona deacetilasa; H2B,
Histona 2B; H3K4, lisina4 de histona H3; H2A.Z, variante de H2; AtCHR12, Arabidopsis thaliana
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CHROMATIN_REMODELING GENE 12, un factor remodelador dependiente de ATP; MSI1, una subunidad
del complejo de proteinas Polycomb; AtNAP1, A. thaliana NUCLEOSOME ASSEMBLY PROTEIN 1 ;HABL,
HYPERSENSITIVE TO ABAL; PKL, PICKLE, ; PIE1, photoperiod-independent early flowering 1; SEF,
SERRATED LEAVES AND EARLY FLOWERING; BRM, BRAMMA,; SNI1, SUPPRESSOR OF NPR1,
INDUCIBLEL; SYD, SPLAYED; SROS5, SIMILAR TO RCD ONE 5; PSCDH, A*PYRROLINE-5-
CARBOXYLATE DEHYDROGENASE.

El nivel de condensacion de la cromatina esta intimamente relacionado con la existencia
de marcas epigenéticas represoras, tales como 5-mC y modificaciones de histonas (H3K9me2,
H3K27me2). Mapas de alta resolucién de metilacion del DNA y modificaciones de histonas
del genoma de Arabidopsis muestran que la heterocromatina altamente metilada y con marcas
represivas de histonas se concentra a las regiones pericentroméricas y centroméricas de los
cinco cromosomas Y a las regiones organizadoras del nucleolo que se encuentran condensadas
(Cokus y col., 2008; Lister y col., 2008; Zhang y col., 2006; Zilberman y col., 2007; Zhou y
col., 2010).

Resultados publicados por Pavet y col., (2006) muestran que la infeccién de
Arabidopsis con la bacteria P. syringae pv. tomato desencadena la demetilacion masiva del
genoma vegetal y la decondensacion de la heterocromatina centromérica y pericentromérica a
las 24 horas despues de la inoculacion del patégeno. La demetilacién observada ocurre en
contextos simétricos y asimetricos y alcanza el 60% de las C metiladas del genoma. Los
tejidos infectados con la bacteria que sufren demetilacion tienen una tasa de division celular
muy reducida, por lo que la demetilacion no parece ser pasiva (sin division celular) sino
catalizada por alguna enzima (Pavet y col., 2006). Esta demetilacion de la cromatina
centromeérica también fue descripta por otros autores para plantas expuestas a P. syringae pv.
tomato avirulenta 'y a la hormona acido salicilico (SA). En este caso, al analizar el patron de
metilacion del genoma completo de plantas de Arabidopsis sometidas a estrés se detectd una
masiva demetilacion del DNA centromérico en respuesta a SA y se sugirio que la
demetilacion podria ser responsable de la induccién de genes de defensa durante la infeccion
de patégenos bidtrofos (Dowen y col., 2012). Ademas, la demetilacién del genoma fue
descripta en plantas de Arabidopsis tratadas con flg22, un péptido sintético derivado de la
flagelina que actla activando las defensas basales en plantas (Yu y col., 2013).

Asimismo, la demetilacion del DNA y consecuente activacion génica ha sido reportada
en plantas expuestas a diversos tipos de estrés abiotico. Plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum) bajo tratamiento con aluminio, metil viologeno (MV), cloruro de sodio (NaCl) y
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bajas temperaturas (Choi y Sano, 2007); plantas de maiz (Zea mays) expuestas a bajas
temperaturas (Steward y col., 2002) y plantas de soja (Glicine max; Karan y col., 2012) y
arroz (Oryza sativa; Song y col., 2012) sometidas a estrés salino muestran demetilacion y

activacion de diferentes loci.

Por su parte, la decondensacion de la cromatina fue reportada en plantas de Arabidopsis
sometidas a condiciones adversas como altas temperaturas (Pecinka y col., 2009; Wang y col.,
2013) y baja intensidad de luz (Tessadori y col., 2009). Esto sugiere que cambios en la
demetilacion del DNA vy en la estructura de la heterocromatina podrian ser inducidos por
diversos estresores y eventualmente afectar la respuesta al estrés.

Se desconoce si exiten componentes de la planta que participan en la demetilacion y
decondensacion de la cromatina centromérica durante el estrés. A pesar que las 5-mC DNA
glicosilasas han sido profundamente estudiadas en plantas, no existen trabajos que involucren
a estas enzimas con la demetilacion activa y/o decondensacion de cromatina en estrés.
Estudios sobre plantas mutantes rosl-1 (Gong y col. 2002; Questa y col., 2013) y dml3-1
(Kim vy col., 2010) indican que ambas DNA glicosilasas participarian en respuestas a estrés
abiotico. A pesar de ello, el mecanismo por el cual intervienen en dichos procesos no se

conoce por el momento.

LAS DNA GLICOSILASAS PODRIAN REMOVER 5-METIL CITOSINA (5-mC)

La capacidad de alterar marcas asociadas a la molécula de DNA (metilacion de las
bases; metilacion, fosforilacion, acetilacion, ubiquitinacion y ADP ribosilacion de histonas)
permite el control epigenético de la expresion de genes codificantes y secuencias repetitivas
no codificantes (transposones, RNAs pequefios) (Feng y Jacobsen, 2011). Tal como se
describié anteriormente, las DNA glicosilasas reparan las bases lesionadas y mantienen la
integridad del genoma mediante la activacion del sistema BER. Ademas, algunas DNA
glicosilasas, particularmente las 5-mC DNA glicosilasas, alteran marcas epigenéticas y
controlan la expresion de genes. El reemplazo de 5-mC por C reduce las marcas epigenéticas
represivas, favoreciendo la decondensacién de la cromatina y expresion génica. Sin embargo,
los mecanismos por los que se produce este reemplazo siguen siendo discutidos, dado que se

desconocen los sustratos endogenos para reacciones de demetilacion de 5-mC. Aun asi las
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DNA glicosilasas siguen siendo consideradas como candidatos para mediar la demetilacién
activa del DNA en animales y plantas.

La bdsqueda de enzimas causantes de la demetilacion activa del DNA en mamiferos fue
caracterizada por un desfile de putativas 5-mC demetilasas, cada una muy diferente de la
siguiente. De hecho, la existencia y la naturaleza de las demetilasas del DNA en mamiferos ha
sido un tema de recurrente incertidumbre y controversia. EI primer hallazgo de una actividad
demetilasa fue reportado en células de roedores (Gjerset y Martin, 1982), seguido por
diferentes reportes en extractos totales de células de rata (Weiss y col., 1996) y extractos
nucleares de pollo (Jost y col., 1997). Mientras que no se identificaron a las enzimas
responsables de esta actividad en roedores, la actividad demetilasa en extractos nucleares de
pollo fue atribuida posteriormente a TDG (Swisher y col., 1998), y fuertemente cuestionada
(Cortézar y col., 2007). En 1999, la METHYL BINDING DOMAIN 2 B de humanos fue
propuesta para catalizar el reemplazo del grupo metilo por un a&omo de hidrégeno in vitro
(Bhattacharya y col., 1999; Ramchandani y col., 1999). EI método de aislamiento de la
enzima, la reaccion de corte del enlace entre metilo y la C, energéticamente desfavorable, y la
incapacidad para reproducir los resultados pusieron en duda rapidamente la actividad de dicha
enzima (Wade y col., 1999; Ng y col., 1999).

Actualmente, se asume que la remocién de la 5-mC estd catalizada por DNA
glicosilasas del sistema BER (Ooi y Bestor, 2008), que permiten reemplazar 5-mC por C.
Distintos derivados de C, generados por metilacion, oxidacion o deaminacion de esta base
(Fig 6), podrian actuar como sustratos de estas DNA glicosilasas.

En animales TDG (Nedderman y col., 1993) y MBD4 (Hendrich y col., 1999; Bellacosa
y col., 1999; Zhu y col., 2000b), fueron inicialmente propuestas para catalizar la remocién
directa de la 5-mC (Fig. 7). Estas enzimas acttan principalmente sobre T, siendo ademés
capaces de remover U y derivados del mismo (Sjolund y col., 2013). La actividad de TDG y
MBD4 sobre la 5-mC es 30-40 veces menor que su actividad sobre el par T:G (Zhu, 2000). A
pesar de esto, estudios cristalograficos recientes y estructurales del dominio DNA glicosilasa
de MBD4 ponen en discusion la union de 5-mC vy sus derivados oxidados al sitio activo de

dichas enzimas (Manvilla y col., 2012), cuestionando su accion directa sobre 5-mC.
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Figura 6. Productos de metilacién, deaminacion y oxidacion de C. Las enzimas que catalizan cada
uno de estos cambios caracterizadas en animales son DNA METHYL TRANSFERASES (DNMTs); TEN
ELEVEN  TRANSLOCATION 1 (TETs); ACTIVATION-INDUCED DEAMINASE (AID);
APOLIPOPROTEIN B MRNA EDITING ENZYME, CATALYTIC POLIPEPTIDE (APOBECsS). C, citosina;
5mC, 5-metil citosina; 5hmC, 5-hidoxi metil citosina; 5fC, 5-fluor citosina; 5caC, 5-carboxi citosina; U, uracilo;

T, timina; 5hmU, 5-hidroxi metil uracilo; 5fU, 5-fluor uracilo; 5caU, 5-carboxi uracilo.

Sin embargo, tanto TDG como MBD4 estan involucradas en demetilcaion activa del
genoma de animales, por remocion de U y T. Se especula que estos dos sustratos resultarian
de la deaminacion de C y 5-mC, respectivamente (Sjolund y col., 2013) (Fig. 7). Esta via de
demetilacion fue sustentada por estudios realizados en embriones de peces zebra (Danio
rerio) (Rai y col., 2008).

A partir del afio 2010, luego del descubrimiento de la 5-hidroxi metil citosina (5-hmC)
en genomas de células animales (Munzel y col., 2010; Song y col., 2011), TDG y MBD4
fueron implicadas en la demetilacién activa desencadenada a partir de oxidacion y
deaminacion de 5-mC en células animales que genera 5-hmU (Fig. 6) (Sjolund y col., 2013;
Hashimoto y col., 2012b).

Tal como se esquematiza en la figura 7, las enzimas de la familia DME catalizan la
demetilacion activa por remocion directa de 5-mC (Zhu, 2009). Esta evidencia estd
fuertemente apoyada por ensayos bioquimicos (Choi y col. 2002; Gong y col., 2002; Gehring
y col. 2006; Morales-Ruiz y col. 2006; Agius y col., 2006; Ortega-Galisteo y col., 2008) y
genéticos (Penterman y col., 2007; Qian y col., 2012). Las mutantes simples de Arabidopsis

rosl, dml2, dmi3 y la triple mutante que acumula estas tres fallas (rdd) no alteran en gran
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escala los niveles globales de metilacion del genoma, pero acumulan metilacion en cientos de
regiones discretas a lo largo de los cinco cromosomas, con excepcion de las regiones
pericentroméricas (Penterman y col., 2007; Qian y col., 2012). La mayoria de estas regiones
blanco son compartidas por estas enzimas, sugiriendo redundancia de funcion (Penterman y
col., 2007). Esto sugiere que aunque ROS1, DML2 y DML3 presentan numerosos blancos

distribuidos en el genoma de Arabidopsis no actuarian sobre la heterocromatina centromérica.
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Figura 7. Mecanismos de reemplazo de 5-mC por C por DNA glicosilasas en plantas y animales. A la izquierda
se esquematiza la remocion directa de la 5-metilcitosina (5mC). A continuacion, la remocion de timina (T) derivada de la
deaminacion de la 5-mC, la remocidén de 5-hidroxi metiluracilo (5hmuU) derivado de la oxidacién de la 5-mC a 5-hidroxi
metilcitosina (5hmC) y posterior deaminacién de la misma y la remocién de 5-carboxil citosina (5caC) derivado de sucesivos
paso de oxidacion de la 5-mC. Las DNA glicosilasas de animales TDG y MBD4 se recuadran en azul y las DNA glicosilasa
de plantas, ROS1, DME, DML2 y DMLZ3, se indican en verde. Las lineas completas indican evidencia sustentada por
ensayos in vitro, mientras que las lineas punteadas indican evidencia cuestionada. La oxidacion de la 5-mC a 5-hmC, 5-fC y

5-caC esté catalizada por TET, mientras AID/APOBEC es responsable de las reacciones de deaminacion.
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En resimen, se desconocen los mecanismos que producen decondensacion de la
cromatina centromérica en condiciones de infeccion bacteriana u otro estrés. Las DNA
glicosilasas surgen como buenos candidatos ya que son las Unicas enzimas conocidas hasta el
momento que esta involucradas en procesos de demetilacion activa del DNA. En Arabidopsis,
DME, ROS1, DML2 y DML3 catalizan la demetilacion activa por escicion directa de la 5-
mC, pero no alterarian a los centromeros. En animales, MBD4 y TDG producen demetilacion

participando en vias alternativas que implican oxidacion y deaminacion de la 5-mC.
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El objetivo general de esta Tesis doctoral es contribuir al conocimiento de las alteraciones de
la heterocromatina de Arabidopsis thaliana inducida durante el ataque de P. syringae pv
tomato, y estudiar el desarrollo de esta planta en condiciones basales y de estrés bidtico y
abidtico.

Los objetivos especificos planteados a este fin se describen a continuacion:

- Seleccionar una proteina vegetal homdloga a MBD4 de humanos (MBDAL) involucrada en

la decondensacion de la heterocromatina centromérica durante la infeccion bacteriana.

- Caracterizar estructural y funcional el gen que codifica para MBD4L

- Anadlizar de la participacion de MBD4L en el desarrollo vegetativo y reproductivo de

Arabidopsis.

- Estudiar de la contribucion de MBD4L al crecimiento de Arabidopsis en condiciones de

estres biotico y abidtico.

Las hipétesis planteadas en este trabajo se detallan a continuacién:

La decondensacion de la heterocromatina centromérica de Arabidopsis inducida por

infeccion con P. syringae pv. tomato involucra al menos una proteina de esta planta.

- La DNA glicosilasa MBD4L de Arabidopsis podria contribuir a la decondensacion de

la heterocromatina centromérica inducida por P. syringae pv. tomato.

- La deficiencia de la DNA glicosilasa MBD4L de Arabidopsis podria afectar el

desarrollo vegetativo y/o reproductivo de la planta.

- MBDAL podria contribuir a la tolerancia de Arabidopsis en condiciones de estrés

oxidativo o salino.

- La deficiencia de MBDA4L podria modificar la resistencia de Arabidopsis a P.

syringae pv. tomato
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CAPITULO I:
SELECCION DE UNA DNA GLICOSILASA (MBDA4L) QUE PARTICIPA EN
LA DECONDENSACION DE HETEROCROMATINA CENTROMERICA EN
INFECCION

En este capitulo se describen estudios dirigidos a seleccionar una proteina homologa a
la DNA glicosilasa hMBD4 y analizar su participacion en la decondensacion de la
heterocromatina centromérica que sufre el genoma de Arabidopsis en condiciones de
infeccion con P. syringae pv. tomato DC3000.

En Arabidopsis la demetilacion del DNA centromérico puede producir relajacion de la
heterocromatina centromérica (Fransz y col., 2002; Soppe y col., 2002; Probst y col., 2003).
La decondensacion del DNA centomérico inducida por la bacteria descripta por Pavet y col.(
2006) parecia derivar de un proceso de demetilacion activa. Las DNA glicosilasas ROS1,
DME, DML2 y DML3 de Arabidopsis pertenecientes a la superfamilia HhH-GPD habian sido
propuestas como enzimas responsables de la demetilacion activa (Gong y col., 2002; Choi y
col., 2002; Penterman y col., 2007). Sin embargo, estas enzimas no se perfilaban como
candidatos capaces de catalizar la hipometilacion y decondensacion de la cromatina
centromérica en condiciones de infeccion con Pst, basicamente porque las regiones
centroméricas no habian sido descriptas como blancos de estas enzimas (Choi y col., 2002;
Penterman y col., 2007; Qian y col., 2012). Paralelamente, en animales las DNA glicosilasas
TDG (Nedderman y col., 1993) y MBD4 (Hendrich y col., 1999; Bellacosa y col., 1999; Zhu
y col., 2000b), habian sido designadas como responsables de la demetilacion activa por

remocion directa de 5-mC y de U producido por la deaminacion de 5-mC.

En base a estos antecedentes, se evalu6 si homélogos de TDG y MBD4 de animales
podrian catalizar la decondensacion centromérica del genoma de Arabidopsis durante
infecciones con el patdgeno bacteriano.

Utilizando el programa de acceso libre Basic Local Aligment Search (BLAST,
http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), se compard la secuencia primaria de TDG de
humanos con la de proteinas de Arabidopsis y se observé que la planta carece de proteinas
homologas a esta DNA glicosilasa. Del mismo modo se analiz6 la existencia de proteinas
homologas a MBD4, un homologo de hMBD4 en Arabidopsis. EI gen que codifica para esta

proteina (At3g07930) se caracterizd durante el transcurso de esta Tesis, y como ya se


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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menciond otros autores demostraron muy recientemente que el producto proteico codificado
por el mismo funciona in vitro como una DNA glicosilasa activa que fue denominada
MBD4L (METHYL BINDING DOMAIN 4-Like; Ramiro-Merina y col., 2013), nombre que

serd adoptado en el transcurso de este trabajo.

1.1 El gen At3g07930 de Arabidopsis codifica para un homélogo de hMBD4

Inicialmente realizamos una serie de estudios informaticos para analizar al producto
codificado por el gen At3g07930. Estos estudios se realizaron en colaboracién con el Bidlogo
Damian Cambiagno (Facultad de Ciencias Quimicas, UNC).

Utilizando el programa HHPred de MPI Bioinformaética se compard la secuencia de aa
completa de la proteina hMBD4 con proteinas de diferentes especies disponibles en bases de
datos (Protein Data Bank, InterPro, Pfam, COG, y SCOP). HHPred es una plataforma
bioinformatica libre que permite predicir proteinas homoélogas a la secuencia aminoacidica de
interés mediante de comparacion de Hiden Markov Model (HMM) (Biegert y col., 2006). La
proteina codificada por el gen de Arabidopsis At3g07930 resulto ser la que presentd mayor
identidad con la secuencia completa de hMBD4. Tal como puede observarse en el apilamiento
de secuencias de la Figura 7, generado con el programa de acceso libre ClustalW, ambas
proteinas comparten el 36 % de identidad en los aminoacidos, aunque la mayor homologia se

encuentra en la regién del dominio DNA glicosilasa descripto para hMBDA4.

Para evaluar la presencia y organizacion de dominios conservados en MBDAL,
utilizamos la base de datos Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/). Alli se dispone de una coleccion
importante de familias de proteinas, cada una representada por multiples alineamientos de
secuencias y HMMs, que permite localizar diferentes dominios de manera comparativa a
partir de la secuencia de aa de la proteina en cuestion.

Un putativo dominio DNA glicosilasa (Pfam PF00730) fue hallado en la secuencia
aminoacidica de MBDA4L. Dicho dominio, ubicado en la region C-terminal de la proteina
(330-445 aa., Fig. 7A-B), presenta un 43% de identidad respecto a la secuencia del dominio
DNA glicosilasa de hMBD4 y esta relacionado estructuralmente con la superfamilia HhH-
GPD DNA glicosilasa


http://en.wikipedia.org/wiki/Protein_Data_Bank
http://en.wikipedia.org/wiki/InterPro
http://en.wikipedia.org/wiki/Pfam
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Clusters_of_Orthologous_Groups&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Structural_Classification_of_Proteins
http://pfam.sanger.ac.uk/
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Figura 7. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de hMBD4 y su homélogo en Arabidopsis, MBD4L. A)

El programa ClustalW2 se utilizo para realizar el alineamiento de secuencias aminodcidicas. (*): residuos idénticos; (:)

residuos con alta similitud (score > 0.5 en matriz Gonnet PAM 250); (.) residuos con baja similitud (score =< 0.5 en matriz
Gonnet PAM 250). B) Esquema de proteinas y tamafio de hMBD4 y MBDAL. Para A y B el dominio MBD de hMBDA4L se

destaca en azul y el dominio DNA glicosilasa de ambas proteinas se indica en rojo.

A diferencia de hMBD4, que posee un dominio MBD en la porcién N-terminal,

MBDA4L no contiene este dominio, ni ningln otro dominio conservado en su extremo amino
terminal (Fig. 7B).



RESULTADOS 49

Con la finalidad de predecir posibles estructuras secundarias en el dominio DNA
glicosilasa de MBDA4L se utilizd la secuencia aminoacidica del dominio DNA glicosilasa
(Pfam PF00730) y el programa bioinformatico de acceso libre Pyre2 (Kelley y Sternberg,
2009). Con estas herramientas se obtuvo un modelo en el cual MBDA4L presenta un dominio
DNA glicosilasa compuesto por nueve o hélices (Fig. 8), similar al descripto para los
miembros de la superfamilia HhH-GPD (Zharkov, 2008).

la 2o 3a 4o Sa
Estructura (332-337)  (340-353)  (357-361)  (365-374) (378-395)
secundaria —AAARAR—ARARAAAAAAAAAAA ARARA ARRAARRARAA ALVTVARARAAARA
SeClleIlCl'd | CMLLNK QTRGVI SDLFGLCTDAK EVKEEEI ENLI KPLGLQKKRTKMI QRLSL
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Estructura (399-402) (408-420) (423 425) (430-436) Confidencia
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Figura 8. Estructura secundaria modelada para el dominio DNA glicosilasa de MBDA4L. o hélices
(verde) predichas para el dominio DNA glicosilasa de MBD4L. Arriba y entre paréntesis se indican los
aminoacidos que forman cada a hélice. Abajo se indica la secuencia de aminoacidos y el nivel de confidencia de
prediccion de la estructura secundaria con escala de colores. Se indican los motivos HhH y GPD (lineas) v el
Asp (D) catalitico (asterisco).

Al analizar la estructura de este dominio de MBDA4L se detectd el motivo HhH entre la
sexta y la séptima o hélice y el motivo GPD entre la octava y novena a hélice. El &cido
aspartico, descripto como esencial en la catalisis de la escision de bases (Choi y col., 2004;
Fromme y col., 2004; Jacob y Schér, 2012) se posicioné en el inicio de la novena o hélice
(Fig. 8). Estos resultados indican que la estructura de MBDAL es altamente compatible con la

de DNA glicosilasas pertenecientes a la superfamilia HhH-GPD.

Varias HhH-GPD DNA glicosilasas han sido purificadas y cristalizadas, incluyendo a
MBD4 de ratéon y humanos (Manvilla y col., 2012; Zhang y col., 2011; Moréra y col., 2012).
Las estructuras cristalogréaficas del dominio HhH-GPD de estas proteinas muestran o hélices

que conforman un dominio simple con un bolsillo catalitico hidrofobico, a través del cual la
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proteina se une a la base dafiada para generar el corte. Para predecir la estructura terciaria del
dominio DNA glicosilasa de MBDA4L se utilizaron herramientas del programa Phyre2. Este
programa permite modelar la estructura terciaria de la proteina en cuestion, a partir de
proteinas homologas cuya estructura fue determinada de manera experimental.

Se observo que el dominio de MBDAL presenta una estructura globular de o hélices que
forman un bolsillo hidrofébico, donde estaria ubicado el motivo HhH y el aspartico
indispensable para la actividad catalitica de la enzima (Fig. 9A, B). Notese que en la Figura 9
el color de las o hélices se mantiene para A y B, permitiendo la ubicacion del motivo HhH en
la estructura globular predicha para MBDA4L. Estos resultados sugieren que el dominio DNA
glicosilasa de MBDA4L presentaria una estructura terciaria que se ajusta muy bien a la que ha
sido descripta para las DNA glicosilasas de la superfamilia HhH-GPD, tales como hMBDA4
(Fig. 9C) (Zhang y col., 2011; Manvilla y col., 2012), reforzando la idea que MBD4L
pertenece a la superfamilia de las HhH-GPD DNA glicosilasas.

9a

Hidrofobicidad

430 gs

Figura 9. Estructura terciaria del dominio DNA glicosilasa de MBD4L. A) Estructura tridimensional
modelada bioinformaticamente (Phyre2) para el dominio DNA glicosilasa de MBD4L. Cada a hélice es
representada con un color diferente. La flecha indica el aspartico (Asp) del sitio catalitico. B-C) Comparacion de
estructuras predichas por Phyre2, segin perfil de hidrofobicidad (Kyle y Doolittle, 1982) predicha para el
dominio DNA glicosilasa de MBD4L (B) y determinada experimntalmente para hMBD4 (C, Zhang y col.,
2011). Para MBDA4L se muestran superpuestas las estructuras de a hélices e hidrofobicidad. Los colores de o
hélices se mantienen igual que en A. Las flechas indican el bolsillo hidrofébico catalitico predicho para MBD4L
(B) y descripto para hMBD4 (C).
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Por otro lado, para estudiar a MBDA4L en el contexto de la superfamilia de las HhH-
GPD DNA glicosilasas, se compararon todas las proteinas de Arabidopsis que pertenecen a
dicho grupo. En Arabidopsis existen 13 genes que codifican para HhH-GPD DNA
glicosilasas (Fig. 10A), todas ellas agrupadas por la presencia del dominio Pfam PF00730,
que se representa en la figura 10A con cajas rojas (dominio DNA glicosilasa continuo) y
azules (dominio DNA glicosilasa discontinuo). Sélo las proteinas de la familia DME poseen
el dominio DNA glicosilasa discontinuo, interrumpido por una secuencia variable de aa que
no afecta el sitio catalitico de estas enzimas (Ponferrada-Marin y col., 2011). Ademas del
dominio DNA glicosilasa, algunas enzimas de esta superfamilia presentan dominios
adicionales (Fig. 10A). Por su parte MBD4L demostr6 contener un dominio DNA glicosilasa
continuo, que constituye el Gnico unico dominio conservado, de manera similar a OGG1 y

otros cinco miembros de la superfamilia HhH-GPD de Arabidopsis.

Debido a que la superfamilia HhH-GPD DNA glicosilasa cuenta con seis genes que no
fueron caracterizados hasta el momento, incluyendo el gen At3g07930 (AtMBDAL), se realizo
una comparacion y apilamiento de secuencias entre los dominios Pfam (PF00730) de todos
los miembros de esta superfamilia (Fig. 10B). Las HhH-GPD DNA glicosilasas analizadas
conservan el residuo Asp que resulta indispensable para la actividad DNA glicosilasa (Fig.
10B), lo que sugiere que todas ellas serian funcionales. Como se detall6 en la Figura S1, el
motivo HhH de las DNA glicosilasas monofuncionales presentan un residuo neutro y el de las
bifuncionales un residuo Lys, responsable de la actividad liasa (Krwawicz y col., 2007; Jacob
y Schar, 2012). De acuerdo a su secuencia primaria, la mayoria de las HhH-GPD DNA
glicosilasas de Arabidopsis, tales como NTH1, NTH2, ROS1, DML2, DME, DML3, OGG1 y
At3g47830 serian bifuncionales. En cambio MBDA4L vy las proteinas codificadas por los genes
At4g12740, At1g19480, At1g75230 y At3g50880 serian monofuncionales (Fig. 10B).

Con la finalidad de conocer la relacion filogenética entre las proteinas de la superfamilia
HhH-GPD de Arabidopsis, se utilizaron las secuencias del dominio DNA glicosilasa
predichas por Pfam (PF00730) para diagramar un arbol filogenético (Fig. 10C). En este arbol
también se incluyeron secuencias de dominios de enzimas HhH-GPD de bacterias (Endolll y
MutY de E. coli) y de mamiferos (MBD4 de Mus musculus y humanos y MutY de humanos)
cuyos sustratos estan bien caracterizados. En la figura 10C se muestran en letras azules las

proteinas correspondientes a Arabidopsis y en negro las de otras especies.
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0GG]  — 365 aa
NTHI 379 aa
NTH?2 386 aa
Atd4gl2740 N 4 630 aa
Ar3g07930 I 445 aa
Atlg19480 I . 382 aa
Atlg75230 || 394 aa
At3g50880 | S 273 aa
ROS1 I 000 1393 aa
DML2 1332 aa
DML3 I s 0 1044 aa
DME I ] 1987 aa
At3g47830 N 293 aa
B

MBD4L : —-——- YIGYLLNKTSGAQTRGVISDLFGL-—-- CTD-AKTA-TEVK---- EEEMENLER I LORKE TKMQRLSLEYE ————————

At4gl12740 : —-——- VSEMMLQOTRVQTVMKY YKRWMQK - ——— WPT-IYDH-GQAS (19) KKEYNEMWAGIEY YR RFMLEGAKMVVAG-—————

NTH2 : —=--— IGTPLSSQTKEHITGAAVERLHQNG —-~ LLT-PEAM-DKAD-——— ESTHKE P JTNWKKVAKICLMEYDG--—

NTH1 : ----- LGAWLSSQTKDQVNNAAIHRLHQNG —-— LLT-PEAN -DKAD---~ ESTHKE. S TYWKKIARICLVKYDG--—

At1g19480 : —--——-— IRNMLYQQLAMKAGNSIYTRFVSL---- CG-GENL{VPETV---- LSLNPQ JSYWHDLARKYQ--N--GIL

At1g75230 : ---—-—- IRSHLYQQLAAKAGNSIYTRFVAL-—-- CG-GENGYVPENV--—- LPLTPQ % SYWHDLARKYQ--N--GIL

At3g50880 : ————-. ARSHLYQQLATKAAKCIYDRFISL---— FNGGEAGYVPESV---— ISLSAV 2 SYMHDLADKYN--N--GVL

ROS1: —===- AQARAGIREKTRSTMD i-RAAD----VKEWAE ERMQGFLDRLYNDH--GSI

DML2 : ————- GGRK---RERTERTMD -RCTD----VHKMAN ERMKAFLNRLVKKH--GSI

DME : ——-——-| RQ-—--—- i-RRAS—-—— ISEMSE. e 3 VRMKDFLERIVKDH--GGI

DML3 : ————-] MYTKEGS--RPEMHMD -RLSG----QNVWET REQFRILSERMLKFLNDEVNQN--GNI

At3g47830: —-——- VK$LSQNTTESNSQRAFASLKAT———— FPK—WD%—LNAE--—-SK {EN. G JVCMKNILNRLQNER--GRL

0GGl: —--——- IQFICSSNNNIARITKMVDFVSSLG (13) FPS-LDR#-SRVS—---—-E----EEFRKA[E i KYMTGTVNALQAKPGGGNE

* +

MBD4L ! —-———————— QESWTH-T BEK y22DAYAT FCNGNWDRVK PNEHMNY YWD Y R IRY == == == == = —— m e e e
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DML2 : DLEWLRDVPPDKAKEY-MLSH LKSVECVRLLSLHQI-AF T IAVRIGWVPL- QPLPD--ELQMHLLEL-YPVL
DME : DLEWLRESPPDKAKDY-MLSH LKSVECVRLLTLHENL-AF T SIAVRYGWVPL- QPLPE--SLQLHLLEL-Y-PV
DML3 : DLEWLRNAPSHLVKRY-MLEM LKSAECVRLLGLKHH-AF T '<IAV%GLVPL— EPLPN--GVQMH--QL-FEYP
At3g47830 : CLEYLRGLSVEEVKTE-M#SHF pmvscvmmman-cy% THWFEIAKAWGWY PK—-———-—--TADRN--KTYVHLNRK-IPDE
OGG1: WLLSLRKVELQEAVAA-}CTH H{ejfe PKVAACIALFSLDQHSAI DY S THWQIATNYLLPDLAGAKL-TBKLHGRVAEAFVSKYGEYAG

OGG1 (At1g21710)

GPD
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Endonucleasa lll E. coli
MBDA4L (At3g07930)
i: MBD4 M. musculus
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Figura 10. Andlisis estructural de las HhH-GPD DNA glicosilasas de Arabidopsis. A) Esquema de
las proteinas HhH-GPD DNA glicosilasas ya caracterizadas (OGG1, NTH1, NTH2, ROS1, DME, DML2 y
DML3) y aln no estudiadas (codificadas por At4g12740, At3g07930, Atlg19480, Atlg75230, At3g50880,

At3g47830). En negrita se resalta a MBDA4L. Con rectangulo negro se muestra cada proteina completa. Los
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colores indican los dominios presentes o predichos segiin PFam tales como DNA glicosilasa (rojo), DNA
glicosilasa discontinuo (azul), union hierro-azufre (celeste), union al DNA (amarillo) y regién rica en cisteinas
(verde). B) Alineamiento de secuencias de aa de dominios DNA glicosilasas de proteinas de Arabidopsis. En
negro se indican los aminoacidos conservados entre todas las proteinas; en gris, los que presentan menor nivel de
conservacion. El asterisco indica el residuo Lys (K) que determina la actividad liasa (bifuncional) de la enzima.
El (+) indica el Asp (D) catalitico. Los motivos HhH y GPD estéan sefialados con lineas. C) Arbol filogenético
derivado del alineamiento de los dominios HhH-GPD de las proteinas descriptas o predichas como HhH-GPD
DNA glicosilasas en Arabidopsis (azul) y algunas enzimas representativas de dicha superfamilia en bacterias y
animales (negro). EIl programa T-Coffee fue utilizado para realizar el arbol filogenético. Las cajas de diferentes
colores demarcan los grupos de proteinas altamente relacionados. Con negrita se destaca MBD4L.. Los genes que

codifican para cada enzima en Arabidopsis se muestran entre paréntesis

Tal como puede observarse en la Fig. 10C, las HhH-GPD DNA glicosilasas de
Arabidopsis se distribuyeron en siete grupos bien diferenciados:

1) OGG1],

2) NTH1/2 (homdlogos a Endolll de E. coli);

3) MBDA4L (homdloga a hMBD4;

4) At4g12740 (homdloga a MutY de E. coli y humanos);

5) At1g19480, At1g75230 y At3g50880 (sin homologos conocidos);
6) ROS1, DME, DML2 y DML3, (familia DME);

7) At3g47830, con funcion desconocida.

La estructura de los siete grupos que se muestra en la Figura 10C, se mantuvo en un
arbol filogenético derivado del alineamiento de los dominios de todas las HhH-GPD DNA
glicosilasas del reino Viridiplantae (269 secuencias), incluyendo 32 especies vegetales (no
mostrado).

Hasta el momento, no se report6 la existencia de secuencias de aa que determinen la
especificidad de sustrato en las DNA glicosidasas. Sin embargo, las enzimas que comparten
sustrato se dispusieron en un mismo grupo, apoyando la idea que las secuencias primarias
podrian determinar aspectos funcionales. MBDAL resulté Unica en su grupo presentando
mayor homologia con enzimas de bacterias y animales que con las HhH-GPD de Arabidopsis,
por lo que es posible que ninguna de las enzimas de esta superfamilia presente funcion

redundante con MBDA4L en esta planta.
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Para evaluar la relacion filogenética de MBD4L con proteinas de otras especies de
plantas se realizaron andlisis comparativos de secuencias (HHpred) y se obtuvo un arbol de
homologia de secuencia con el programa Pyre2, incluyendo las proteinas homdlogas al
dominio de MBDA4L de diferentes especies vegetales (Fig. 11C). Dieciseis especies mostraron
35 proteinas con un alto porcentaje de identidad (mayor al 50%) con el dominio DNA
glicosilasa de MBD4L. La mayoria de estas especies tienen importancia econdémica tales
como soja, ricino (Ricinus communis), tomate (Solanum lycopersicum), vid (Vitis vinifera),
alamo (Populus trichocarpa), banana (Musa acuminate), arroz, maiz, moha (Setaria italica) y
sorgo (Sorgum bicolor). Ademas, se detectd homologia entre el dominio DNA glicosilasa de
MBDA4L vy proteinas de plantas primitivas como el musgo Physcomitrella patens patens y el
pteridofito Selaginella moellendorffii. Una proteina homdloga a MBDA4L fue hallada en
Chlorella variabilis, un alga verde unicelular.

En conjunto estos resultados indican que MBDA4L presenta un dominio DNA glicosilasa
muy conservado evolutivamente en algas, helechos y plantas (mono y dicotiledoneas) y que
presenta mayor homologia con proteinas de otras especies vegetales que con proteinas propias

de Arabidopsis.

Resumiendo, MBDA4L carece de un dominio MBD y presenta un dominio DNA
glicosilasa altamente homélogo a hMBD4 (63% de identidad), que formaria nueve o hélices,
con motivos HhH y GPD y un bolsillo catalitico hidrofobico caracteristicos de la superfamilia
HhH-GPD DNA glicosilasa. Esta superfamilia incluye siete grupos de enzimas que
aparentemente comparten el sustrato que reconocen. MBD4L es Gnica en su grupo, lo que
sugiere que la superfamilia carece de proteinas con funcion similar a ella. EI dominio DNA
glicosilasa de MBD4L que no presenta alta homologia con los miembros de la superfamilia
HhH-GPD de Arabidopsis, esta filogenéticamente conservado en otras especies de plantas, en

bacterias y animales y presente en un alga unicelular.


http://es.wikipedia.org/wiki/Bryophyta_sensu_lato
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.51 ASATWS Vitis vinifera
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Figura 11. Conservacién del dominio DNA glicosilasa de MBDAL en diversas especies de plantas.

Arbol filogenético derivado de alineamientos T-Coffee de los dominios HhH-GPD de 35 secuencias de proteinas

vegetales de 16 especies. Se destaca la especie y el nimero de acceso para cada proteina. En azul, las HhH-GPD

DNA glicosilasas de Arabidopsis.

1.1.1 Efecto de MBDA4L en la decondensacién de cromatina

En animales TDG y MBD4 constituyen los Gnicos candidatos para catalizar la

demetilacion activa del DNA. La ausencia de proteinas homdélogas a TDG en Arabidopsis y la

identificacién de un homélogo a hMBD4, sugerian a MBD4L como un buen candidato para

intervenir en el fendmeno de la decondensacién aparentemente derivado de la demetilacion

activa que sufre el genoma de Arabidopsis durante infeccién bacteriana. Ademas, la carencia

de proteinas con alta homologia a MBD4L en Arabidopsis facilit6 el estudio funcional del gen

utilizando plantas mutantes. Analizamos si AtMBDAL esta involucrado en el fendmeno de

decondensacién de la heterocromatina centromérica desencadenada por el ataque del
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patdgeno, estudiando esta respuesta en mutantes homocigotas para el gen At3g07930
(AtMBDA4L).

1.1.1.1 Seleccion de plantas mutantes con insercion de T-DNA en AtMBD4L

Arabidopsis cuenta con numerosos bancos de recursos genéticos y colecciones de
plantas mutantes que presentan inserciones T-DNA ubicadas al azar. En busqueda de
mutantes insercionales de AtMBDA4L se analizo la base de datos del Centro de Recursos
Bioldgicos de Arabidopsis (ABRC) y del Instituto Nacional de Investigacion Agronémica de
Francia (INRA). Curiosamente, estos bancos no disponen de mutantes con inserciones de T-
DNA dentro de la secuencia codificante del gen AtMBDA4L. Esto sugirié inicialmente que la
region del genoma donde se encuentra dicho gen podria ser refractaria a las inserciones de T-
DNA. Sin embargo, existen inserciones de T-DNA distribuidas al azar en los genes
colindantes a AtMBDAL (Fig. 12A). Por ende, la regién del genoma donde se ubica AtMBDA4L
no presentaria problemas de accesibilidad para los insertos de T-DNA. Alternativamente, la
ausencia de inserciones en el cuerpo de AtMBDAL podria sugerir que la interrupcion de este
gen resulta letal.

Debido a la ausencia de mutaciones insercionales en la secuencia codificante del gen, se
selecciond del banco de semillas INRA la linea FLAG_238F06, que presenta una insercion de
T-DNA en la region 3’'UTR de AtMBDA4L (Fig. 12B). Dichas plantas mutantes fueron
generadas en el ecotipo Wassilewskija (WSs).

Dichas plantas mutantes fueron generadas en el ecotipo Wassilewskija (Ws). Estas
semillas Ws (T1) fueron crecidas y seleccionadas en medio suplementado con antibiético y
autofecundadas para recolectar sus semillas. Una segunda generacion de semillas (T2) fue
crecida y seleccionada del mismo modo hasta obtener plantas homocigotas con una Unica
insercion de T-DNA en AtMBDAL. Estas plantas mutantes fueron denominadas mbd4l.

Para verificar que plantas mbd4l eran homocigotas, las mismas se genotipificaron
mediante PCR con los cebadores A, By C (Fig. 12B), cuya secuencia, asi como también la de
todos los cebadores utilizados en este trabajo se detallan en la Tabla SIl (pag. 138) En el
ensayo se incluyeron plantas salvajes (MBD4L/MBD4L), lineas T3 hemicigotas
(MBDA4L/mbd4l) y plantas T3 homocigotas (mbd4l/mbd4l) para la insercion de T-DNA.
Varias lineas de plantas mbd4l con el inserto de T-DNA en homocigocis (genéticamente
idénticas) fueron seleccionadas (Fig. 12C). Una sola de estas lineas, denominada mbd4l-1, fue

utilizada en estudios posteriores.
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Figura 12. Inserciones de T-DNA en regién que contiene al gen At3g07930. A) Region gendmica
donde se ubica el gen At3g07930 (negrita) modificado del TAIR. Arriba, coleccién de mutantes insersionales (T-
DNA). La flecha marca la direccion de insercion del T-DNA. La insercién elegida (FLAG_238F06) se resalta en
rojo. Abajo, esquema de los genes: UTRs (rojo), exones (amarillo), intrones (blanco). B) Esquema del gen
At3g07930. Los exones se indican con cajas: UTRs (blanco), codificantes (negro). El intrén se muestra con una
linea. El tridngulo sobre el gen representa la insercion de T-DNA (FLAG_238F06). Las flechas rojas indican los
cebadores utilizados en C y D (Tabla SlI, pag. 141). C) Genotipificacion de la linea FLAG_238F06 mediante
reacciones de PCR a partir de DNA gendémico y cebadores especificos de la regiéon gendmica proxima a la
insercion (Fig. 12B; Tabla SlI) y cebador especifico del T-DNA (Fig. 12C, Tabla SllI). Plantas salvajes
(MBD4L/MBDAL) y lineas hemicigotas (MBD4L/mbd4l) fueron usadas como control. C) Nivel transcripcional
de AtMBDAL en hojas de plantas salvajes y mutantes mbd4l-1 de 3-4 semanas obtenido mediante ensayo de RT-

PCR semicuantitativa con cebadores D y E (Tabla Sll) indicados en (B). El gen constitutivo Gliceraldehido- 3-

fosfato Deshidrogenasa subunidad C (GAPC) se utilizé como control de carga.

A continuacién se evalud el nivel de transcripto de AtMBDA4L en plantas mutantes
homocigotas mediante ensayos de RT-PCR utilizando los cebadores D y E (Fig. 12B; Tabla
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Sll, pag. 141) que amplifican la region codificante completa de AtMBDAL. Niveles muy bajos
de transcripto de AtMBDAL fueron detectados en tejido de hojas de mbd4l-1 (Fig. 12C),
indicando que dichas plantas no son mutantes nulas. La posicion de la insercion de T-DNA en
la region 3'UTR del gen AtMBDAL podria explicar el remanente de transcripto en plantas
mbd4l-1. Por otra parte, se encontraron dos transcriptos alternativos para AtMBDA4L, lo cual
sera discutido y ampliado méas adelante.

En conjunto, la ausencia de mutantes nulas para el gen en estudio que carece de genes
homdlogos en Arabidopsis, sugieren que AtMBDA4L podria tener un rol importante en el

desarrollo, siendo posiblemente un gen esencial.

1.1.1.2 Decondensacion de cromocentros (CCs) en plantas mbd4l-1 durante infeccién con
P. syringae pv. tomato

Analizamos si AtMBDA4L participa en la decondensacion de la heterocromatina
centromérica de Arabidopsis en condiciones de infeccion con el patégeno, evaluando este
rasgo en plantas salvajes (Ws) y mutantes mbd4l-1.

En ndcleos interfasicos de Arabidopsis la heterocromatina se organiza como regiones
altamente condensadas, que contienen secuencias repetitivas y transposones preferentemente
centroméricos y con DNA altamente metilado. Luego de tinciones con 4’,6-diamidino-2-
phenylindol (DAPI), la heterocromatina puede ser observada por microscopia de
fluorescencia como puntos brillantes llamados cromocentros (CCs). En condiciones basales,
la mayoria de los nucleos interfasicos de Arabidopsis (5 cromosomas, 2n=10), presentan a
nivel citologico entre 7 y 9 CCs por nucleo (Fransz y col.,, 2002) (Fig. 13A). La
decondensacion de la heterocromatina centromérica se analiz en condiciones de infeccion y
analisis similares a las descriptas por Pavet y col (2006). Las principales diferencias
introducidas a este ensayo fueron el uso de tejido de hoja sin disgregar y el uo de ioduro de
propidio, en lugar de DAPI para las tinciones de CCs. Las hojas de plantas mutantes mbd4l-1
y salvajes fueron infiltradas en la parte central del envés de la hoja (Fig. 13A) con
suspensiones de bacterias. Estas hojas fueron recolectadas 24 horas post infeccion (hpi),
fijadas y tefiidas con ioduro de propidio para luego ser montadas y analizadas por microscopia
confocal. Para un mismo campo se adquirieron imagenes en varios planos del mesofilo para
luego apilar todas las imagenes en una sola imagen. La utilizacién de la hoja completa

permitio observar el fendmeno in situ y corroborar que el mismo ocurre s6lo en la region que
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estd en contacto directo con el patogeno (Fig. 13A), ya que en regiones distantes al sitio de

deteccion de colonias bacterianas no se presento esta respuesta.

En primer lugar, se analizéd el nimero y tamafio de CCs en condicion basal (sin
infeccioncon patdgeno) (Fig 13A). Los CCs de mbd4l-1 presentaron un tamafio y ndmero
similar al de plantas salvajes. En plantas Ws y mbd4l-1, el 37,2 %y el 42,85 % de los nucleos
mostraron entre 4 y 6 CCs, respectivamente, mientras que la mayoria de los nacleos de ambas
plantas (53,48 % y 53,74 %, respectivamente) presentaron entre 7 y 9 CCs (Fig 13B). Esto
sugiere que la disminucion del nivel transcripcional de AtMBDA4L no genera alteraciones

citoldgicas en la condensacion de la heterocromatina centromérica en condiones basales.
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Figura 13. Decondensacion de heterocromatina centromérica en hojas de plantas salvajes y
mutantes mbd4l-1 infectadas con Pst. A) Arriba, esquema de infeccion en hoja de Arabidopsis. Negro: tejido
infiltrado con suspensiones de 5.10° unidades formadoras de colonia/ml (ufc/ml). Gris: zona no infiltrada

(condicién basal). Abajo, fotografias de microscopia confocal de tejido en condicién basal o de infeccion en
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plantas Ws y mutantes mbd4l-1. Las hojas se escindieron 24 horas post infiltracion (hpi) y se tifieron con ioduro
de propidio. Los puntos brillantes dentro de los nicleos corresponden a CCs. Las flechas indican acimulos de
bacterias. Barra: 10 um. B) Histograma de frecuencia CCs por nlcleo de células del meséfilo de plantas salvajes
y mutantes. Abajo, se muestran grafico de intervalos obtenido con los mismos valores. Se presenta un

experimento representativo de al menos 3 réplicas realizadas mediante doble ciego

En condiciones de infeccién las mutantes mbd4l-1 mostraron una respuesta diferente a
las plantas salvajes. Las células de plantas salvajes (WSs) infectadas decondensaron la
cromatina centromérica reduciendo el nimero y tamafio de CCs, tal como habia sido descripto
anteriormente por Pavet y col. (2006) para plantas salvajes de ecotipo Columbia (Col-0). Mas
del 70% de los nucleos analizados presentaron entre 1y 3 CCs y solo el 14,6% de los nucleos
mostraron entre 4 y 6 CCs en plantas Ws infectadas (Fig. 13B). Por su parte, solo el 30,75%
de las células de plantas mutantes infectadas presentaron entre 1 y 3 CCs por nucleo, mientras
que el 42,8% de los nucleos mostraron entre 4-6 CCs (Fig. 13B).

Estos resultados indican que AtMBDA4L participa de la decondensacion de
heterocromatina centromérica que se induce por la infeccion bacteriana. La decondensacion
de CCs reducida, pero no nula, en plantas mutantes infectadas podria ser explicada por el
remante de transcripto de AtMBDAL presente en plantas mbd4l-1 o bien por la presencia de
alguna otra proteina que también participe en dicho proceso.

La reduccion transcripcional de AtMBDAL no afecta el estado de condensacion basal de
la heterocromatina centromérica, sugiriendo que la accién de MBDA4L se manifiesta solo bajo

condiciones de infeccién con P. syringae pv. tomato.

.1.1.3 Decondensacion de cromatina en plantas silenciadas para AtMBDA4L
(siAtMBDA4L) durante la infeccion bacteriana

Para corroborar que el fendmeno se debe a la disminucion del transcripto de AtMBDA4L
y no a otros efectos asociados a la insersion del T-DNA sobre el genoma de la linea
FLAG_238F06, se estudio la decondensacion de CCs en plantas siAtMBDAL con diferentes
niveles transcripcionales de AtMBDAL. Las plantas silenciadas siAtMBDA4L fueron generadas
en el laboratorio por el Biol. Damian Cambiagno (Facultad de Ciencias Quimicas, UNC). La
descripcién de la construccién y seleccion de dichas plantas transgénicas se describe

detalladamente en el capitulo I1.
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Figura 14. Decondensacion CCs en plantas siAtMBDAL infectadas con P. syringae pv. tomato.
Histogramas de frecuencia del nimero de CCs por nicleo de células del mesofilo de plantas control (Col-0, A),
SIAtMBDA4L-D (B) y siAtMBDA4L-E (C) en tejidos no infectados (basal, azul) e infiltrado con bacteria (verde) 24
hpi. Debajo de cada histograma se grafican los mismos resultados como intervalos de frecuencia del nimero de

CCs por nicleo. Se muestra un experimento representativo. Resultados similares se obtuvieron en tres
experimentos independientes realizados con doble ciego.
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Dos lineas de plantas siAtMBDAL (SiAtMBDA4L-D y siAtMBDA4L-E) fueron utilizadas
para evaluar la decondensacion de CCs durante la infeccion bacteriana. Las plantas
SIAtMBDAL-D vy siAtMBDA4L-E no presentaron diferencias en el nimero y tamafio de CCs en
zonas no infiltradas respecto a plantas control (Col-0) (Fig. 14). En condiciones de infeccion
estas plantas mostraron alteraciones en la decondensacion de CCs respecto a plantas salvajes.
Solo el 14,6% de los nucleos de plantas salvajes presentaron entre 4 y 6 CCs (Fig. 14A),
mientras que el 41,2 % y el 23 % de las células de plantas siAtMBDA4L-D y siAtMBDA4L-E,
respectivamente presentaron 4-6 CCs por nucleo (Fig. 14B-C). Tal como se observa el
porcentaje de ndcleos con 4-6 CCs de las plantas siAtMBD4L-D es similar al obtenido en
plantas mbd4l-1 (42,8 %), mientras que el observado en plantas SIAtMBDA4L-E es
considerablemente menor, aunque no alcanza los niveles de la plantas Col-0. Por esto se
concluye que las plantas mutantes mbd4l-1 y las plantas siAtMBDA4L se comportaron de
manera similar corroborando que AtMBDAL participa en la decondensacion de la

heterocromatina centromérica que ocurre en condiciones de infeccion.

1.1.1.4 Decondensacion en plantas mutantes de DNA glicosilasas de la familia Demeter

durante infeccion con P. syringae pv. tomato

Tal como se mostré anteriormente, la decondensacion de CCs en plantas mbd4l-1
infectadas no estd completamente inhibida. Esto podria deberse por un lado, al remanente de
transcripto AtMBDA4L presente en plantas mutantes, o bien a la participacion de otras enzimas
en dicho proceso. Como se menciond anteriormente, ROS1 participa en la demetilacion y
decondensacidon de la cromatina centromérica en los primeros dias del desarrollo de plantulas
de Arabidopsis (Douet y col., 2008). Dicha enzima conjuntamente con los demas miembros
de la familia DME son las Unicas enzimas capaces de escindir 5-mC, por lo cual podrian
participar del fendmeno de demetilacion activa que fue reportado en el genoma de Arabiopsis
durante el ataque bacteriano (Pavet y col., 2006). Por esta razén, ROS1 y sus homologos,
DML2 y DML3, podrian actuar conjuntamente con MBDAL en respuestas de defensa.

Para estudiar si las 5-mC DNA glicosilasas participan en el fendmeno de la
decondensacion de la heterocromatina centromérica que ocurre en infeccion con el patogeno,
se analizé el numero y tamafio de CCs en plantas simples mutantes ros1.3, dmi2.1, dml3.1 y

en la triple mutante rol1.3; dml2.1; dmi3.1 (rdd) en regiones sanas e infectadas.
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En primer lugar se analizaron los CCs de tejidos no infectados para cada planta mutante.
No se encontraron diferencias en el nimero y tamafio de CCs en regiones sin infectar de
plantas mutantes de la familia DME respecto a plantas control sin infectar. Asimismo, las
células de plantas mutantes rosl1-3, dml2-1, dmiI3-1 cercanas a los acumulos bacterianos
presentaron ndcleos con un nivel de decondensacién similar al observado en plantas control

(Fig. 15), sugiriendo que ni ROS1, ni DML2 ni DML3 participan en la decondensacion de
CCs.
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Figura 15. Decondensacion CCs en plantas mutantes de DNA glicosilasas de la familia DME
infectadas con P. syringae pv. tomato. Histograma de frecuencia del nimero de CCs por nicleo de células del
meséfilo de plantas control (Col-0, A), simples mutantes ros1-3 (B), dml2-1 (C), dmi3-1 (D) y triple mutante

ros1-3, dml2-1, dmi3-1 (rdd, E) en tejidos no infectados (basal, azul) e infiltrado con el patégeno (verde). Debajo
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de cada histograma, los mismos resultados mostrados como intervalos de frecuencia del nimero de CCs por
ndcleo en tejidos infiltrados y basales. Se muestra un experimento representativo. Resultados similares se

obtuvieron en tres experimentos independientes realizados con doble ciego.

Debido a la redundancia de funcion descripta para estas enzimas (Penterman y col.,
2007), analizamos la decondensacion de CCs en la triple mutante rdd. Del mismo modo que
en simples mutantes, no se observaron diferencias en el nimero de CCs en condiciones de
infeccion respecto a plantas control (Fig. 15).

Estos resultados indican que los miembros de la familia DME no participan en el
fendmeno de decondensacién de la heterocromatina centromérica de Arabidopsis en
condiciones de infeccion bacteriana. Es decir, que si existiera alguna enzima que participe del

fendmeno de decondensacion junto a MBD4L dichas enzimas no serian responsables.

En sintesis, MBD4L, una DNA glicosilasa homdéloga a hMBD4, presenta un dominio
con estructura de o hélices y un bolsillo catalitico que contiene un Asp esencial para la
actividad de dicha enzima. Este dominio esta conservado desde bacterias hasta humanos,
aunque no presenta homologos cercanos en Arabidopsis. Ademéas, MBDAL, pero no las DNA
glicosilasas de la familia DME, participa en la decondensacién centromérica inducida por el

patdgeno bacteriano.
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CAPITULO II:
CARACTERIZACION DE AtMBDA4L Y SU PARTICIPACION EN EL DESARROLLO
DE ARABIDOPSIS

I1.1 Caracterizacion del gen AtMBDA4L

A continuacién se describe estructural y funcionalmente el gen AtMBDAL, considerando
que no habia informacion acerca del mismo. En primer lugar se describe la estrura y el patron
de expresion de AtMBDAL. Posteriormente se analiza la participacion de MBD4L en el
desarrollo vegetativo y reproductivo mediante el andlisis fenotipico de plantas con niveles
reducidos de AtMBDAL.

11.1.1 Estructuray transcriptos del gen AtMBDA4L

El gen AtMBDA4L (At3g07930) se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 3,
entre las bases 2.526.630 y 2.528.633. La base de datos de TAIR (The Arabidopsis
Information Resource; http://www.arabidopsis.org/), predice dos exones y tres transcriptos
alternativos para este gen (At3g07930.1, At3g07930.2, At3g07930.3; Fig. 16A). Para conocer
la presencia de dichos transcriptos en tejido de hoja, se realizaron ensayos de RT-PCR

semicuantitativa.

A . B
Ar3g07930.1 —» F-G F-H F
At3g07930.2
e ————=m 480 bp
352 bp
267 bp

At3g07930.1. ..ACAAAACATCTG GTGCACAGGTTTTTC...AGGTGATTGCA GACGCGGGGAGTGATATCAGACTTGTT'I'GGAﬁ'GTGTACTGA B
At3g07930.2 .. ACAAAACATCTGGTGCACAG( TTC...AGGTGATTGCAGACGCGGGGAGTGATATCAGACTTGTTTGGATTGTGTACTGA C
At3g07930.3...ACAAAACATCTGGTGCACAGGTTTTTC. . AGGTGATTGCAGACGCGGGGAGTGATATCAGACTTGTTTGGATTGTGTACTGA D

Figura 16. Transcriptos alternativos de At3g07930 A) Esquema de transcriptos predichos por TAIR
para AtMBDA4L. Los exones se muestran con rectangulos: UTR (blanco), codificantes (azul) e intrones con
lineas. Las flechas rojas indican la posicion y direccidn de los cebadores utilizados en reacciones de RT-PCR.
Abajo, secuencia de zona de splicing alternativo de todas las variantes predichas. En gris y cursiva se muestran
las secuencias correspondientes al intrdn. Los cebadores G, H e | se muestran en rojo. El codon de stop para
At3g07930.1 y At3g07930.2 es indicado en negrita y subrayado. B) Transcriptos detectados por RT-PCR
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semicuantitativa usando cebadores indicados en (A) y RNA de tejido de hojas de roseta de plantas salvajes. Las

secuencias de los cebadores se muestran en la Tabla SlI.

Inicialmente se combind un cebador forward (F) con cada uno de los tres cebadores
reverse especificos (G, H e 1) (Fig. 16A; Tabla SlI). Solamente se observd producto de
reaccion con la combinacion F-I, el cual tenia un tamafio consistente con el esperado para
At3g07930.3 (Fig. 14B). Luego se utilizaron los cebadores J (forward), Ky L (reverse) que
son complementarios a todos los cDNAs predichos (Fig. 16A; Tabla SllI) en nuevas
reacciones de PCR. Los fragmentos amplificados con la combinacion J-K y J-L (Fig. 16A) se
clonaron, y un total de 18 clones derivados de reacciones de RT-PCR independientes se
secuenciaron. Nuevamente se detect6 el transcripto At3g07930.3, pero no los transcriptos
At3g07930.1 o At3g07930.2.

Sorpresivamente, los pares de cebadores J-K y J-L amplificaron un segundo producto
ademas del correspondiente a At3g07930.3 (Fig. 17A). EIl transcripto que genera este
producto fue denominado At3g07930.4. El andlisis de secuencias indicé que At3g07930.4
difiere de At3g07930.3 en un fragmento interno (nt 115-462 desde el ATG) que esté limitado
por un sitio donor y uno aceptor de splicing (Fig. 17B-C). El sitio donor se ubica entre los nt
107-121 de At3g07930.3 y coincide en gran parte con la secuencia consenso
RRRRNAG/GTAAGTT (exon/intrén; R: purina, N: cualquier base) descrita para dichos sitios
en Arabidopsis (Reddy, 2007). En la Fig 17C en azul y subrayado se muestran los nt de los
transcriptos de AtMBDA4L que son idénticos a la secuencia consenso descripta por Reddy
(2007). El sitio aceptor de splicing esta ubicado entre los nt 454 y 468 de At3g07930.3. Los
nt idénticos entre ésta y la secuencia descripta por Reddy (2007) como consenso para el sitio
aceptor de splicing NTTNCAG/NRRRRRA (exo6n/intrén) se muestran en azul y subrayado en
Fig. 17C. Ademas, se detectd a 74 nucleédtidos del sitio 3" de splicing en At3g07930.3 una
secuencia que coincide con la secuencia CURAY (donde C: citosina; U: uracilo; R: purina; A:
adenina; Y: pirimidina), que seria reconocida por el complejo proteico que genera el splicing
alternativo (Reddy, 2007). Esta secuencia se muestra en rojo y subrayada en Fig. 17C. Estos
modulos refuerzan la ocurrencia de un splicing alternativo que da lugar al transcripto
At3g07930.4. Este evento de splicing no habia sido predicho para este gen. Mas aun, la
existencia de At3g07930.4 indica que At3g07930.3 resulta de la retencién de un intrén (Fig.
17B -C).
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Figura 17. Variantes de splicing de At3g07930 detectados en tejido de hoja. A) Transcriptos

detectados mediante RT-PCR semicuantitativa con cebadores J-L (Fig. 16A, Tabla SII). B) Esquema del gen y

transcriptos alternativos. Las cajas muestran exones: UTRs en blanco; exones codificantes en negro (1, 3y 4) y

gris (2). Las lineas muestran intrones. En negrita las secuencias que coinciden con el consenso descripto para el

sitio donor y aceptor de splicing altenativo (Reddy, 2007). C) Alineamiento de secuencias de nucle6tidos de los

transcriptos At3g07930.3 y At3g07930.4 obtenidas a partir de reacciones de clonado y secuenciamiento. Los

nucleotidos idénticos al consenso de sitios de splicing alternativo se indican con color azul y subrayado. La

putativa secuencia CURAY se muestra en rojo y subrayado.
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11.1.2 Expresion y regulacion transcripcional

La base de datos publica Genvestigator (https://www.genevestigator.com; Laule y col.,
2006) recopila informacion de experimentos realizados con micromatrices de Affymetrix y
muestras de Arabidopsis. Esta base de datos informa patrones de expresion de genes
individuales en diferentes 6rganos, estadios de desarrollo y condiciones.

Segun los datos publicados en Genevestigator, AtMBD4L presenta una expresion
reducida en poélen, ovario, estigma, embrion, endosperma y algunos tejidos de la raiz (apice,
yemas laterales, endodremis, epidermis, estela). Su mayor expresion corresponderia a las
hojas senescentes, hipocotilo, xilema y floema (Fig. 18A).

Por otro lado, Genevestigator permitié comparar los patrones de expresion de distintos
genes. Con esta herramienta cotejamos la expresion de AtMBDA4L con la de otros genes que
codifican para HhH-GPD DNA glicosilasas de Arabidopsis durante el desarrollo de la planta
(Fig. 18B). Como referencia, se selecciond a un unico representante de cada grupo funcional
derivado del arbol filogenético de las HhH-GPD DNA glicosilasas de Arabidopsis
desarrollado en la Fig. 10C. La expresion de Actina2 se utiliz6 como control por tratarse de un
gen constitutivo de alta expresion. AtMBDA4L, tal como OGG1, NTH1, ROS1 y At1g75230
mostraron un nivel de expresién intermedia, mientras que DME y At4g12740 presentaron una
expresion baja. La expresion reducida de DME es consistente con su especificidad en el
gametofito femenino y masculino descripta para dicho gen (Choi y col., 2002; Schofft y col.,
2011). Segun estos datos, la expresion de AtMBDAL (rojo) a priori no se modificaria
sustancialmente durante el desarrollo y, al igual que Atlg75230 (amarillo) y NTH1 (violeta),
mostraria un importante aumento durante la senescencia. Sin embargo, el analisis de
expresion individual para AtMBDA4L informa una induccion a partir de la floracién que se
incrementa durante el desarrollo de frutos para alcanzar el méaximo nivel durante la senscencia
(Fig. SII, pag 138).

En conjunto estos resultados sugieren que en la mayoria de los tejidos AtMBDA4L
presenta un nivel de expresion entre intermedio y bajo y no se modifica en mayor medida

durante las primeras etapas del desarrollo, aunque si a partir de la floracion.
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AtMBD4L en Arabidopsis segun experimentos de transcriptoma

depositados en la base de datos Genevestigator. A) Nivel de expresion de AtMBDAL en diversos tejidos. B)

Expresion absoluta de genes que codifican para algunas HhH-GPD DNA glicosilasas en diferentes estadios de

desarrollo. El gen Actina2 se usa como gen constitutivo de alta expresion.
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11.1.2.1 Elementos regulatorios del promotor de MBD4L

Realizamos estudios in silico del promotor del AtMBDAL para identificar elementos
reguladores ubicados en cis. Dichos elementos son secuencias reconocidas por factores de
transcripcion que regulan la transcripcion del gen (Priest y col., 2009).

Dado que en Arabidopsis los promotores contienen de 500 a 2000 nt (Riechmann, 2002;
Molina y Grotewold, 2005), se caracterizaron las secuencias regulatorias presentes en un
fragmento de 1560 pares de bases (pb) localizado aguas arriba del sitio de inicio de traduccién
de AtMBDA4L. A este fin, se utilizaron tres programas bioinformaticos de acceso libre que
predicen la existencia de elementos regulatorios que fueron descriptos previamente y
analizados de manera experimental en promotores de diversos genes. Los programas
PlantCARE (Lescot y col., 2002), PLACE (Higo y col., 1999) y Agris (Davulury y col., 2003)
detectaron una caja TATA, ubicada 35 pb aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion
(Tabla 1V), lo cual es caracteristico de este consenso en promotores de Arabidopsis. Ademas, se
observd la presencia de elementos regulatorios conservados y previamente descriptos en
promotores de genes que son regulados por deshidratacion (MYBL1AT,
MYB2CONSENSUSAT, MYBCORE y MYCATRS22), luz (CCA1ATLHCBI1, SORLIAT y
TBOXATGAPB) y moléculas inductoras de defensas contra patdégenos denominados
elicitores (ELRECOREPCRP1) (Tabla V). Las secuencias asociadas a genes regulados por
deshidratacion fueron las mas abundantes en el promotor de AtMBDA4L, seguidas por las

asociadas a regulacion por luz.

11.1.2.2 Expresion del gen reportero GUS regulado por el promotor de AtMBD4L

En base a los estudios previos, se construyd un gen reportero que codifica para -
glucoronidasa (GUS) de E. coli dirigido por el promotor del gen At3g07930 (-1560 pb desde
el ATG). El transgen AtMBDA4L:GUS fue utilizado para generar plantas transgénicas por
transformacion de primordios florales de plantas de Arabidopsis con Agrobacterium
tumefaciens portadoras del constructo. Los experimentos de analisis in silico y caracterizacion
de plantas AtMBDA4L:GUS se realizaron de manera conjunta con la Lic. Pamela Ribone y
parte de estos resultados fueron informados en su tesina de licenciatura (2012, Facultad de

Ciencias Quimicas, UNC).
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Tabla IV. Elementos regulatorios en cis del promotor de AtMBDAL.

Elementos Secuencia™” Ubicacion (pb ~ Funcion Referencias

regulatorios'” desde ATG)

TATA BOX ATATAAT -35 Union de la Grace et al.,
maquinaria de 2004
transcripcion

ELRECOREPCRP1 TTTGACC -557 Expresion en Laloi et al.,
respuesta a elicitores 2004

MYB1AT CTAACCAA -363; -547; - Expresion en Abe et

674;-607 respuesta a al.2003
deshidratacion

MYB2CONSENSUSAT YAACKG -619 Expresion en Abe et
respuesta a al.2003
deshidratacion

MYBCORE AAACNGTTA -303 Expresion en Urao et al.,
respuesta a 1993
deshidratacion

MYCATRD22 CACATG -1311 Expresion en Abe et al.,
respuesta a 1997
deshidratacion

CCAILATLHCB1 AA(A/IC)AATCT -96 Expresion en Wang et al.,
respuesta a luz 1997

SORLIPIAT GCCAC -86; -768 Expresion en Hudson &
respuesta a luz Quail, 2003

TBOXATGAPB ACTTTG -1180 Expresion en Chanetal.,
respuesta a luz 2001

* S6lo se muestran los elementos regulatorios predichos en comln por PlantCARE, PLACE y Agris.
** Y pirimidina (T 6 C); K: purina (A 6 G); N: cualquier base (T, C, A4 T).

A partir del evento de transformacién, se seleccionaron 5 lineas independientes de
plantas AtMBD4L:GUS con una Unica insercion en el genoma. Para observar la expresién de
GUS se realizaron ensayos de tinciones en plantas AtMBDA4L:GUS de diferentes estadios de
desarrollo y condiciones de crecimiento. El analisis histoquimico de esta actividad revel6 que
la expresion de AtMBDAL es baja, ya que fue requerido un largo tiempo de incubacién para
observar la actividad de GUS. Ademas, dicha expresion no es constitutiva, ya que se observé
limitada a algunos tejidos, incluyendo érganos vegetativos y reproductivos.

Si bien no se detect6 tincion positiva para GUS en laminas de hojas jovenes, se halld
expresion en hojas con signos de senescencia (Fig. 19A), en concordancia con la elevada
expresion en hojas senescentes reflejada en experimentos publicados en Genevestigator.
Ademas, GUS se expreso en hidatodos (Fig. 19B) y sistema vascular (Fig. 19C-E) de esta
hojas senescentes. Este Ultimo patrén coincide con el nivel de expresion elevado en xilema y
floema observado en Genevestigator. Ademas, estos patrones son consistentes con la
regulacion de la expresién de AtMBDA4L por elementos en cis del promotor relacionados con

deshidratacion.
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Figura 19. Expresion de GUS en plantas transgénicas AtMBDA4L:GUS. Hojas de roseta (A,C) y caulinares (B) con
signos de senescencia. Detalle de regiones central (D) y periféricas (E) de hojas senescentes. F) Inflorescencias conteniendo
flores de diferentes estadios, indicadas por nimero segiin Smyth y col. (1990). G) Flores en estadio 12 de desarrollo. H)
Anteras. 1) Silicuas en estadio 17 de desarrollo (Roeder and Yanofsky, 2006). J) Magnificacion de estigma. Barras de escala:
1mm(A,B,C D, EF1);01mm(G,H,]I).

También se observo la expresion de GUS en drganos reproductivos, tales como flores.
Sin embargo, no todas las flores que forman parte de la inflorescencia mostraron tincién
positiva para GUS. Flores de entre 10 y 13 dias, clasificadas como flores jovenes segun
Smyth y col. (1990), mostraron expresion de GUS en el tapetum de las anteras (Fig 19F), pero
no en granos de polen, pistilo, pétalos o sépalos (Fig. 19G-H). Por su parte, flores en estadios
mas avanzados de desarrollo no mostraron expresion del transgen, sugiriendo expresion
transiente y especifica del estadio de desarrollo.

Por otra parte, se analizo la expresion de GUS en silicuas de plantas AtMBD4L:GUS. El
desarrollo de frutos fue dividido en diferentes estadios (Roeder y Yanofsky, 2006). La

expresion de GUS no fue detectada en todas estas etapas sino en silicuas correspondientes a la
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etapa 17b del desarrollo (Fig. 191). Ademas, la expresién del transgén estuvo limitada solo al
estigma de la silicua (Fig. 19J).

En su conjunto, estos resultados sugieren que en su version enddgena AtMBDAL tiene
expresion débil y una marcada regulacion temporal y espacial. La mayoria de los tejidos en
los cuales se detectd la expresion de AtMBDA4L son sensibles a deshidratacion, tales como

hojas senescentes, tejido de anteras y estigma de la silicua.
11.1.2.3 Nivel de transcriptos AtMBDA4L.3 y AtMBDA4L .4 en diferentes tejidos

Con la finalidad de evaluar el nivel de los transcriptos de At3g07930.3 (AtMBDA4L.3) y
At3g07930.4 (AtMBDA4L.4) y una posible expresion diferencial en diversos tejidos, se
realizaron ensayos de RT-PCR semicuantitativa. La expresion de ambos fue observada en
hojas de roseta y caulinares y flores, pero no en raiz y tallo (Fig. 20). En todos estos tejidos
AtMBDA4L.3 presentd un nivel de transcripto significativamente mayor que AtMBDA4L.4.
Ademas, tanto AtMBDA4L.3 como AtMBDA4L.4 mostraron mayor nivel de transcripto en hojas
caulinares, consistente con los datos publicados en Genevestigator. Esto sugiere una
regulacion transcripcional especifica de tejido y estadio de desarrollo, asi como también la

coexistencia de ambos transcriptos en hojas y flores.
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Figura 20. Expresion de AtMBDAL en distintos tejidos de Arabidopsis. RNA de hojas de roseta,
caulinares, raiz, tallo y flores fue utilizado en ensayos de RT-PCR semicuantitativa con cebadores J-K (Tabla

SII). El gen GAPC fue utilizado como control.

11.2 Proteinas codificadas por los transcriptos AtMBDAL.3 y AtMBD4L .4

Los dos transcriptos alternativos de AtMBDA4L detectados en tejidos de Arabidopsis

sugieren que existen, al menos, dos isoformas de la enzima. En este estudio denominamos
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MBD4L3 y MBDA4L4 a los productos proteicos codificados por AtMBD4L.3 y AtMBDA4L 4.
Estas proteinas, de 446 y 330 aa, respectivamente (Fig. 21A) mantendrian intacto el dominio
HhH-GPD DNA glicosilasa (Fig. 21B, letras verde). En este dominio el acido aspartico
indispensable para la actividad DNA glicosilasa corresponderia al Asp**® de MBD4L3 vy al
Asp*® de MBDA4L4, respectivamente (Fig. 21B, D gris). Por su parte, el residuo que
determina la actividad monofuncional de MBDA4L corresponde a las Tyr*® y Tyr**® de
MBD4L3 y MBD4L4, respectivamente (Fig. 21B, Y azul).

A
0 100 200 300 400
MBD4L3
NLS1 NLS2 DNA Glicosilasa
MBD4L4 0 100 200 300
NLS1 DNA Glicosilasa
B
MBD4L3 MVPPIIYKYERREDRRLGRDDDSSVMMIRRRPDSDFIEVSDENRSFALFEEDDEENRDLGLVDDGSTNLYLQCHDDGCSLEKDNSNSLDDLFSGFVYKGVRRRERDDFGSITISNLVSPQ 120
MBD4L4 MVPPIIYKYKRREDRRLGRDDDSSVMMIRRREDSDF IE - = m oo oo m oo oo oo e e 38

MBD4L3 IADDDDDSVSDSHIERQECSEFHVEVRRVSPYFQGSTVSQQSKEGCDSDSVCSKEGCSEVQAKVPRVSPYFQASTISQCDSDIVSSSOSGRIYRKGSSKRQVEVRRVSPYFQESTVSEQP 240

MBD4L4 ---------mmmmmmmm oo GSTVSQQSKEGCDSDSVCSKEGCESRVQARKVPRVSPYFQASTISQCDSDIVSSSOSGRIYRKGSSKRQVEVRRVSPYFQESTVSEQP 124
L wnw
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Figura 21. Estructura y secuencia de proteinas codificadas por AtMBD4L. A) Esquema de proteinas
MBD4L3 y MBD4L4 incluyendo las sefiales de localizacion nuclear (NLS) y el dominio DNA glicosilasa
(PF00730). B) Alineamiento de secuencias de aa de ambas proteinas realizado con ClustalW2. Se muestran las
secuencias de NLS en rojo y la secuencia del dominio DNA glicosilasa en verde. Dentro del dominio DNA
glicosilasas se indica el residuo que determina la actividad mono- o bi- funcional de la enzima (azul) y el Asp del

sitio activo (gris). Los asteriscos indican coincidencia de aa entre ambas proteinas.

MBD4L3 y MBD4L4 tendrian diferencias en el extremo N-terminal. En la region
amino-terminal, los programas NLStradamus and NucPred predicen la presencia de dos
sefiales de localizacion nuclear (Nuclear Localization Signal, NLS) para MBD4L3 (residuos
10-17 y 98-104; Fig. 21B, rojo) y solamente una NLS para MBD4L4 (residuos 10-17; Fig.
21B, rojo). Las NLS estan conservadas en los eucariotas, incluyendo plantas. Tipicamente
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contienen una 0 mas argininas (Arg) vy lisinas (Lys) y no es clivada después de la importacion
de la proteina al nucleo (Raikhel y col., 1992). Ademas, las NLS pueden tener diferentes
posiciones dentro de la proteina y en muchos casos, estar representadas varias veces (Owen y
col., 2007). Los programas bioinforméaticos BacelLo, Plant-mPloc and YLoc también
predicen una localizacion nuclear para MBD4L3 y MBD4L4. Estos resultados sugieren que a
priori ambas formas de MBD4L serian proteina nucleares, a menos que la NLS ubicada entre
los aminoacidos 98-104 sea indispensable. En este caso, solamente la isoforma MBD4L3 se

localizaria en el nicleo.

11.2.1 Localizacion subcelular de MBD4L3y MBD4L4

Las DNA glicosilasas participan en la reparacion de bases dafiadas del DNA, por lo cual
es presumible que las mismas se localicen en compartimentos subcelulares que contengan
DNA tales como el ndcleo, la mitocondria y el cloroplasto. En animales, numerosas DNA
glicosilasas fueron localizadas en el ndcleo, aunque también existen algunas que presentan
actividad en mitocondrias (Liu y Demple, 2010). En Arabidopsis las HhH-GPD DNA
glicosidasas DME (Choi y col., 2002), ROS1 (Gong y col., 2002) y OGGL1 (Cheny col., 2012)
muestran una localizacion exclusivamente nuclear, mientras que NTH1 y NTH2 son
exclusivas de cloroplastos (Gutman y Niyogi, 2009).

Para determinar la localizacién subcelular de MBDAL, se construyeron plantas
transgénicas que sobre-expresan AtMBDA4L fusionado al gen reportero de la proteina
fluorescente verde de Aequorea victoria (Green Fluorescent Protein, GFP). En plantas, GFP
se localiza en el citosol y en el nucleo, ya que por su tamafio (26,9 kDa) es capaz de difundir a
través del poro nuclear. El poro nuclear permite la difusién de proteinas de entre 40 y 60 kDa,
mientras que aquellas que excedan dicho tamafio deben ser transportadas activamente al
interior del nucleo (Raikhel, 1992).

Para analizar cada una de las isoformas de MBDAL se realizaron dos construcciones
diferentes. Por un lado se clon6 el cDNA de AtMBDA4L.3 completo en un vector con promotor
de expresion fuerte y constitutiva derivado del virus del mosaico de la coliflor (35S) y GFP
fusionada a la region C-terminal del gen, generando 35S:AtMBD4L.3-GFP. Por otro lado, se
realiz6 una construccion similar con el cDNA de AtMBDA4L.4 (Fig. 22A). A las proteinas de
fusion se las denomind MBD4L3-GFP y MBD4L4-GFP, respectivamente.
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Estas construcciones fueron utilizadas en la transformacion de plantas de Arabidopsis,
las cuales luego fueron segregadas en medio de crecimiento suplementado con antibioticos
hasta conseguir lineas independientes con una unica insercion del transgén en el genoma. Se
seleccionaron diferentes lineas de plantas (hemicigotas) para ambos transgenes.

Se observd que las plantas 35S:AtMBDAL.3-GFP sobre-expresan ambos transcriptos
alternativos: AtMBDA4L.3 y AtMBD4L.4 (Fig. 22B), mientras que plantas 35S:AtMBDA4L.4-
GFP solo sobre-expresan AtMBDA4L.4. La ausencia del transcripto AtMBDA4L.3 podria deberse
la titulacion de los cebadores J-K por exceso de transcripto AtMBDAL.4. Para verificar el
nivel de transcripto AtMBDA4L.3 se realizaron reacciones de RT-PCR con cebadores
especificos J-N (Fig. 10A, Tabla SlI) para AtMBD4L.3. Observamos que dicho transcripto

mantiene sus niveles enddgenos (Fig. 22C).
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1 2 3
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Figura 22. Nivel transcripcional de AtMBDA4L en plantas transgénicas 35S:AtMBD4L-GFP. A)
Arriba, esquema del gen At3g07930.3. Abajo esquema de las fusiones AtMBDAL-GFP. Los exones se muestran
con cajas negras y en gris oscuro el exén que sufre splicing alternativo en AtMBD4L.3. La linea representa el
intron. EI promotor 35S se indica en gris claro y en blanco GFP. Las flechas y letras indican los cebadores
usados en reacciones de RT-PCR (Tabla SlIl). B-D) EIl andlisis de transcriptos en plantas hemicigotas
35S:AtMBDA4L.3-GFP (B), 35S:AtMBDA4L.4-GFP (C) y homocigotas de ambas lineas (D) mediante ensayos de
RT-PCR semicuantitativa con cebadores descriptos en A y Tabla SII. EI gen GAPC se utiliz6 como control de
carga.

Para los experimentos subsiguientes se seleccionaron lineas de plantas homocigotas

para ambas construcciones (Fig. 22D). Como control se utilizaron plantas de Arabidopsis
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transformadas con el transgen 35S:GFP, que sobre-expresan GFP y presentan fluorescencia
citoplasmica y nuclear.

El analisis de imagenes obtenidas por microscopia confocal de las raices de plantulas
35S:AtMBDA4L.3-GFP y 35S:AtMBDA4L.4-GFP indica que MBD4L3 y MBD4L4 se localizan
en el nucleo (Fig. 23). Ademas, ambas proteinas fueron observadas en nucleos de los
extremos de raices, zonas con alta tasa de division celular (Fig. 23A) y en zonas de
elongacion, caracterizadas por el crecimiento y expansion celular (Fig. 23B). En esta ultima
region la disposicion de GFP mostro diferencias entre ambas plantas.

En plantas 35S:AtMBDA4L.3-GFP la fluorescencia se detectd preferencialmente en
nicleos que rodean el sistema vascular, mientras que los correspondientes a plantas
35S:AtMBDA4L.4-GFP se observaron en las células periféricas (Fig. 23B).

A continuacién evaluamos la localizaciéon subcelular de MBD4L-GFP en hoja donde
previamente habiamos estudiado el efecto de MBDA4L sobre la decondensacién de la
heterocromatina centromérica y la expresion génica. En este caso sélo se evaluaron varios
tipos celulares, como estomas, células epidermales y del mesdéfilo, de hojas de plantas
35S:AtMBD4L.3-GFP adultas. En estos tejidos fue necesario separar la fluorescencia
correspondiente a la emitida por GFP (500-520 nm) de la autofluorescencia emitida por los
cloroplastos (640-660 nm). Para ello se utiliz6 microscopia confocal y deconvolucion
espectral (Software Fluoview). En todos los tipos celulares de estas plantas se observé una
localizacion nuclear (Fig. 24B). Dado que las plantas sobre-expresan ambos transcriptos
alternativos, la ausencia de GFP en otros compartimentos celulares como cloroplastos (Fig.
24B, mesofilo), sugiere que tanto MBD4L3 como MBD4L4 tendrian localizacion nuclear en
dichos tejidos.

Ademas, se observé un nivel de fluorescencia significativamente menor en plantas
35S:AtMBDA4L.3-GFP respecto a plantas 35S:GFP (Fig. 24A), sugiriendo que la fusion a
MBDAL podria reducir la vida media de GFP. Posteriormente evaluamos si ambas proteinas
de fusion presentaban la misma localizacién subnuclear.

En plantas 35S:GFP (control) la mayoria de los nucleos mostrd una distribucion
homogénea de GFP (Fig 24A). Por el contrario, los nucleos de plantas 35S:AtMBDA4L.3-GFP
mostraron la GFP excluida del nucleolo (Fig. 25B).

Por su parte, en los ndcleos de plantas 35S:AtMBDAL.4-GFP la GFP se observd
notoriamente acumulada en el nucleolo (Fig. 25).

Curiosamente, las plantas 35S:AtMBD4L.3-GFP, donde ambos transcriptos estan sobre-

expresados, no muestran acumulacion de GFP en el nucleolo, sugiriendo que MBD4L3 podria
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Campo brillante
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Figura 23. Localizacion subcelular de MBD4L3-GFP y MBD4L4-GFP en raices. Fotografias de
imagenes obtenidas por microscopia confocal (objetivo 40X aceite) que analizan extremos (A) y zonas de
elongacion (B) de raices de plantas 35S:GFP, 35S:AtMBD4L.3-GFP y 35S:AtMBD4L.4-GFP. Se muestran
imagenes de campo brillante y fluorescencia de GFP. Escala: 50 um.
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regular la acumulacion o la presencia de MBD4L4 en dicho sitio, o bien que la expresion de
MBD4L4-GFP en esta planta es demasiado debil para detectar dicha localizacion subnuclear.
Estos resultados sugieren que aunque ambas isoformas son nucleares y ocupan distintos

dominios en el nicleo.
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Figura 24. Localizacion subcelular de MBD4L3-GFP en diferentes células de hoja. Fotografias de imagenes
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confocales (objetivo 60X aceite) de tres tipos de células (epidermales, estomaticas y mesofilo) de hojas de
plantas transgénicas 35S:GFP (A) y 35S:AtMBD4.3-GFP (B). Se muestran fotografias de campo brillante y de
florescencia: clorofila (azul), GFP (verde), DAPI (rojo). Barra: 10 uM.
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DAPI Fusion

GFP

Figura 25. Localizaciéon subnuclear de MBD4L3-GFP y MBD4L4-GFP. Fotografias de imagenes
confocales de nucleo de células de raiz de plantas 35S:GFP, 35S:AtMBDAL.3-GFP y 35S:AtMBDAL.4-GFP. Se
utilizé un objetivo 100X aceite y zoom digital 3X. Se muestran fotografias de fluorescencia: verde: GFP; rojo:
DAPI. Barra: 2 um.

35S:GFP

35S:AtMBDA4L.4-GFP 35S:AtMBDA4L.3-GFP

11.2.2 Niveles de MBD4L en plantas transgénicas 35S:AtMBD4L-GFP

Como se observé anteriormente, los transcriptos AtMBDA4L.3 y AtMBDA4L.4 tienen
niveles considerablemente elevados en plantas homocigotas 35S:AtMBD4L.3-GFP (Fig
22D). Sin embargo, estas plantas mostraron una expresion de GFP notablemente menor que la
de plantas 35S:GFP (Fig. 24), a pesar que en todas estas plantas la expresién de GFP esta
dirigida por el mismo promotor (35S). Esto sugiere que MBD4L3 y MBD4L4 podrian estar
sometidas a algun tipo de regulacion postraduccional, que mantendria niveles bajos de estas
proteinas.

Para corroborar la presencia de las proteinas de fusion en las plantas transgénicas y
determinar su nivel se realizaron ensayos de Western blot. Proteinas totales de hojas de
plantas adultas 35S:GFP, 35S:AtMBD4L.3-GFP y 35S:AtMBD4L.4-GFP fueron extraidas y
sembradas en geles SDS-PAGE vy transferidas a membranas de nitrocelulosa. Se utilizé un
anticuerpo comercial policlonal anti-GFP (Abcam290) para revelar el blot. La presencia de
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GFP fue observada en extractos de proteinas totales de plantas control 35S-GFP, pero no en
plantas 35S:AtMBD4..3-GFP 'y 35S:AtMBDA4L.4-GFP (Fig. 26A). Estos resultados
corroboran que el contenido de GFP es menor en plantas 35S:AtMBDA4L-GFP respecto a
plantas 35S:GFP.

Posteriormente, se utilizaron plantas que sobre-expresan el gen AtMBDA4L.3 para
inmunoprecipitar y concentrar las proteinas de fusion con anticuerpos comerciales. Extractos
de proteinas totales obtenidas a partir de hojas se trataron con perlas de agarosa acopladas a
un anticuerpo anti-GFP (GFP-Trap). Las plantas 35S:GFP fueron utilizadas como control.
Las fracciones de proteinas totales (input, 1), no unidas al anticuerpo (soluble, S) y unidas a
las perlas de agarosa con anti-GFP (precipitado, P) fueron utilizadas en un Western blot
revelado con un anticuerpo anti GFP (Abcam290). Una proteina del tamafio correspondiente
a GFP se encontr6 en todas las muestras de plantas 35S:GFP, aunque dicha proteina se
mostro enriquecida en la fraccion de proteinas precipitadas (P) (Fig. 26B). Por su parte, no se
detecto MBD4L3-GFP ni MBD4L4-GFP en la fraccion correspondiente a proteinas totales de
plantas 35S:AtMBD4L.3-GFP , aunque si se detectd una banda del tamafio correspondiente a
MBDA4L3 en la fraccion que precipito con el anticuerpo anti-GFP (Fig. 26B). Esto indica que
existe un nivel muy bajo de MBD4L3 y que en estas plantas el nivel de MBD4L4 seria ain

menaor.
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Figura 26. Expresion de GFP en plantas transgénicas 35S:AtMBDA4L.3-GFP. A) Ensayo de Western
blot revelado con anticuerpos anti-GFP. Las muestras fueron obtenidas de hojas de plantas 35S:GFP,
35S:AtMBDAL.3-GFP y 35S:AtMBDAL.4-GFP. Las calles contienen 50 pg de proteinas totales. B) Western blot
de proteinas inmunoprecipitadas con bolitas de agarosa recubiertas con anticuerpo anti GFP (GFP-Trap). Se

muestran proteinas de fracciones totales (1), no unidas al anticuerpo (S) y precipitadas con anti-GFP (P). En Ay
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B, la subunidad grande de Rubisco (LRS) fue usada como control de carga. Las proteinas se separaron en gel de
SDS-PAGE 10% v/v. Las flechas indican la posicion de GFP (A) y MBDA4L3-GFP (B).

En sintesis, en esta seccién se mostro la caracterizacion estructuralde AtMBDAL y se
estudio su patron de expresion. Se identificO un nuevo transcripto no predicho por TAIR,
resultante de splicing alternativo que revela la presencia de un intron no descripto
anteriormente. Los dos transcriptos AtMBD4L.3 y AtMBD4L.4 codifican para proteinas que
conservan un dominio DNA glicosilasa estructural y funcionalmente relacionado con la
superfamilia HhH-GPD. La expresion de AtMBDAL esta altamente regulada y es especifica
para algunos tejidos, como hojas y flores y ciertos estadios del desarrollo de drganos
vegetativos (hoja senescente) y reproductivos (flor y silicua). Ambas isoformas de MBD4L
presentan localizacién nuclear, aunque difieren en la localizacion subnuclear y podrian ser

reguladas post-traduccionalmente.

1. 3 Participacion de AtMBDAL en el desarrollo de Arabidopsis

En mamiferos, no se reportd hasta el momento que la falta de funcion de alguna enzima
del sistema BER ocasione letalidad. Sin embargo, mutaciones en genes que codifican para
algunas de estas enzimas generan alteraciones en la division o metabolismo celular,
ocasionando enfermedades, tales como infecciones y cancer en diversos tejidos (Krokan y
Bjoras, 2013). En plantas, la participacion de las HhH-GPD DNA glicosilasas en procesos
involucrados en el desarrollo no estd muy estudiado. Como se detallé en la introduccién las
plantas mutantes para la mayoria de las DNA glicosilasas caracterizadas en Arabidopsis no
presentan anormalidades fenotipicas, probablemente por redundancia de funcién entre estas
enzimas (Penterman y col, 2007; Cérdoba-Cafiero y col., 2010; Gutman y Niyogi, 2009;
Murphy, 2005). Por el contrario, plantas mutantes para DME y ROS1 muestran fenotipos
aberrantes (Choi y col., 2002; Gong y col., 2002), sugiriendo que estas dos enzimas
cumplirian roles Unicos en el desarrollo.

En esta seccidn del capitulo se analiza la participacion de AtMBDA4L en procesos que
regulan el desarrollo de Arabidopsis, mediante la caracterizacion de fenotipos vegetativos y

reproductivos de plantas con niveles reducidos de los transcriptos de este gen.
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11.3.1 Generacion de plantas con niveles reducidos de AtMBDA4L

Con el objetivo de estudiar si la expresion AtMBDAL es requerida para el normal
desarrollo de Arabidopsis se evaluaron fenotipos en plantas con niveles reducidos de
AtMBDA4L.3 y AtMBDA4L.4. Debido a la ausencia de mutantes nulas y a la escasez de alelos
mutantes para este gen, se utilizd el alelo hipomorfico mbd4l-1 (Fig. 12), y como
complemento se generaron plantas transgénicas con diferentes niveles de transcripto logrado
por silenciamiento postranscripcional de AtMBD4L, llamadas siAtMBDA4L.

Las lineas transgénicas silenciadas en AtMBDA4L contienen 2 copias de una secuencia de
300 pb complementaria a la secuencia del gen endogeno (nt 636-936). Una de estas copias se
encuentra invertida de manera que al transcribirse se genera un RNA doble cadena que
dispara la maquinaria de silenciamiento post transcripcional. La transcripcion de dicha
secuencia esta regulada por un promotor constitutivo (35S), lo cual favorece el silenciamiento
de AtMBDA4L en todos los tejidos. Ademas, debido a que el transgén lleva una secuencia
comun entre AtMBDA4L.3 y AtMBDA4L.4, ambos transcriptos deberian verse afectados por el
silenciamiento.

A diferencia de las plantas mutantes mbd4l-1, las plantas siAtMBDA4L fueron generadas
en un ecotipo Col-0, lo que permite ampliar los estudios fenotipicos a dos ecotipos diferentes.
Inicialmente se analizaron 4 plantas hemicigotas provenientes de eventos de transformacion
independientes (SIAtMBDA4L-A, C, D, E). Las mismas mostraron contener diferente nivel de
ambos transcriptos de AtMBDA4L, siendo SiAtMBDA4L-A la planta con mayor nivel de
silenciamineto (Fig. 27A). siAtMBD4L-A, siAtMBDA4L-D y siAtMBDA4L-E presentaron una
segregacion mendeliana simple del transgen (3:1; resistentes: susceptibles a kanamicina),
indicativo de un Unico evento de insercién del constructo en el genoma. Estas tres lineas
fueron segregadas en medio selectivo (suplementado con kanamicina) hasta obtener el
transgén en homocigosis. Las lineas siAtMBDA4L-D y siAtMBD4L-E no mostraron ninguna
anormalidad durante la segregacion. Por el contrario, las semillas de las plantas siAtMBDA4L-A
disminuyeron su capacidad germinativa en las sucesivas generaciones, perdiéndose la
viabilidad de estas plantas, que mostraban el mayor nivel de silenciamiento del gen
AtMBDAL.

Como puede observarse en la Fig. 27B, a nivel basal las plantas salvajes de los ecotipos
Ws y Col-0 tienen una expresion similar de AtMBDAL, y conservan el tamafio y relacion
relativa de AtMBD4L.3 y AtMBDA4L.4. Por otro lado, las lineas siAtMBDAL homocigotas
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presentan un nivel de transcripto de AtMBDA4L superior al observado en plantas mutantes
mbd4l-1, aunque menor que el de plantas salvajes. Ademas, las plantas homocigotas

SIAtMBDA4L-D muestran un mayor silenciamiento que las plantas siAtMBDA4L-E (Fig. 27B).
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Figura 27. Nivel de AtMBDA4L en plantas silenciadas (siAtMBDA4L) y mutantes (mbd4l-1) para
AtMBD4L. A) Nivel transcripcional de AtMBDA4L.3 y AtMBD4L.4 en plantas control, mbd4l-1 y plantas
transgénicas siAtMBDA4I-A, AtMBD4L-C, AtMBDA4L-D y AtMBD4L-E. Se analizan plantas hemicigotas (A) y
homocigotas (B) para transgen. EI RNA de las hojas de plantas siAtMBDA4L y mbd4l-1 de 3-4 semanas fue
utilizado en ensayos de RT-PCR con cebadores J-K (Fig. 16, pag. 65; Tabla SlI, pag. 141). Plantas Col-0 y Ws
fueron utilizadas como control. El gen GAPC se utiliz6 como control de carga.

11.3.2 Desarrollo vegetativo

11.3.2.1 Crecimiento y numero de células

Se analizaron diferentes parametros de desarrollo vegetativo en plantas con niveles
reducidos de los transcriptos AtMBDA4L.3 y AtMBDA4L.4. Si bien era predecible que no se
manifestaran fenotipos claros dado que no contdbamos con alelos nulos, observamos varias
anormalidades en el desarrollo.

El primer fenotipo analizado fue el crecimiento de la raiz primaria. Este es un fenotipo
clasico de desarrollo que involucra divisién y crecimiento celular y estd regulado
hormonalmente (Petricka y col., 2012). Las semillas de plantas mbd4l-1, siAtMBDA4L-D,
SiAtMBDAL-E y plantas control fueron depositadas en cajas de Petri cuadradas, ubicadas en
posicion vertical y crecidas durante 12 dias. En esa condicién la elongacion de la raiz

responde al geotropismo y permite medir el crecimiento.
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Las plantas utilizadas como control (Ws y Col-0) mostraron un crecimiento similar de la
raiz primaria a los 4 y 10 dias post siembra (dps). Por su parte, tanto las plantas mutantes
mbd4l-1 como las silenciadas desarrollaron menor crecimiento de la raiz primaria respecto a
las plantas control (Fig. 28A). A pesar que las diferencias observadas entre las plantas
mutantes y silenciadas no resultan significativas, la longitud de la raiz primaria estuvo
directamente relacionada con el nivel de expresion de AtMBDA4L, siendo menor en plantas
mbd4l-1 que en ambas lineas siAtMBDAL. Las plantas mutantes, con el nivel mas bajo para
ambos transcriptos, presentaron el menor crecimiento de raiz a los 4 y 10 dps, mientras que
las plantas siAtMBD4L-E, con menor nivel de silenciamiento mostraron mayor longitud de la
raiz primaria (Fig. 28A).

Por otro lado, se analizaron las raices laterales, que en Arabidopsis aparecen entre los 9
y 12 dps (Péret y col., 2009). La aparicién temprana de raices laterales fue evidenciada en
plantas mbd4l-1. Tres experimentos independientes que involucran en total al menos 20
plantas indicaron que aproximadamente el 52% de las plantulas mbd4l-1 y el 22% de las
plantas siAtMBD4L generaron raices laterales a los 12 dps (no mostrado), mientras que las
plantas control no produjeron raices laterales en ese lapso.

A pesar que AtMBDA4L no fue detectado mediante RT-PCR en raices (Fig. 20, pag. 73) y
gue no se evidencio expresion en regiones meristematicas, los resultados sugieren que este
gen participa en procesos que controlan el crecimiento de raices primarias y laterales en
Arabidopsis, regulando posiblemente el metabolismo de una sefial mévil u hormonal.

Por otro lado, se analizé el crecimiento aéreo de las plantas. Las mutantes mbd4l-1
mostraron un tamario reducido de roseta al ser comparada con las plantas control (Fig. 28B).
A pesar de ésto, no se observo diferencia significativa en el nUmero de hojas entre plantas
mutantes y salvajes durante la etapa vegetativa (Fig. 28B). Por su parte, las plantas
siAtMBDA4L no presentaron diferencias en el tamafio de la roseta ni en el nimero de hojas
respecto a las plantas control (Fig. 28B). Esto sugiere que el nivel de expresion de AtMBDA4L
en las plantas mutantes no seria suficiente para alcanzar un tamafio normal de roseta, aunque
si lo seria en las plantas silenciadas.

El tamario de los 6rganos vegetales estd determinado por la tasa de division y expansion
celular (Horiguchi y col., 2006). Para estudiar si el tamafo reducido de las hojas en plantas
mbd4l-1 estd asociado a anormalidades en el nimero y tamafio de las células, se analizaron
estos parametros en células del parénquima de la capa subepidérmica de las primeras dos
hojas de plantas mbd4l-1 de 20 dias de edad (Fig. 28C). Se utilizo el programa ImageJ para la
cuantificacion del namero y area de las células y hojas. Pese a que el area de las hojas de
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plantas mutantes fue significativamente menor que el de las plantas control (Fig. 28D), el area
de células de ambas plantas no mostro diferencias significativas (Fig. 28E). Ademas, el
numero de células por hoja de plantas mbd4l-1 fue menor al de plantas Ws (Fig. 28F). Estos
resultados indican que el menor tamafio de las hojas de plantas mbd4l-1 se debe a que las
hojas contienen menos células con un tamafio normal. Indicando, por ende, que las plantas

mbd4l-1 presentan un defecto en la division y no en la expansion celular.
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Figura 28. Fenotipos vegetativos de plantas con niveles reducidos de AtMBDA4L. A) Crecimiento de
raiz primaria en plantas mbd4l-1 y siAtMBDA4L-D y siAtMBD4L-E vy plantas control de 10 dias crecidas en
medio MS. Barra: 1cm. Abajo: cuantificacién de longitud de raiz primaria 4 y 10 dias post siembra. B) Roseta de
plantas mbd4l-1, siAtMBDAL y sus respectivos controles (Ws y Col-0) de 3 semanas de edad crecidas en suelo y
en condiciones de dia corto. C) Iméagenes de células de empalizada de la capa subepidérmica de la primera hoja

de plantas de 20 dias. Barra: 100 um. Area de la primera hoja (D), de células (E) y nimero de células por hoja de
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plantas mbd4l-1 y Ws de 20 dias. Los valores representan la media + desvio estandar (n= 22 en A; n=5en D;
n=100 en E y F). *:diferencias significativas entre Ws y mbd4l-1 o Col-0 y siAtMBDA4L (Test t, p< 0,001).

En conjunto estos resultados muestran una relacion entre el nivel de expresion de
AtMBDAL vy la aparicion de anormalidades de fenotipos vegetativos, lo que propone la
existencia de un umbral en el nivel de transcripto del gen, por debajo del cual aparecen
aberraciones fenotipicas. Ademas, los resultados sugieren que AtMBDA4L participa de
procesos relacionados con el crecimiento de raiz y la hoja, posiblemente involucrados en la

division celular, pero no en la determinacion del tamario de las células.

I1. 3.3 Desarrollo reproductivo

Se evalu6 si AtMBDA4L participa en procesos que regulan el desarrollo reproductivo
analizando diferentes fenotipos, como tiempo de floracién, nimero de varas florales,

desarrollo de flores y silicuas en plantas mbd4l-1 y siAtMBDAL.

11.3.3.1 Tiempo de floracién

La floracién es un fenotipo altamente estudiado en Arabidopsis, determinado por genes
activadores y represores (Fig. 5). A su vez, la expresion de estos genes estd regulada por
condiciones ambientales, procesos enddgenos y epigenéticos (Roux y col., 2006), sefiales
ambientales, como el fotoperiodo y la baja temperatura (Boss y col., 2004) y sefiales
hormonales como giberelinas (Fig. 5). A nivel genético, FLC y CO fueron reportados como
los principales reguladores de la floracion (Alexandre y col, 2008; Amassino, 2010). FLC es
un regulador negativo de la floracion sensible a la vernalizacion y de la via autdbnoma
(Alexandre y col, 2008) y regula negativamente a SOC1 y FT (Fig. 5). Por otra parte, CO es
un gen activador de la floracion regulado por el fotoperiodo (Fig. 5) (Amassino, 2010).

En primer lugar se analizo si las plantas con niveles reducidos de AtMBDAL presentan
anormalidades en la floracién. El tiempo de floracion se determind cuantificando dos
parametros: el nimero de hojas de la roseta y el momento (dps) en que la planta emite la

primera vara floral, considerando varas de 1 cm de longitud.



RESULTADOS 88

La duracién del fotoperiodo afecta el inicio de la floracién por activacion de CO, que
regulan posteriormente la expresion de otros genes (SOC1, FT y LFY) (Rédei, 1961). Para
estudiar si el fotoperiodo afecta el tiempo de floracion en plantas mbd4l-1, ambos fenotipos
fueron analizados en dos diferentes condiciones: dia corto (8h luz/16 h oscuridad) y dia largo
(16 h luz/ 8 h oscuridad).

En condiciones de dia corto, las plantas mutantes mbd4l-1 emitieron la primera vara
floral antes que las plantas control. Mientras que en las plantas control la vara floral se
desarrollé en rosetas con 33,22 + 1,39 hojas, las plantas mbd4l-1 mostraron 18,30 + 1,49
hojas al momento de la emision de la vara floral (Fig. 29A). Concomitantemente, las plantas
mutantes generaron la vara floral a los 35,10 + 1,10 dps, mientras que en plantas control dicha
estructura se detect6 a los 57,30 + 1,80 dps (Fig. 29B). Por su parte, las plantas siAtMBDA4L
mostraron una floracién ligeramente temprana en condiciones de dia corto, pero esta
diferencia no fue estadisticamente significativa.

En condiciones de dia largo, las plantas mbd4l-1 también presentaron floracion
temprana (Fig. 27C-D), generando una vara floral con 6,84 + 0,50 hojas (Fig. 29C) y a los
22,15 + 2,85 dps (Fig. 29D), a diferencia de plantas salvajes, las cuales emitieron la vara
floral con 10,26 + 1,25 hojas y a los 28,65 + 2,67 dps. Por su parte, las plantas siAtMBDA4L no
mostraron diferencias en la floracion respecto a plantas control en esta condicién de
fotoperiodo.

Estos resultados indican que AtMBDA4L regula la floracion de manera independiente al
fotoperiodo. El nivel de transcripto de AtMBDA4L parece estar relacionado de manera directa
con la regulacion de la floracion ya que las plantas mbd4l-1 presentaron una floracion
marcadamene anticipada, mientras que las plantas silenciadas presentaron una tendencia a la

floracion temprana en fotoperiodos cortos.

Para conocer en mayor detalle el rol de AtMBDAL en la floracion se monitored la
expresion de los genes que regulan dicho proceso en plantas mbd4l-1, utilizando RT-PCR
semicuantitativa. Una considerable represion transcripcional de FLC fue detectada en las
plantas mutantes mbd4l-1 (Fig. 30A). Por el contrario, el nivel de transcripto de CO no fue
afectado en estas plantas, reforzando la idea de una regulacién de la floracion independiente
del fotoperiodo. Consistente con la represion de FLC, las plantas mbd4l-1 presentaron

activacion transcripcional de SOCL.
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Figura 29. Floracion en plantas con niveles reducidos de AtMBD4L. NUumero de hojas y dias de
plantas mbd4l-1 y siAtMBDAL al emitir la vara floral (1 cm). Plantas Ws y Col-0 fueron utilizadas como control.
A, B) Plantas crecidas en fotoperiodos cortos. C, D) Plantas crecidas en condiciones de dia largo. Los valores
representan la media + desvio estandar de un experimento representativo. * , ** y ***: diferencias significativas
entre Ws y mbd4l-1 plantas (Test t p< 0.05, p< 0.01, y p<0.001, respectivamente). Resultados similares se

obtuvieron en tres experimentos independientes (n>12 plantas cada uno).

Estos resultados sugieren que la floracion temprana observada en plantas mutantes se
debe a la represion de FLC y no a la activacién de CO. Por su parte, plantas siAtMBDA4L
presentaron leves alteraciones en el nivel de expresion de FLC (Fig. 30B). Sélo algunas lineas
mostraron reduccion en el nivel de transcripto de FLC, observandose diferentes niveles de
dicho transcripto entre plantas derivadas de la misma linea (Fig. 30B). Probablemente, la
reduccion transcripcional de FLC en plantas siAtMBDAL no resulte suficiente para regular la
floracion de manera significativa. Asimismo, excepto en la linea siAtMBDA4L-D, el nivel de
transcripto de AtMBDAL en plantas siAtMBDAL pareciera estar correlacionado con el nivel de

expresion de FLC.



RESULTADOS 90

A B Col-0 siAtMBDAL
W noddl] DI E3  E4 AI-1 Al-2 A42-1 A22
FLC |- AtMBDA4L v o—
S0CI — FLC | S — m—
co | GAPC > @ A —

GAPC |

Figura 30. Genes de floracion en plantas con niveles reducidos de AtMBD4L. A) Expresion de genes
de floracién FLC, SOC1 y CO en plantas mbhd4l-1 y Ws. B) Nivel de transcripto de FLC y AtMBDA4L en plantas
SIAtMBDA4L hermanas de las lineas D, E y A. El RNA de la parte aérea completa de plantas de 20 dias fue

utilizado en ensayos de RT-PCR semicuantitativa.

La floracion temprana y represion transcripcional de FLC observada en plantas
mutantes mbd4l-1 sugieren que en plantas salvajes AtMBDA4L participa en procesos que
determinan la floracién de manera independiente al fotoperiodo y que esto resultaria de la
expresion de FLC, pero no de la activacion de CO. Ademas, la regulacion de FLC podria
depender del nivel transcripcional de AtMBDAL, mostrando un umbral critico por debajo del
cual la transcripcién de FLC no es activada. Sin embargo, los resultados son insuficientes para
determinar si MBDA4L actla sobre el gen FLC en forma directa, pero como se discutird mas
adelante existe evidencia de la demetilacion activa del promotor de dicho gen, aunque la

enzima responsable no fue descripta hasta el momento.

11.3.3.2 Dominancia apical y desarrollo de frutos

La inhibicion del desarrollo de tallos laterales que deriva del apice del tallo principal, es
un fendmeno conocido como dominancia apical (Doamgalska y Leyser, 2011). El patrén de
ramificacion del tallo depende no s6lo de la iniciacion de los meristemas axilares, sino
también de la regulacion de la extension del tallo. Durante el desarrollo reproductivo, los
meristemas laterales juegan un papel crucial en el establecimiento de las diferentes estructuras
de la inflorescencia que condicionan el éxito reproductivo de una planta (Schmitz y Theres.

2005). Para analizar si plantas con niveles reducidos de AtMBDA4L muestran alteraciones en la
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dominancia apical se analiz6 el nimero de varas florales presentes en plantas mbd4l-1
respecto a plantas control. Las plantas mutantes mostraron una dominancia apical menor que
las plantas Ws (Fig. 31A), dado que a las 7-8 semanas presentaron 4,97 + 0,81 varas florales,
a diferencia de 3,01 £ 0,45 varas florales observadas en plantas Ws. Esto sugiriere que
AtMBDAL participa en la regulacién de la dominancia apical.

Por otra parte, se conoce gque algunas DNA glicosilasas de Arabidopsis, como ROS1 y
DME, participan en el desarrollo de estructuras florales y frutos (Gong y col., 2002; Choi y
col., 2002). De acuerdo a los datos publicados en Genevestigator, la expresion de AtMBDA4L
aumenta ligeramente a partir de la floracién y formacion de frutos (Fig. 16B, pag. 65; Fig. SI,
pag. 139). Esto es consistente con la expresion de GUS observada en flores y silicuas (Fig.
19F-J, pag. 72) y podria sugerir la participacion del gen en procesos relacionados al desarrollo

de estos 6rganos.
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Figura 31. Dominancia apical y desarrollo de frutos en plantas mbd4l-1 y siAtMBD4L. A) Nimero
de varas florales de planta mbd4l-1 y Ws de 6-8 semanas. B-C) Todas las silicuas de plantas Ws, mbd4l-1 y
SIAtMBDAL (lineas D y E) correspondientes a una vara floral representativa, ordenadas de mas vieja a mas joven.
Barra: 1 cm. C) Cuantificacion de silicuas maduras e inmaduras de plantas de 3 meses crecidas en condiciones
de dia corto. Los valores representan la media + desvio estdndar de un experimento representativo (n= 22 en A;
n=100 en C). *:diferencias significativas entre Ws y mbd4l-1 (Test t, p< 0,05). Resultados similares fueron

obtenidos en tres experimentos independientes.
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Para conocer si AtMBDA4L afecta el desarrollo de flores, frutos y semillas, se analizo la
estructura de dichos organos en plantas con niveles reducidos de ambos transcriptos de
AtMBDAL. Las plantas mutantes mbd4l-1 y siAtMBDA4L no presentaron modificaciones en el
namero y estructura de pétalos, sépalos, estambres y gineceo de flores respecto a plantas
control (no mostrado), sugiriendo que AtMBDA4L no es necesaria para el desarrollo de las

estructuras ni la identidad de 6rganos florales.

Por otro lado, se estudiaron diferentes parametros del desarrollo de frutos, como el
porcentaje de silicuas inmaduras, la longitud y el nimero de semillas de silicuas maduras. Las
plantas mbd4l-1 y dos lineas de plantas siAtMBDA4L mostraron un alto porcentaje de silicuas
inmaduras respecto a plantas control (Fig. 29B, C). Las silicuas inmaduras fueron definidas
como frutos de menor longitud, incapaces de desarrollar semillas. Por su parte, las silicuas
maduras (normales) de plantas mbd4l-1 no mostraron diferencias en la longitud y en el
nimero de embriones de las mismas respecto a plantas control (Tabla V). Estos resultados
sugieren que AtMBDAL participa en el desarrollo de silicuas. Del mismo modo, experimentos
publicados en Genevestigator muestran que el nivel de AtMBDA4L aumenta durante la
generacion de frutos (Fig. SlI), sugiriendo que durante esta etapa del desarrollo AtMBDA4L

resulta importante.

Tabla V. Longitud de silicuas maduras y nimero de embriones de plantas mbd4l-1 de diferentes
generaciones.

Fenotipo Ws mbd4l-1 4X mbd4l-1 5X mbd4l-1 6X
Longitud silicuas 6,49 +1,17 6,34 +1,17 535 +1,49 6,13 +£1,53
maduras (mm)

NUmero embriones 25,1 £9,25 21,6 £9,25 19,54 +10,21 25,16 +10,19

Valor promedio =+ desvio estandar (n=30 silicuas; n > 80 embriones).
Los datos no presentan diferencias significativas.

11.3.4 Anormalidades fenotipicas durante diferentes generaciones de plantas mbd4l-1

La carencia de DDML1 (Finnegan y col., 1996) y ROS1 (Gong y col., 2002), genera
anormalidades fenotipicas que pueden no manifestarse en las primeras generaciones, pero si

en la progenie con sucesivas autocruzas donde incluso pueden intensificarse. Estos fenotipos
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podrian ser producto de la acumulacion de epimutaciones en diversos genes responsables de
procesos que determinan el desarrollo de Arabidopsis.

Para estudiar si la disminucion de transcriptos de AtMBDA4L genera fenotipos que
incrementan su severidad en sucesivas rondas de autofecundacion, estudiamos algunos de los
fenotipos descriptos anteriormente en la cuarta, quinta y sexta generacion de plantas mbd4l-1.

En primer lugar se analizd el tamafio de las plantas de cada una de estas tres
generaciones. Si bien las plantas mutantes mostraron menor tamafio que plantas control, no se
observaron diferencias significativas entre las diferentes generaciones de plantas mutantes
mbd4l-1 (Fig. 32A). Cabe aclarar que el tamafio reducido de la roseta en plantas mutantes

habia sido evidenciado (no cuantificado) a partir de la segunda generacion.
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Figura 32. Fenotipos vegetativos y reproductivos de plantas mbd4l-1 de diferentes generaciones. A)
Tamafio de roseta de 3 generaciones sucesivas de plantas mbd4l-1 de 3 semanas crecidas en condiciones de dia
corto. B) NUmero de hojas al emitir la primera vara floral y nimero de varas florales (C) en plantas Ws y tres
generaciones de mutantes mbd4l-1. D) Cuantificacion de silicuas maduras (negro) e inmaduras (gris) en plantas

Ws y mbd4l-1. Los valores representan la media + desvio estdndar de un experimento representativo (n= 12 en
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B; n=12 en C; n=100 en D). * y **:diferencias significativas entre Ws y mbd4l-1 (Test t, *: p< 0,05 y **:
p<0,01).

Otros fenotipos de desarrollo reproductivo fueron analizados en diferentes generaciones
de plantas mbd4l-1. No se observaron diferencias significativas en el tiempo de floracion (Fig.
32B) y dominancia apical (Fig. 32C) y desarrollo de frutos (Fig. 32D), longitud de silicuas
normales ni numero de embriones desarrollados (Tabla V) entre las diferentes generaciones
de plantas mutantes mbd4l-1. Estos resultados indican que la disminucion del nivel de

transcripto de AtMBDA4L no genera acumulacion de mutaciones en las sucesivas generaciones.

En resumen, los resultados presentados en esta seccion del capitulo Il muestran que
AtMBDA4L esta involucrado en procesos que regulan tanto el desarrollo vegetativo
(crecimiento de raices y hojas) como reproductivo (floracién, dominancia apical y
maduracion de frutos) de Arabidopsis.

A diferencia de ROS1 y DME, los resultados indican que MBD4L participa en la
regulacion de procesos de desarrollo de raices laterales, division de células en hojas y
dominancia apical (Tabla VI). Al igual que ROS1, MBDA4L regula el crecimiento de la raiz
primaria y al igual que DME, participaria en el desarrollo de embriones. Méas aun, la ausencia
de lineas mutantes sugiere que la expresion de dicho gen podria ser esencial para el correcto

desarrollo de plantas de Arabidopsis.

Tabla VI. Procesos de desarrollo en los que participan las DNA glicosilasas DME, ROS1y
MBDA4L.

Procesos® DME®  ROS1® | MBDALY

Crecimiento raiz primaria

| I
Desarrollo raices laterales ‘ ‘_‘

Crecimiento de hojas

Division celular en hojas \ ]
Dominancia apical ‘ ‘
|

Estructura floral

Longitud i —
ongitud silicuas
Desarrollo de embriones i_

@ |_a participacion de las enzimas en cada proceso esté representada en verde.
® Choi'y col., 2002. © Gong y col., 2002. @ Resultados obtenidos en esta Tesis doctoral
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CAPITULO III:
RESPUESTAS AL ESTRES EN ESTRES BIOTICO Y ABIOTICO AFECTADAS
POR AtMBD4L

Bajo condiciones de estrés el genoma vegetal puede incrementar su exposicion a
agentes que generan dafio en los diferentes componentes del DNA produciendo
modificaciones genéticas y epigenéticas. Las DNA glicosilasas, que participan en la
reparacion de dafios y pueden producir cambios epigenéticos, podrian afectar las respuestas al
estreés.

En este capitulo se evaluara el rol de MBD4L en respuestas al estrés biotico y abiotico.
En el primer caso se analizaran en respuestas de defensa contra P. syringae pv. tomato, tales
como la resistencia a patdgenos bacterianos en plantas con niveles reducidos del gen. En el
segundo caso se evaluaran respuestas al estrés salino y oxidativo en distintos estadios de
desarrollo. En todos los experimentos se utilizan plantas con niveles reducidos de expresion
de AtMBDA4L y plantas que sobre-expresan tanto a AtMBDA4L.3 como a AtMBD4L.4 o

solamente al transcripto mas corto.

I11. 1 Estrés biotico

I11.1.1 Nivel de transcriptos de AtMBDA4L en condiciones de infeccion con P. syringae pv.

tomato

En el primer capitulo se demostré que AtMBDAL participa en la decondensacion de CCs
durante la infeccion inducida por la bacteria. Se analiz6 aqui la respuesta de las plantas
mbd4l-1 y siAtMBDAL al patdgeno. Antes de esto, se monitored la expresion del gen salvaje
en condiciones de infeccion.

Las hojas de plantas salvajes adultas fueron infiltradas con suspensiones de P. syringae pv.
tomato DC3000 (5.10° ufc/ml) y P. syringae pv. tomato DC3000 hrpC™ (1.10" ufc/ml) en
MgCl, 10 mM. A diferencia de la cepa virulenta que introducen proteinas bacterianas
(efectores) al interior de la célula vegetal, las bacterias P. syringae pv. tomato DC3000 hrpC
presentan mutaciones en el sistema de secrecion de efectores. Ademas, estos Ultimos

patdgenos son incapaces de generar decondensacion de CCs (Pavet y col., 2006) y el
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crecimiento de los mismos en la planta hospedadora es reducido respecto a la cepa normal.
Diferentes concentraciones de bacterias fueron utilizadas debido a la diferencia en el
crecimiento de ambas cepas y con la finalidad de lograr una concentracion comparable de
bacterias en el tejido vegetal para los tiempos analizados. Las concentraciones se
establecieron segun lo establecido en la bibliografia (Navarro y col., 2008).

Las muestras de hojas infiltradas se colectaron 6 y 24 hpi. Como control se infiltrd
MgCl, 10 mM (mock). Los resultados indicaron que durante la infeccion con ambos
patégenos el nivel de expresion de los transcriptos de AtMBDA4L no se incrementa.
Contrariamente, una leve represién de ambos transcriptos fue observada 24 hpi con ambos
patogenos (Fig. 33). Esto sugiere que a tiempos largos de infeccion, la modificacion del nivel

de ambos transcriptos no depende de efectores bacterianos.
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Figura 33. Expresion de AtMBDAL en plantas infectadas con Pst. Nivel de transcriptos AtMBDAL.3 y
AtMBDA4L.4 en plantas infectadas con Pst y Pst hrpC-. Las hojas fueron colectadas 6 y 24 horas post infiltracién
de suspensiones de bacterias (5.10° ufc/ml) en MgCl, 10mM. Las hojas infiltradas con MgCl, 10 mM (mock)
fueron utilizadas como control del estrés mecanico producido por la infiltracion del patégeno en la hoja. EI gen

GAPC se us6 como control de carga.
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I11.1.2 Crecimiento de P. syringae pv. tomato en plantas con expresion reducida de
AtMBDA4L

Durante el anélisis de la decondensacién de CCs notamos que en los tejidos infectados
de plantas mbd4l-1 el tamafio promedio de los acimulos de bacterias era mas reducido
respecto a plantas Ws infectadas. Esto sugirio que esta planta podria ser mas susceptible a la

infeccion con Pst.

Para estudiar el nivel de susceptibilidad de plantas con expresion reducidad de
AtMBDAL, se analizaron los sintomas de las hojas infectadas con P. syringae pv. tomato
(5.10° ufc/ml). Plantas con niveles reducidos del gen (mbd4l-1 y siAtMBDA4L-D) mostraron
menor severidad de los sintomas durante la infeccion (Fig. 34A). Las hojas de las plantas
salvajes mostraron clorosis marcada y muerte del tejido infectado de la mayoria de las hojas a
las 72 hpi, mientras que alrededor del 50 y 60 % de las hojas de plantas mutantes y
silenciadas mostraron signos cloroticos. Ademas, el area de las lesiones en estas plantas fue
menor que la observada en plantas control (Fig. 34A). Esto sugiere que en plantas salvajes
AtMBDA4L favorece el crecimiento del patégeno.

Para corroborar ésto se analiz6 el crecimiento del patdgeno en plantas con niveles
reducidos de AtMBDAL. Para ello las hojas de plantas mutantes mbd4l-1, siAtMBDA4L-D,
SiIAtMBDAL-E vy las correspondientes plantas control fueron infiltradas con suspensiones de la
bacteria (5.10° ufc/ml). Posteriormente, se cortaron discos de las hojas infectadas 2, 3 y 5 dias
post infiltracion (dpi) y se maceraron con el objetivo de eluir las bacterias presentes en los
mismos. Las muestras se sembraron en diluciones seriadas sobre cajas de Petri con medio de
crecimiento suplementado con antibioticos. De este modo se cuantifico el nimero ufc por
disco de hoja a distintos dias post infeccion, generando una curva de crecimiento del patégeno
in planta. Las plantas mbd4l-1 presentaron un crecimiento bacteriano 5 veces menor al de
plantas Ws a los 2, 3 y 5 dpi (Fig 34B), mostrando una resistencia sostenida en el tiempo. Por
su parte, plantas siAtMBDA4L-D, mostraron un crecimiento del patdgeno similar al descripto
en plantas mbd4l-1 (Fig. 34B), mientras que en plantas SIAMBDA4L-E, el nimero de ufc/disco
resulto similar al de plantas salvajes (Fig. 34C).
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Figura 34. Crecimiento de P. syringae pv. tomato en plantas mbd4l-1 y siAtMBDA4L. A) Lesiones
generadas por la infeccién bacteriana (5.10° unc/ml) 72 hpi en plantas Ws (control), mbd4l-1 y siAtMBDAL-D.
B,C) Crecimiento in planta de P. syringae pv. tomato en hojas de mbd4l-1, siAtMBDAL-D (B) y siAtMBDAL-E
(C) y respectivos controles (Ws y Col-0). Las infiltraciones se realizaron con una suspension de bacterias de
5.10° ufc/ml de MgCl,. Para monitorear el crecimiento bacteriano 6 discos de hoja de 4 mm? de diametro
provenientes de tres plantas diferentes se analizaron 2, 3 y 5 dias post-infiltracion (dpi). Se muestran los
resultados de un experimento representativo. * :diferencias significativas entre Ws y mbd4l-1 y Col-0 y
SIAtMBDA4L-D (Test t, p<0,01). Resultados similares se obtuvieron en al menos tres réplicas biol6gicas
independientes. D) Expresion de PR1 en plantas control (Ws y Col-0), mbd4l-1 y siAtMBDAL (lineas D y E) sin
infectar. Plantas control infectadas con el patégeno (Col-0 24 hpi) fueron utilizadas como control de induccién
de PR1. El gen GAPC fue utilizado como control endégeno.

Estos resultados muestran que AtMBDAL favorece el crecimiento de P. syringae pv.
tomato en Arabidopsis. Ademas, la susceptibilidad de la planta ante el ataque del patdgeno
estaria directamente correlacionada con el nivel de expresion de AtMBDAL.
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Ante la infeccion de patdgenos bacterianos ocurre la induccion de numerosos genes de
defensa que contribuyen a la defensa de la planta restringiendo el crecimiento del patdgeno.
En infecciones bacterianas ocurre un aumento en los niveles de acido salicilico (SA),
generando la activaciéon de un gran nimero de genes sensibles a esta hormona incluido PR1
(Glazebrook, 2005). Plantas mutantes que presentan una activacion basal de estos genes
sensibles a SA muestran una resistencia frente al ataque de patégenos bidtrofos (Glazebrook,
2005; Kim y col., 2008). El crecimiento reducido de P. syringae pv. tomato en plantas con
bajos niveles de AtMBDAL sugirié que esto podria deberse a la expresion basal de genes de
defensa sensibles a SA en condiciones normales. Ensayos de RT-PCR de plantas mbd4l-1 y
lineas siAtMBDAL sin infectar (Fig. 34D) no muestran activacion de PR1 en esta condicion,
sugiriendo que la resistencia observada en plantas con niveles reducidos de AtMBDAL no se
debe a la alteracion basal de genes de defensa sino a una respuesta desencadenada luego de la

infeccion.

111.2 Estrés abiotico

Plantas mutantes rosl-1 son hipersensibles a la exposicion a peroxido de hidrogeno
(H.0) y metil metano sulfonato (MMS), agentes que generan dafio oxidativo y ruptura de
hebras del DNA (Gong y col., 2002). Ademas, AtOGG1 presenta un rol importante en la
reparacion del DNA generado por estrés salino, deshidratacién, altas temperaturas y dafio
oxidativo, ya que la sobre-expresion de esta enzima confiere resistencia a plantas sometidas a
dichas fuentes de estrés (Chen y col., 2012). Por su parte, la regulacion negativa de DML3
mediante la accion del microRNA miR402 es necesaria para una adecuada germinacion en los
primeros estadios de desarrollo de la planta (Kim y col., 2010).

Con el objetivo de analizar si MBD4L participa en respuestas al estrés abiotico se
utilizaron plantas mutantes mbd4l-1 y plantas que sobre-expresan el gen AtMBDA4L sometidas
a diferentes condiciones adversas. Como lineas sobre-expresantes se utilizaron las plantas
homocigotas 35S:AtMBD4L.3-GFP y 35S:AtMBDA4L.4-GFP (Fig. 22A, pag. 76). La primera
de estas plantas presenta mayores niveles de ambos transcriptos de AtMBDA4L, mientras que la
segunda, s6lo sobreexpresa el transcripto AtMBDA4L.4, manteniendo niveles normales de
AtMBDA4L.3 (Fig. 22D).
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111.2.1 MBDAL en estrés oxidativo

Como se describio anteriormente, AtOGG1, NTH1 y NTH2 participan de la reparacion
de dafios oxidativos del DNA generados por agentes genotdxicos (Dany y Tissier, 2001;
Garcia-Ortiz y col., 2001; Roldan-Arjona y col., 2001; Gutman y Niyogi, 2009) y mutantes
ros 1-1 son mas susceptibles a tratamientos con H,O, (Gong y col., 2002). Para estudiar si
MBDA4L participa en respuestas al estrés oxidativo analizamos el comportamiento de plantas
mutantes y sobre-expresantes para dicho gen durante las fases de germinacion, crecimiento de
plantulas y plantas adultas.

111.2.1.1 Germinacion y plantulas

Semillas de mbd4l-1 y 35S-AtMBD4L-GFP fueron sembradas en medio de crecimiento
MS suplementado con metil violégeno (MV), inhibidor de la reduccion de ferredoxina en el
fotosistema I, que promueve la acumulacién de radicales libres que resultan en la produccién
_de Oy, y H,O, en cloroplastos (Babbs y col., 1989). Para cada linea se cuantifico el
porcentaje de germinacion durante los primeros 7 dps, considerando germinadas aquellas
semillas que emitieron la raiz primaria. Semillas de plantas salvajes Ws y 35S:GFP fueron
sembradas con y sin MV como control. Se observé un porcentaje de germinacion similar para
ambas plantas control en cada una de las condiciones ensayadas.

En general, todas las semillas presentaron un alto porcentaje de germinacion en medio
MS sin MV 7 dps (superior al 80%). Las semillas de mbd4l-1 mostraron una germinacion mas
rapida que las del resto de las plantas con y sin MV (Fig. 35). Por su parte, las semillas de
plantas 35S:AtMBDA4L.3-GFP expestas a 25 uM de MV germinaron mas tarde (Fig. 35 A-B).

A los 7 dps sélo el 62,39 % de las semillas de plantas 35S:AtMBD4L.3-GFP y maés del
79 % del resto de las plantas germinaron en medio suplementado con 25 uM de MV. Las
semillas de plantas 35S:AtMBDA4L.3-GFP mostraron una relacién considerablemente baja de
plantas germinadas bajo estrés y en condiciones normales (Fig. 35B). Esto indica que la sobre
expresion de AtMBDA4L.3 reduce la germinacion en condiciones de estrés oxidativo. A
diferencias de éstas, las plantas mbd4l-1 mostraron un porcentaje levemente mayor de plantas
germinadas con MV respecto a plantas control (Fig 35A). La susceptibilidad de las plantas
35S:AtMBD4L.3-GFP también fue observada en experimentos con mayores concentraciones

de MV (100 uM), aunque esta dosis resulté muy nociva para todas las plantas.
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Figura 35. AtMBDAL afecta la respuesta al estrés oxidativo durante la germinacion. A) Porcentaje
de germinacion de plantas 35S:GFP (control), mbd4l-1 y 35S:AtMBDA4L.3-GFP y 35S:AtMBD4L.4-GFP en
medio de crecimiento MS con 0 y 25 uM de metil violégeno (MV). B) Relacion entre porcentaje de germinacion
de las plantas descriptas en A crecidas en 25 pM y 0 uM de MV. C) Porcentaje de plantas con cotiledones
verdes germinadas en MS suplementado con 0, 25 y 100 uM de MV. Los valores representan la media + desvio

estandar (n > 100). * y **:diferencias significativas entre plantas control y mbd4l-1, 35S:AtMBDAL.3-GFP o
35S:AtMBDAL.4-GFP (Test t, *: p< 0,01 y **: p<0,001).

Posteriormente se analizé la capacidad de emitir cotiledones en condiciones de estrés
oxidativo para cada una de las plantas a los 7 dps. Para todas las plantas dicha capacidad se
vio afectada en tratamientos con MV. Sin embargo, ambas lineas sobre-expresantes para

AtMBDAL crecidas con 25 uM de MV mostraron mayor porcentaje de plantas con cotiledones
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respecto a plantas control. Ademas, con mayores concentraciones del quimico, se observé que
el 34,45 % de las plantas 35S:AtMBD4L.3-GFP fueron capaces de desarrollar cotiledones,
mientras solo el 24,64 % de las plantas 35S:AtMBDA4L.4-GFP.

En conjunto los resultados sugieren que MBDA4L3 afectaria negativamente la
germinacién bajo estrés oxidativo, mientras que tanto MBD4L3 como MBD4L4 podrian jugar
un rol importante en la tolerancia al estrés oxidativo después de la germinacién en la etapa de

desarrollo de cotiledones.

111.2.1.2 .Plantas adultas

Para analizar si MBDA4L afecta la resistencia al estrés oxidativo en etapas avanzadas de
desarrollo, hojas de plantas de 4 semanas que habian sido germinadas en condiciones
normales y crecidas en tierra se trataron con diferentes concentraciones de MV. Las hojas de
plantas mbd4l-1, 35S:AtMBDA4L3-GFP, 35S:AtMBD4L4-GFP y control fueron colocadas en
soluciones con diferentes concentraciones de MV durante 24 hs en ciclos de 8 h luz/ 16 h
oscuridad. No se observaron diferencias en la respuesta al tratamiento con el quimico entre las
plantas salvajes Ws y 35S:GFP. . Ademas, las plantas mbd4l-1 no presentaron mayores
diferencias respecto a plantas salvajes en las concentraciones de MV analizadas, aunque el
tejido de las hojas de plantas mutantes tratadas con 100 puM parecieran desarrollar mayor
lesidn gue las plantas control en la misma condicion (Fig. 36A).

Por su parte, las dos plantas sobre-expresantes para AtMBDAL presentaron una marcada
resistencia al estreés oxidativo, siendo claramente visible con altas concentraciones de MV
(Fig. 36A). Ademas, las plantas 35S:AtMBDA4L.4-GFP mostraron menor dafio en el tejido
después del tratamiento respecto a las plantas 35S:AtMBD4L.3-GFP, sugiriendo que
MBD4L4 podria tener mayor incidencia en la respuesta al estrés oxidativo generado por el
MV.

Por otra parte, las hojas de plantas crecidas en condiciones normales fueron expuestas a
diferentes concentraciones de H,O, durante 6 horas.

Las hojas de plantas 35S:AtMBD4L.3-GFP y 35S:AtMBDA4L.4-GFP mostraron mayor
tolerancia al tratamiento con H,0O, que las hojas de plantas control (Fig. 36B). Ademas, el
dafio observado en el tejido de la hoja de la planta 35S:AtMBDA4L.4-GFP es levemente menor
gue el que alcanza la hoja de 35S:AtMBDA4L.3-GFP.
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Figura 36. AtMBDA4L afecta las respuestas a estrés oxidativo en estadio de plantas adultas. A) Las
hojas de plantas control, mbd4l-1, 35S:AtMBDA4L.3-GFP y 35S:AtMBD4L.4-GFP de 4 semanas crecidas en
condiciones normales fueron tratadas con 0, 25 y 100 uM de MV durante 24 horas. Resultados similares se
obtuvieron en experimentos independientes . B) Tratamientos con H,0, sobre hojas de plantas control,

35S:AtMBDA4L.3-GFP y 35S:AtMBDA4L.4-GFP. Las hojas fueron tratadas con 0, 5 y 10 mM de H,0, vy
colectadas 6 hpt.
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En sintesis, durante la germinacion en condiciones de estrés salino la sobre-expresion
del transcripto AtMBDA4L.3 resulta negativa. Sin embargo, después de la germinacion las
plantas que sobre-expresan ambos transcriptos presentan mayor capacidad de desarrollar
cotiledones que las plantas control en condiciones de estrés. Asimismo, en etapas tardias de
desarrollo la sobre expresion tanto de AtMBDA4L.3 como de AtMBDA4L.4, principalente esta
Gltima, generaron mayor tolerancia al MV y al H,0,, sugiriendo que ambas isoformas de
MBD4L favorecen la tolerancia al dafio oxidativo a partir de las 6 horas de tratamiento,

aungue con diferente nivel de contribucién.

111.2.2 MBDAL en estrés salino

111.2.2.1 Germinacion y plantulas

Para analizar si MBDA4L afecta la respuesta a otro tipo de estrés, se evaluaron los
fenotipos de plantas mutantes y sobre-expresantes de AtMBDA4L expuestas a salinidad.
Inicialmente determinamos el porcentaje de germinacion de plantas mbd4l-1,
35S:AtMBDA4L.3-GFP y 35S:AtMBDA4L.4-GFP en medio MS suplementados con NacCl,
considerando plantas germinadas aquellas con la raiz primaria fuera de la cubierta de la
semilla.

Las plantas salvajes Ws y 35S:GFP fueron sembradas como control. No se observaron
diferencias en la germinacion entre ambas plantas con o sin NaCl. Las plantas mutantes y
ambas lineas sobre-expresantes no presentaron problemas de germinacién en medio MS sin
sal, ya que todas alcanzaron una germnacion superior al 87% a los 7 dps (Fig. 37A). En
ausencia de NaCl el inicio de la germinacion estuvo levemente favorecido en las mutantes
(Fig. 37A; 2 dps).

En presencia de NaCl, la germinacién fue similar, o incluso algo mayor (6 y 7 dps) en
plantas mbd4l-1 respecto a plantas control (Fig. 37A-B). Por su parte, las plantas
35S:AtMBD4L.3-GFP y 35S:AtMBDA4L.4-GFP presentaron una germinacion tardia respecto a
plantas control en esa condicion (Fig. 37A-B). Solo el 50,7 % y el 30,7% de las plantas que
sobre expresan AtMBDA4L.3 y AtMBDA4L.4, respectivamente germinaron 7 dps (Fig 37A).
Ademas, las plantas 35S:AtMBDA4L.4-GFP mostraron mayor susceptibilidad a la sal durante
esta etapa del crecimiento. Este resultado sugiere, por un lado que la expresion de ambos

transcriptos contribuyen negativamente durante la germinacién en salinidad, y por otro lado,
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que la sobre-expresion de AtMBDA4L.4 genera un efecto mas negativo que la de AtMBDA4L.3
en esta condicion (Fig. 37B).

Por otro lado, para conocer la supervivencia de las plantulas bajo estrés salino las
mismas fueron sembradas y crecidas durante 20 dias en cajas de Petri con diferentes
concentraciones de NaCl. En condicion basal (0 mM de NaCl) las plantas no mostraron
diferencias en el crecimiento (Fig. 37C). En condiciones de salinidad, las plantas
35S:AtMBDA4L.3-GFP y 35S:AtMBDA4L.4-GFP fueron capaces de sobrevivir manteniendo
cotiledones verdes, mientras que las plantas salvajes y mbd4l-1 mostraron susceptibilidad
(Fig. 37C). Esto indica que aunque la sobre-expresion de AtMBDA4L no resulta favorable

durante la germinacién, si lo es durante el desarrollo de la plantula.

111.2.2.2 Plantas adultas

Plantas de 3 semanas germinadas en condiciones normales fueron sometidas a 2 riegos
consecutivos de 300 mM de NaCl y luego mantenidas 10 dias en condiciones normales. Las
plantas 35S:AtMBDA4L.3-GFP y 35S:AtMBDA4L.4-GFP mantuvieron sus hojas verdes y
continuaron su crecimiento luego de tratamiento con NaCl, mientras que las plantas control

no se recuperaron luego del estrés (Fig. 37C).

En sintesis, las plantas mbd4l-1 mostraron un porcentaje de germinacion levemente mayor en
condiciones de estrés oxidativo y salinidad. La germinacion de las plantas que sobre-expresan
ambos transcriptos de AtMBDAL fue afectada en estas condiciones. En tratamientos con MV
las plantas 35S:AtMBD4L.3-GFP mostraron menor porcentaje de germinacion, mientras que
las plantas 35S:AtMBDA4L.4-GFP presentaron mayor susceptibilidad a la salinidad durante la
germinacion. Los resultados indican que AtMBDA4L no participa en la germinacion bajo estrés,
incluso la expresién de AtMBDA4L.3 y AtMBDAL.4 resulta desfavorable en condiciones
oxidativas y de salinidad, respectivamente. En estadios mas avanzados de desarrollo, la sobre-
expresion de ambos transcriptos aumenta la tolerancia a MV, H,O, y NaCl, siendo la
expresion de AtMBDA4L.4 la mayor responsable de la supervivencia de las plantas en estrés

oxidativo.
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Figura 37. AtMBD4L aumenta la tolerancia a salinidad. A) Porcentaje de germinacion de plantas
35S:GFP (control), mbd4l-1, 35S:AtMBD4L.3-GFP y 35S:AtMBDA4L.4-GFP en medio de crecimiento MS con 0

y 175 mM de NaCl durante los primeros 7 dias post siembra (dps). Los valores representan la media + desvio

estandar (n > 100). * y **:diferencias significativas entre plantas control y mbd4l-1, 35S:AtMBDA4L.3-GFP o
35S:AtMBDA4L.4-GFP (Test t, *: p< 0,01 y **: p<0,001). B) Relacion entre porcentajes de germinacion de
plantas crecidas en 25 uM y 0 uM de MV. C) Crecimiento y supervivencia de plantas control (4), mbd4l-1 (3),
35S:AtMBDA4L.3-GFP (1) y 35S:AtMBD4L.4-GFP (2) en medio MS suplementado con 0 y 175 mM NaCl

durante 30 dias. Aproximadamente el mismo nimero de semillas fueron depositados para cada planta en cada

una de las placas. D) Tres plantas de 3 semanas crecidas en condiciones normales, regadas dos veces

consecutivas con 300 mM de NaCl y recuperadas durante 10 dias.
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111.3 Participacion de MBDAL en el sistema BER

Se desconoce el mecanismo por el cual AtMBDA4L contribuye al estrés abioticos
analizados. Debido a su actividad DNA glicosilasa, se especula que MBDA4L podria reparar
mutaciones en el genoma que surgen como resultado de los mismos.

Analizando el nivel de los transcriptos AtMBDA4L.3 y AtMBDA4L.4 en hojas adultas de
plantas Col-0 tratadas con MV (5 uM; 6 horas). no se observaron aumentos significativos de
éstos en esa condicion. En tres experimentos independientes una disminucion transcripcional
de AtMBDA4L.3 fue acompafiada de un aumento de AtMBDA4L.4 6 horas luego de la aplicacion
de MV (Fig. 38A).

Considerando que en estrés MBDA4L podria actuar junto a enzimas del sistema BER
que participan aguas debajo de la escision de la base mutada, analizamos el nivel
transcripcional de APURINIC ENDONUCLEASE-REDOX (ARP) y de DNA LIGASE | de
Arabidopsis (AtLIG1), dos genes que codifican para enzimas de este sistema. ARP es la
principal endonucleasa encargada de generar cortes del enlace fosfodiéster luego de la accion
de DNA glicosilasas monofuncionales o modificar los extremos productos de la actividad
liasa de las DNA glicosilasas bifuncionales (Cordoba-Cariero et al., 2011). AtLIG1 es la
enzima con mayor actividad ligasa en extractos celulares de Arabidopsis (Cordoba-Cafiero y
col., 2011). Cabe destacar que la induccion transcripcional de ambos genes ha sido reportada
en condiciones de estrés oxidativo en plantas de Arabidopsis que sobre-expresan AtOGG1
(Cheny col., 2012).

Ensayos de RT-PCR mostraron una leve induccién basal de dichos genes en plantas
35S:AtMBD4L.3-GFP y 35S:AtMBDA4L.4-GFP (Fig. 38B), mientras que plantas mbd4l-1 no
mostraron cambios transcripcionales. ElI aumento transcripcional de ambos genes podria
sugerir acumulacion de etas proteinas en plantas con mayor cantidad de MBDA4L. La mutante
no muestra cambios en los niveles de transcriptos que codifican para estas proteinas,
sugiriendo que un nivel disminuido de MBD4L no alteraria la funcion de las mismas y por
ende de dicho sistema de reparacion.

Por otra parte, dos genes que se activan transcripcionalmente en respuesta a la presencia
de DNA dafiado son AtRAD51 y POLY(ADP-RIBOSE) POLYMERASE 2 (AtPARP2).
AtRADS1, el gen de Arabidopsis homologo a RAD51 de levaduras, juega un papel importante
en la recombinacion homologa de DNA durante la reparacion de roturas de doble cadena
(Pradillo y col., 2012), mientras que AtPARP2 participa en la reparacion de cortes de doble
hebra en el DNA vy se induce durante estrés genotéxico (Doucet-Chabeud y col., 2001). El

nivel transcripcional de estos dos genes se analizd en plantas con niveles alterados de
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AtMBDA4L. Las plantas mbd4l-1 mostraron induccion de ambos genes. Por su parte, las
plantas 35S:AtMBDA4L.3-GFP y 35S:AtMBDA4L.4-GFP presentaron un nivel transcripcional
de RADS51 levemente reducido, respecto a plantas control (Fig. 37C). Ademas, no se
observaron cambios transcripcionales en PARP2 en ninguna de estas plantas. Estos resultados
preliminares sugieren que MBD4L podria actuar junto a otros componentes del sistema BER
y bajo estrés la DNA glicosilasa podria contribuir a reparar las mutaciones generadas en el
DNA.
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Figura 38. AtMBDA4L y su posible asociacion con componentes del sistema BER. A) Niveles de transcriptos de
AtMBDA4L.3 y AtMBD4L.4 en hojas de plantas Col-0 adultas tratadas con 5 UM de MV durante 6 horas. B) Nivel de
transcripto de ARP y LIG1, dos genes implicados en el sistema BER aguas debajo de la accion de DNA glicosilasas. C)
Expresion de los genes sensibles al dafio en el DNA RAD51 y PARP2. En todos los casos el gen GAPC se utiliz6 como

control de carga.

Resumiendo, AtMBDA4L participa en respuestas al estrés bidtico y abidtico. En
infecciones con P. syringae pv. tomato favorece el crecimiento del patégeno en plantas de
Arabidopsis. En condiciones de estrés oxidativo y salino, aumenta la tolerancia a MV, H,0,y
NaCl en estados avanzados de desarrollo. Un leve aumento de la expresion de genes que
participan en el sistema BER se detecta en plantas sobre-expresantes para AtMBDA4L.3 y
AtMBDAL.4. Asimismo, un aumento de expresion de RAD51 se observa en plantas mbd4l-1.

Por esto MBDAL podria contribuir al estrés abidtico participando del sistema BER.
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MBDAL es una HhH-DNA glicosilasa de Arabidopsis homdloga a hMBD4

Este trabajo de Tesis doctoral constituye la primera caracterizacion estructural y
funcional del gen AtMBDA4L (At3g07930), un gen de Arabidopsis homologo a hMBDA4. La
proteina MBDAL fue seleccionada a partir de la homologia con hMBD4, en busqueda de un
candidato capaz de participar en reacciones de decondensacion y demetilacion activa que
sufre la heterocromatina centromérica de Arabidopsis luego del ataque de Pst, considerando la
ausencia de proteinas homélogas a TDG (enzima que conjuntamente con MBD4 cataliza la
demetilacion del DNA en animales) en Arabidopsis. Los estudios realizados in silico
mostraron la presencia de un dominio DNA glicosilasa con estructura de o hélices y la
presencia del Asp indispensable para la actividad catalitica ubicado en un bolsillo hidrofébico
(Fig. 8-9), sugiriendo que MBDA4L seria una enzima monofuncional de la superfamilia HhH-
GPD. Ademas, el analisis filogenético de dominios de los miembros de la superfamilia HhH-
GPD de Arabidopsis, mostrd baja homologia, siendo MBD4L unica en su grupo (Fig. 10C,
pag. 52). Esto sugiere que en esta superfamilia no existirian enzimas con funciones
redundantes a MBDAL. EI dominio HhH-GPD presentd mayor nivel de conservacion con
DNA glicosilasas de otras especies vegetales, bacterias y animales que de Arabidopsis (Fig.
11, pég. 55), sugiriendo que MBDA4L es Unica en Arabidopsis. Sustentando los resultados de
este trabajo sobre estructura y conservacion del dominio DNA glicosilasa de MBDAL,
recientemente Ramiro-Merina y colaboradores (2013) demostraron la actividad DNA
glicosilasa in vitro de la proteina recombinante MBDA4L sobre U, T y 5-hmU, productos de la

deaminacion de la C, 5-mC y 5-hmC, respectivamente.

MBDAL participa en la decondensacion de la heterocromatina centromérica del genoma

de Arabidopsis que ocurre durante la infeccion con P. syringae pv. tomato

La decondensacion reducida de la heterocromatina centromérica generada por el ataque
de la bacteria en plantas mbd4l-1 (Fig. 13, pag. 59) indica que AtMBDA4L participa en este
fendmeno. Esto también fue evidenciado, aunque en menor grado, en plantas siAtMBDAL
(Fig. 14, pag. 61), donde se observo una relacion entre el nivel de expresion de AtMBDAL vy el
grado de relajacion de la cromatina. La decondensacion parcial y no total observada en
plantas mbd4l-1 (Fig. 13) podria deberse al transcripto remanente en plantas mutantes no

nulas o a la presencia de alguna enzima con actividad redundante a MBDA4L, aunque por el
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momento no hay reportes de proteinas involucradas en dicho proceso. HEAT-
INTOLERANT-4 (HIT4) podria eventualmente realizar esta funcién, ya que actia en la
decondensacion de CCs inducida por altas temperaturas sin generar modificaciones de
histonas y metilacion al DNA (Pecinka y col, 2009; Tittel-Elmer y col., 2010; Wang vy col.,
2013). HIT4 constituye la Unica enzima reportada que presenta un rol fundamental en la
decondensacidn de la heterocromatina centromérica durante la exposicion de plantas a altas
temperaturas (Wang y col., 2013). Aungue no presenta dominios ni funcion caracterizada,
HIT4 es una enzima nuclear exclusiva de plantas, aunque muy conservada entre diversas
especies vegetales sin proteinas con secuencias homdlogas en Arabidopsis. MBD4L y HIT4
son las primeras proteinas de plantas que afectan la decondensacion de la heterocromatina

centromérica en condiciones de estrés.

Se desconoce el mecanismo por el cual MBDA4L actuaria sobre la heterocromatina
centromérica, promoviendo la decondensacion durante la infeccién con el patdgeno
bacteriano. Esta DNA glicosilasa podria formar parte de un complejo enzimatico que
promueva la apertura de la cromatina en infeccion, pero no en condicion basal (Fig. 39).

Numerosas proteinas como la ATPasa MORC (Moissiardet y col., 2012), una proteina
de unidn a la metil citosina VARIANT IN MATHYLATION 1 (Woo y col., 2007) y H3K27
monometiltransferasas ARABIDOPSIS TRITHORAX-RELATED PROTEIN 5Y 6 (Jacob y
col., 2009) aportan a la condensacion centromérica en condicion basal, pero esto no fue
estudiado en infeccion bacteriana. Se desconoce si alguna de ellas actuaria con MBDA4L en

tejidos infectados.

Por otro lado, MBDA4L podria catalizar la decondensacion de la heterocromatina
centromérica, favoreciendo la apertura de la cromatina por demetilacion del DNA (Fig. 39).
Existen pocos antecedentes de enzimas capaces de participar en ambos procesos. A pesar que
ROS1 no presenta blancos centroméricos para la demetilacion (Penterman y col. 2007), se
reportd que participa en la demetilacion activa y en la decondensacion de CCs de plantulas de
3 a 5 dias post-germinacion (Douet y col., 2008). Los resultados de este trabajo indican que
ROS1, DML2 y DML3 no participan en procesos relacionados con la decondensacion de CCs
en infeccidn con P. syringae pv. tomato (Fig. 15, pag. 63), lo cual resulta consistente con la
ausencia de blancos centroméricos reportados anteriormente para estas enzimas (Penterman y

col. 2007; Qian y col., 2012). En Arabidopsis,los centromeros son las regiones con mayor
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nivel de metilacion del genoma y aparentemente no serian afectados por las 5-mC DNA
glicosilasas descriptas en plantas adultas.

Aungque MBDAL no cataliza la remocion de 5-mC ni 5-hmC (Ramiro-Merina y col.,
2013), esta enzima podria remover derivados de estas bases generados por deaminacion, tales
como T y 5-hmU, respectivamente. En animales, este proceso es catalizado por TDG y
MBD4 (Sjolund y col., 2013). En plantas la demetilacion por deaminacion no fue reportada
hasta el momento, mientras que la demetilacion por oxidacién (remocion de 5-hmC derivada
de 5-mC) ha sido més estudiada. La presencia de 5-hmC fue detectada recientemente en el
genoma de Arabidopsis (Yao y col., 2012) y la remocion in vitro de dicho sustrato catalizada
por ROS1y DME también fue descripta (Jang y col., 2014).

Ninguna de las DNA glicosilasa estudiadas en Arabidopsis, excepto MBDAL, presenta
actividad sobre 5-hmuU in vitro, lo que sugiere que dicha enzima podria ser responsable de la
remocién de de derivados de 5-mC generados por oxidacion y deaminacion, de manera
similar a MBD4 en mamiferos. La remocion activa de marcas represivas durante la infeccion
bacteriana podria estar asociada con la decondensacién de CCs observada durante el ataque
del patégeno, en la cual interviene MBDAL (Fig. 39). La participacion de MBDAL y/o de las
5-mC DNA glicosilasas en la demetilacion activa del DNA centromérico durante la infeccion
con P. syringae pv. tomato no fue analizada exhaustivamente hasta el momento. Sélo se
realizaron experimentos de Southern blot con enzimas sensibles a metilacion que fueron
revelados con sondas centromeéricas. En esos experimentos no se detectd diferencias de
metilacion entre plantas Ws y mbd4l-1 infectadas. Sin embargo, se requieren métodos mas
sensibles para evaluar esto, ya que s6lo se abarco una base del sitio de restriccion y un solo
tipo de repeticiones centroméricas. Por otro lado, andlisis inmunocitoquimicos usando
anticuerpos anti 5-mC y anti 5-hmC en plantas mutantes en condiciones basales e infectadas,
ayudarian a dilucidar la participacion de dichas enzimas en la demetilacion activa del genoma
de Arabidopsis en condiciones de infeccion. Ademas, resultaria importante para entender si la
decondensacién y la demetilacion de la heterocromatina son fendmenos neceariamente

relacionados u ocurren de manera independientes durante la infeccion.
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Figura 39. Posible modelo de accién de MBDAL sobre la cromatina centromérica en condiciones de
infeccion con P. syringae pv. tomato. MBDA4L participa de la decondensacion centromérica, regulando
directamente la demetilacién del DNA a través de demetilacion por deaminacién u oxidacién-deaminacién
(Participacion Directa).

MBDA4L cataliza la relajacion de la heterocromatina centromérica durante la infeccion sin intervenir en la
demetilacion del DNA centromérico (Participacion Indirecta), uniéndose o actuando con alguna enzima capaz de
demetilar. En ambos modelos MBDAL activaria transcripcionalmente un regulador negativo de las defensas,
propiciando el crecimiento del patégeno en la planta. Las estrellas representan T o 5-hmU, productos de la

deaminacion de 5-mC y 5-hmC, respectivamente.

AtMBDA4L es funcional y presenta expresion regulada espacial y temporalmente

Este trabajo de Tesis analiza los productos derivados de la expresion de AtMBDA4L.
Mientras que los transcriptos predichos por TAIR (Fig. 16, pag. 65) no fueron observados en
los tejidos analizados, en este trabajo se describe que dicho gen codifica para dos transcriptos
alternativos. AtMBDA4L.3 deriva aparentemente de una retencién del primer intron y
AtMBDA4L.4 pierde una secuencia interna de AtMBDA4L.3 correspondiente a un intrén
inadvertido anteriormente (Fig. 17, pag. 67). Ademas, un estudio del sitio de splicing predicho
para At3g07930.1 y At3g07930.2 no mostrd coincidencias significativas con las secuencias
consensos del sitio donor y aceptor descriptas para Arabidopsis. En plantas la retencion de un
intrén constituye el evento frecuente durante el splicing alternativo, afectando al 40 % de los

genes de Arabidopsis, 33 % de los genes de arroz y 35 % de los genes de maiz afectado por
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splicing (Barbazuk y col., 2008; Reddy y col., 2012). En cambio, en animales este evento sélo
se observa en el 9 % de los genes afectados por dicho proceso (Kim y col., 2007).

Alguno de los genes que codifican para HhH-GPD DNA glicosilasas en animales se ven
afectados por splicing alternativo (Owen y col., 2007; Nishioka y col., 1999; Ohtsubo y col.,
2000; Ohtsubo y col., 2000). En la mayoria de los casos las variantes de splicing se expresan
de manera diferencial durante el desarrollo. En plantas, a pesar que 60 % de los genes que
presentan intrones estan afectados por splicing alternativo (Reddy y col., 2013), poco se
conoce sobre la generacion y expresion diferencial de transcriptos alternativos de genes que
codifican para DNA glicosilasas (Ohtsudo y col., 1998; Murphy y Gao., 2001; Scortecci y
col., 2007). La expresion diferencial de los transcriptos alternativos podria permitir la
actividad enzimatica de dichos productos en diferentes tejidos, condiciones o estadios del
desarrollo, o bien en diferentes compartimentos celulares.

Los resultados de RT-PCR y andlisis del promotor de AtMBDA4L indican por un lado
que los transcriptos alternativos AtMBD4L.3 y AtMBDA4L.4 presentan diferente nivel de
expresion, siendo AtMBDA4L.3 el méas abundante. Sin embargo, la relacion de expresion de
ambos transcriptos alternativos en condicion basal se mantiene en diversos tejidos, sugiriendo
que la expresion del gen en los tejidos no esta regulada por splicing alternativo, a pesar que
este fendbmeno resulta comun en plantas (lida y col., 2004). Sin embargo, ante la exposicion a
estrés oxidativo se observaron cambios diferenciales en la expresion de los mismos (Fig. 38A,
pag. 108). Esto sugiere que el splicing alternativo participa en la regulacion de ambos
transcriptos en condiciones de estrés. Este es un fenébmeno que también fue descripto en
plantas sometidas a altas temperaturas (Sugio y col., 2009; Matsukura y col., 2010; Liu y col.,
2013) y estrés biotico (Zhang y Gassmann, 2007; Marone y col., 2013).

A través del analisis del promotor se observO una expresion baja y transitoria para
AtMBDAL, siendo mayor en tejidos aéreos que en raices, principalmente en etapas tardias del
desarrollo, tales como la floracién, desarrollo de frutos y senescencia (Fig. 18, pag. Xx).
Consistentemente, diversos resultados de experimentos realizados con micromatrices de
Affymetrix (www.genevestigator.com) muestran un patron de expresion similar a lo
observado experimentalmente (Fig. 18 ; Sll, pag. 141). De manera concordante con lo
predicho a partir del analisis de elementos cis en el promotor de AtMBDA4L (Tabla 1V, pég.
71), la expresion de dicho gen fue observada en tejidos que presentan signos de
deshidratacion mayor o menor grado, como hojas senescentes, tejido de anteras y estigma de
silicuas (Fig. 19, pag. 72). A diferencia de AtMBDAL, los genes NTH1 (Gutman y Niyogi,
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2009), ROS1 (Gong vy col., 2002), DML2 y DML3 (Ortega-Galisteo y col., 2008) presentan
una expresion constitutiva.

La baja expresion del gen y su limitacion a ciertos tejidos sugieren la presencia de otra/s
enzima/s con sustrato similar al de MBDAL, capaz de actuar en tejidos donde la primera no se
expresa basalmente. Como fue descripto recientemente por Ramiro-Merina y col (2013),
MBDA4L escinde U y T opuestos a G, con una alta actividad en 5-halégenos de uracilo (5-
BrU, 5-fU), actividad media en U, y baja el 5-hmU, 5-hU y T. A juzgar por el analisis
filogenético, dentro de la superfamilia HhH-GPD no existirian enzimas con actividad
redundante a MBDA4L. A pesar de eso, ROS1 y DME también catalizan la remocién de T:G,
aunque con baja afinidad (Agius y col., 2006). Ademas, varios estudios muestran que ROS1 y
DME presentan un patron de expresion diferente al observado para MBD4L (Gong vy col,
2002; Ortega-Galisteo y col., 2008; Choi y col., 2002; Schoft y col., 2011). Si bien hasta el
momento no se han reportado DNA glicosilasas capaces de eliminar U modificados en
Arabidopsis, la actividad de la DNA glicosilasa UNG sobre U fue demostrada in vitro
(Cérdoba-Cafiero y col., 2010), aunque el patron de expresion de AtUNG no ha sido
analizado. Resulta necesaria la realizacion de nuevos estudios que permitan identificar una
DNA glicosilasa con actividad similar a MBD4L, capaz de actuar en Organos donde
AtMBDAL no se expresa.

A nivel proteico, los transcriptos alternativos de AtMBDA4L codifican para dos
productos: MBD4L3 y MBDA4L3 de 445 y 329 aminoacidos, respectivamente. Ambas
proteinas difieren solo en el extremo amino, mientras que conservan intacto el dominio DNA
glicosilasa (Fig. 21, pag. 74). La presencia de dos productos alternativos que mantienen
intacto el dominio DNA glicosilasa fue descrito también para hMBD4 (Owen y col., 2007).

Ensayos in vitro realizados por Ramiro-Merina y col. (2013) con MBD4L completa
recombinante y una proteina mutante, que sélo conserva la region C-terminal (dominio DNA
glicosilasa), muestran que ambas proteinas son funcionales sobre los mismos sustratos,
sugiriendo que la funcién esta determinada por el dominio HhH-GPD. La forma mas corta
resulto mas eficiente en la remocion de los sustratos ensayados. Considerando estos
resultados, ambas variantes derivadas de AtMBD4L, MBD4L3 y MBD4L4, serian funcionales
in vivo.

Como la mayoria de las DNA glicosilasas tanto animales como de Arabidopsis (Tabla
I1), ambas proteinas, MBD4L3 y MBDA4L4 se localizan en el nucleo aunque difieren en la

localizacién subnuclear. Esto podria determinar una funcion diferencial entre ambas enzimas.
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Por otro lado y de acuerdo a los resultados obtenidos en plantas transgénicas mediante
microscopia confocal y en ensayos de Western blot, tanto MBD4L3-GFP como MBDA4L4-
GPF parecen estar sujetas a una importante regulacion post traduccional, mostrando un nivel
de expresién muy bajo (Fig. 23-24, pag. 78-79), no detectable en extractos totales de proteinas
(Fig. 26, pag. 81).

MBDAL participa en procesos de desarrollo

La ausencia de mutantes nulas o plantas completamente silenciadas viables y la
observacion de alteraciones fenotipicas en el crecimiento vegetativo y reproductivo de plantas
mbd4l-1, sugieren que AtMBDAL es un gen fuertemente involucrado en procesos que regulan
el desarrollo de Arabidopsis. Los resultados obtenidos en esta Tesis muestran que AtMBDA4L
afectan el crecimiento de raices y hojas, como asi también en la floracion, la dominancia
apical y el desarrollo de frutos.

En mamiferos, ciertos defectos en el desarrollo que desencadenan distintos tipos de
enfermedades fueron observados en organismos mutantes para algunas DNA glicosilasas y
enzimas de reparacién, sugiriendo que las mismas son importantes durante esta etapa,
posiblemente catalizando la reparacion de mutaciones del DNA (Krokan y Bjoras, 2013;
Robertson y col., 2009). La ausencia de TDG resulta letal en estadio embrionario (Cortazar y
col., 2011; Cortellino y col., 2011), mientras los ratones mutantes nulos para MBD4 son
viables y fértiles, aunque presentan un aumento de transiciones C — T y anormalidades en la
division celular, formando tumores en diversos tejidos (Riccio y col., 1999).

En plantas, la participacion de las DNA glicosilasas en procesos que regulan el
desarrollo no fue estudiada en profundidad, principalmente por la falta de fenotipos aberrantes
en plantas mutantes de estos genes durante el desarrollo (Cérdoba-Carfiero y col., 2010;
Murphy, 2005; Gutman y Niyogi, 2009; Penterman y col., 2007). Solamente plantas mutantes
dme-1y rosl-1 presentan alteraciones en el desarrollo (Choi y col., 2002; Gong y col., 2002)
(Tabla VI). Debido a que presentan diferencias en el patron de expresion, ROS1, DME y
MBDAL podrian tener diferentes efectos sobre el crecimiento y desarrollo de la planta,

probablemente modulando distintos subconjuntos de genes.
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Desarrollo vegetativo

Las hormonas vegetales, como auxinas, giberelinas, citoquininas y etileno entre otras,
son reguladores clave del desarrollo (Rubio y col., 2009). A pesar que experimentos de RT-
PCR y GUS no mostraron expresion de AtMBDAL en raices, una disminucion del nivel
transcripcional de ambos transcriptos altrnativos de dicho gen afecta el crecimiento de la raiz
primaria y generacion de raices secundarias. Esto sugiere que MBD4L podria intervenir en la
la generacion, transporte o captacion de una sefial movil, generada en otro tejido. El
crecimiento reducido de raices primarias (Fig. 28A, péag. 86) y el desarrollo temprano de
raices laterales en plantas con bajo nivel transcripcional de AtMBDA4L, asi como también una
dominancia apical reducida en plantas mbd4l-1 (Fig. 31A, pag. 91) sugieren la participacién
de dicho gen directa o indirectamente en la sefializacion de auxinas. Las auxinas juegan un rol
central en el desarrollo de raices (Petricka y col., 2012) y en el establecimiento de la
dominancia apical, a través de la cual se inhibe la produccién de yemas axilares y se
determina la arquitectura de la planta (Leyser, 2003). Las plantas mutantes en SHOOT ROOT
(SHR), gen responsable de la regulacion postraduccional de transportadores de auxinas PIN-
FORMED, presentan raices principales cortas y mayor desarrollo de raices laterales (Lucas y
col., 2011), similar al fenotipo observado en plantas mbd4l-1. Por otra parte, estudios
genéticos de dos mutantes axrl-12 y axr3-1, con respuestas alteradas a auxinas demuestran el
rol esencial de auxinas en la ramificacion de Arabidopsis. Mientras que axrl-12 presenta
defectos en la sefializacion de auxinas y muestra mayor nimero de tallos de roseta (Leyser y
col., 1993), plantas mutantes axr3-1, que resultan hipersensible a tratamientos con auxinas,
presentan una marcada dominancia apical y menor longitud de raices (Leyser, 1996). Por otro
lado, una via hormonal independiente a auxinas fue propuesta como activadora de la
dominancia apical (Booker y col.,, 2004). Mutaciones en genes MORE AXILLARY
BRANCHES (MAX), involucrados en la sintesis de una sefial mévil derivada de carotenoides
generan un fenotipo con numerosas varas florales (Stirnberg y col., 2002; Booker y col.,
2004; Booker y col., 2005), similar al reportado para mbd4l-1. Dichos genes MAX parecen
estar regulados epigenéticamente por AtMBD9, una acetiltransferasa de histonas, cuya
mutante presenta disminucién en la dominancia apical (Peng y col., 2006). El analisis de
expresion de genes involucrados en la via de auxinas y genes MAX en plantas mbd4l-1
permitird dilucidar si MBDA4L participa del crecimiento de raices y varas axilares regulando la
via de auxinas. Ademas, el estudio de fenotipos en plantas dobles y/o triples para AtMBDAL,
AXR y MAX ayudara a establecer la via a través de la que actuaria MBDA4L en el desarrollo

radicular.
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Por otro lado, los resultados sugieren que AtMBDA4L esta implicado en el desarrollo de
hojas, ya que las plantas mutantes mbd41-1 mostraron reduccién en el tamafio de las hojas de
roseta (Fig. 28B). La forma y el tamafio final de una hoja esta determinado por la interaccion
entre la proliferacion y la elongacion de las células (Tsukaya, 2005; Horiguchi y col., 2006).
Aunque aun no se conocen completamente las causas, la disminucién en la proliferacion de
las células aparece generalmente acompafiada de un aumento del volumen de las mismas, en
un fendbmeno que se conoce como compensacion (Tsukaya, 2005). A pesar de esto, la
compensacion no es un fendmeno general. Plantas mutantes para ARABIDOPSIS SKP1-
LIKE (Zhao y col., 1999); GROWTH FACTOR 5 (Horiguchi y col., 2005; HISTIDIN
KINASE HOMOLOG (Nishimura y col., 2004) y AUXIN RESISTENT 1 (Lincoln y col.,
1990), presentan tamario reducido de hojas, determinado por disminucién del nimero y no del
tamafio de células, similar a lo observado en mbd4l-1 (Fig. 28C-F). Esto sugiere que en
plantas salvajes MBDA4L podria afectar la division celular, pero no la expansion, actuando
tempranamente en la morfogénesis de la hoja en Arabidopsis. De manera similar, MBD4
afecta la regulacion de la division celular en diversos tejidos, generando tumores en ratones

mutantes (Riccio y col., 1999; Bellacosa, 2001).

Desarrollo reproductivo

Los resultados obtenidos indican que AtMBDA4L regula también el desarrollo
reproductivo en Arabidopsis, particularmente el desarrollo de frutos y la floracion. La
presencia de frutos inmaduros, sin desarrollo de semillas en plantas con niveles reducidos de
AtMBDAL indican que la expresion de este gen es importante en el desarrollo de embriones en
algunas silicuas (Fig. 31B-C, pag. 91). De manera similar a lo observado en plantas mbd4l-1 y
lineas siAtMBD4L, la mutacion del gen que codifica para el homologo de MutL en
Arabidopsis (AtMLH1) genera reduccidn significativa en la fertilidad (Dion y col., 2007).
Ademés de formar parte del MMR, este gen previene la recombinacién homdloga entre
secuencias divergentes (Dion y col., 2007). En animales, la interaccién entre MLH1 y MBD4
estd bien documentada (Bellacosa y col., 1999), mientras que en plantas esta interaccion fue
predicha bioinformaticamente (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). Seria
interesante evaluar si MBD4L y AtMLH1 actdan conjuntamente durante el desarrollo de

embriones manteniendo la integridad del genoma.

Ademas del desarrollo de frutos, AtMBDAL participa en la floracion a través de la

regulacion del gen FLC. En Arabidopsis, la floracion esta regulada principalmente por la
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expresion de FLC y CO (Deng y col., 2011), los cuales regulan a su vez otros genes, como
SOC1, FT y LFY (Roux y col., 2006). La floracion temprana reportada en plantas mutantes
mbd4l-1 es probablemente producida por la represion de FLC (Fig. 2, pag. 17) y consecuente
activacion de SOC1, pero no por la induccion de CO. Una leve reduccién del transcripto de
FLC fue observada en plantas siAtMBDA4L, aunque el nivel de transcripto de FLC resulta
suficiente para disparar la floracion, sugiriendo una relacién entre el nivel de transcripto de
AtMBDAL vy la activacion de FLC. La regulacion de este gen ocurre en maultiples niveles e
implica tanto mecanismo genético como epigenético. Mutaciones en los genes de la
biosintesis de miRNAs incrementan el nivel transcripcional de FLC, generando una floracion
tardia (Schmitz y col., 2007). Por su parte, plantas mutantes de AtMBD9 (Peng y col., 2006;
Yaish y col., 2009), metiltransferasas ARABIDOPSIS Ash2 RELATIVE, Jiang y col., 2001),
SET DOMAIN GROUP 25 (Berr y col., 2009), UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE26
(Schmitz y col., 2009) y en proteinas del complejo SWR1, responsable de la deposicién de la
variante H2A.Z (Choi y col., 2007) presentan floracion temprana y nivel transcripcional
reducido de FLC.

Por otro lado, la expresion de FLC estad reprimida en plantas con bajos niveles de
metilacion del DNA, lo que resulta en floracion temprana (Kakutani y col., 1996; Finnegan y
col., 1996; Finnegan y col., 2005), aunque la secuencia de FLC ni de su promotor estan
metiladas basalmente (Zhang y col., 2006; Cokus y col., 2008). Sin embargo, plantas
mutantes Atmbd9 muestran una hipermetilacion de promotor y region 5 ' de FLC, sugiriendo
una remocion activa de la 5-mC y consecuente activacion del gen. Debido a que AtMBD9 no
demetila el DNA, Yaish y col. (2009) proponen que dicha enzima podria reclutar una
demetilasa, responsable de mantener activamente demetilado a dicho. Solamente la mutante
puntual rosl-1, aunque no la mutante insersional ros1-3 ni la triple mutante ros1-3, dmi2-1,
dml3-1, presentan floracion anticipada (Gong y col., 2002). Sin embargo, nuestros resultados
demostraron que ninguna de estas enzimas regula la expresiéon de FLC. Debido a que ninguna
de las plantas mutantes de las DNA glicosilasas de Arabidopsis presenta floracion temprana
asociada a represion de FLC, proponemos que MBD4L podria actuar sobre este gen (Fig. 40).
El analisis del patron de metilacion del promotor de FLC en plantas mbd4l-1 que se encuentra
actualmente en curso y permitird determinar si MBDA4L regula a FLC a través de demetilacion
activa de su promotor o de manera independiente de la misma.

Finalmente, los fenotipos observados en plantas mbd4l-1 no se deben a la acumulacion
de epimutaciones, ya que se observan en las primeras generaciones y no sufren cambios

durante las sucesivas autocruzas (Fig. 32, pag. 93). En plantas mutantes rosl-1 las
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anormalidades en el desarrollo son visibles a partir de la cuarta generacién (Gong y col.,
2002), mientras que en ddml-2 los fenotipos aberrantes se intensifican con las sucesivas
generaciones (Kakutani y col., 1996).

En sintesis, AtMBDA4L participa en procesos que regulan el crecimiento de raices, la
division celular en hojas, la dominancia apical, el desarrollo de frutos. Ademas, el gen regula
el tiempo de floracion, participando en la activacién de FLC, posiblemente a través de
demetilacion del promotor de dicho gen (Fig. 40).

FLC seria un blanco de MBDAL y podria ser utilizado para dilucidar el mecanismo por
el cual esta DNA glicosilasa regula la expresion de dicho gen. Asimismo definir el contexto
molecular (tipo de C afectada) en este gen por MBD4L.

Por otro lado, experimentos de complementacion de fenotipos por transformacién de
plantas mbd4l-1 con constructos para cada una de las variantes del gen AtMBDA4L ayudaran a
conocer cual es la contribucién de cada isoforma de la enzima en los procesos mencionados

anteriormente. Estos experimentos estan siendo abordados en el laboratorio.

mbd4l-1

Figura 40. Putativas estructuras del promotor de FLC en presencia y ausencia de MBDA4L. La
activacion de FLC podria estar mediada por demetilacion del promotor regulada por MBDAL. Las estrellas

representan T o 5-hmU, productos de la deaminacién de 5-mC y 5-hmC, respectivamente.

MBDAL esta involucrado en respuestas ante patogenos biotrofos

Resultados de esta Tesis demuestran que MBDAL participa en respuestas de defensa

contra P. syringae pv. tomato, contribuyendo al crecimiento del patdgeno en la planta (Fig.
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34, pag. 98). a través de un mecanismo desconocido. Durante la decondensacion que ocurre
en infeccion bacteriana, MBD4L podria actuar sobre las repeticiones centroméricas y
transposones, que son ricas en dicha region, promoviendo la generacion de algin RNA
pequefio no codificante o la activacion de un regulador negativo de la defensa que facilite el
desarrollo del patégeno en la planta. MBD4L podria actuar mediando la demetilacion de
genes, transposones o repeticiones centroméricas activa alternativa (por deaminacion y/u
oxidacion-deaminacion de la 5-mC) de dicha region o de manera independiente de ésta (Fig.
39). Actualmente estan en curso estudios para analizar si la expresion de repeticiones o
transposones centroméricos se ven afectados por un nivel reducido de ambos transcriptos

alternativos de AtMBDAL durante la infeccion.

MBDA4L participa en respuestas al estrés abidtico

MBDA4L favorece la tolerancia a estrés oxidativo y salino durante el crecimiento de las
plantas. La participacion de DNA glicosilasas en respuestas a estrés abiotico ha sido reportada
previamente. En humanos, MBD4 se acumula y estabiliza luego de tratamientos con H,0,,
contribuyendo a la tolerancia al estrés oxidativo (Laget y col., 2014). En Arabidopsis, plantas
mutantes para ROS1 son mas sensibles a agentes genotdxicos como MMS y H,0, (Gong y
col., 2002). Ademas, las plantas mutantes rosl-1 son ligeramente sensibles a UV-B y
acumulan mas estrés oxidativo y fotoproductos que plantas control luego del tratamiento con
UV-B (Questa y col., 2013). Estos resultados sugieren que ROS1 participa de la reparacion
del dafio ocasionado por estrés oxidativo en el DNA. Por otro lado, AtOGGL1 participa de
procesos relacionados con diferentes tipos de estrés abiotico. Aunque la deficiencia de
AtOGG1 no genera fenotipos aberrantes en condiciones adversas, probablemente debido a la
presencia de otras enzimas con actividad redundante (Murphy, 2005), la sobre-expresion del
mismo genera tolerancia incrementada a MV, NaCl, manitol y altas temperaturas durante la
germinacién e induccién del sistema BER. Esto muestra la participacion de AtOGG1 en la
reparacion del DNA dafiado in vivo (Cheny col., 2012).

La sobre-expresion de AtMBDAL.3 y AtMBDA4L.4 no resulta favorable durante la
germinacién de las semillas bajo condiciones de estrés oxidativo y salino (Fig. 35y 37A, pag.
101 y 106) y la reduccién de la enzima incrementa la tasa de germinacion en estrés. Esto

sugiere que durante esta etapa del desarrollo y estas condiciones MBDAL podria contribuir
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negativamente a la germinacion. De manera similar, DML3 contribuye negativamente a la
germinacion en diferentes condiciones de estrés (Kim y col., 2010).

Sin embargo, durante etapas mas avanzadas de desarrollo la sobre-expresion de ambos
transcriptos alternativos de AtMBDA4L generan tolerancia al estrés oxidativo y salino (Fig.
36A-B y 37B-C, pag. 103 y106). El aporte de AtMBDA4L.4 resulté ser mayor principalmente
en la tolerancia al estrés oxidativo. Esto es concordante con el aumento en el nivel
transcripcional observado para AtMBDA4L.4 luego de tratamientos con MV (Fig. 38A, pag.
108) y sugiere una actividad diferencial para ambas isoformas en condiciones de estrés
oxidativo.

Poco se conoce sobre los mecanismos por el cual las DNA glicosilasas favorecen la
tolerancia a diferentes tipos de estrés. La reparacion de dafios generados en el DNA durante el
estrés aparece como la causa mas probable (David y col., 2007). En células de mamiferos,
MBD4 conjuntamente con DNMT1 son reclutadas a islas con metilacion CpG durante
tratamientos con H,0,. Aunque el mecanismo por el cual MBD4 contribuye a la tolerancia
del estrés oxidativo en células de mamiferos no ha sido dilucidado aun, Laget y col. (2014)
propone que MBD4 podria participar en la eliminacion de bases dafiadas, restauracion de la
estructura de la cromatina original, prevencion de la hipermetilacion de islas CpG por
DNMT1, restablecimiento del patron de metilacion CpG en el genoma mediante la reparacion
y re-metilacion. En animales, hace tiempo se describidé que la deaminacion de bases del DNA
aumenta como consecuencia de la accion de los radicales libres, constituyendo una porcion
relativamente pequefia del dafio oxidativo total inducido por ROS (Kon, 2002). Aunque la
deaminacion de bases es un fendmeno que ocurre en plantas, el incremento de este proceso
por ROS no fue descripto hasta el momento. Sin embargo, MBD4L cataliza la remocion de U,
T y 5-hmU, productos de deaminacion de la C, 5-mC y 5-hmC, respectivamente (Ramiro-
Merina y col., 2013). Los niveles de estos productos podrian incrementarse durante el estrés.
En esta condicion MBDAL actuaria reparando el genoma de Arabidopsis y previniendo la
acumulacion de dafios generados por estrés oxidativo, a través del reclutamiento de las
enzimas que participan en el sistema BER (Fig. 41). La mayor contribucion de MBD4L4
podria estar relacionada con la mayor actividad de la version mas corta de la enzima
recombinante, que sélo conserva el dominio DNA glicosilasa, descripta por Ramiro-Merina y
col. (2013).

Aunque el mecanismo por el cual MBDA4L genera tolerancia al estrés no se conoce,

basado en la actividad DNA glicosilasa descripta in vitro para MBDA4L, se propone que
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MBD4L podria reparar las mutaciones del DNA ocasionadas por especies reactivas de

oxigeno que se generan durante el estrés mediante el sistema BER (Fig. 41).

Figura 41. Posibles vias de reparacion mediada por MBD4L durante condiciones de estrés.
Esquema de las modificaciones de bases favorecidas posiblemente por la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) generadas en condiciones de estrés salino y oxidativo. Los productos de la deaminacion de la C
(A) y5-mC (B) y de la oxidacién de la 5-mC y posterior deaminacion de la 5-hmC (C) podrian ser reparadas por
MBDA4L y enzimas del sistema BER. Los hex&gonos representan posibles enzimas con actividad deaminasa,
aunque ninguna fue escripta en plantas hasta el momento. El triangulo representa alguna enzima con actividad

similar a TET, aunque no existen homélogos estructurales en Arabidopsis.
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En este trabajo de Tesis se caracteriz estructural y funcionalmente a AtMBDA4L, un gen
que codifica para una proteina homdloga a hMBD4 del cual no existen reportes previos en
ningun modelo vegetal. El analisis estructural de dicho gen sugirio una funcion DNA
glicosilasa monofuncional conservada en varios reinos, pero sin homélogos en Arabidopsis.
Estos resultados obtenidos en paralelo y de manera independiente por Ramiro-Merina y col.
(2013), conjuntamente con la actividad in vitro de la enzima. Por otro lado y de manera
similar a MBD4 de mamiferos, los resultados obtenidos sugieren que dicho gen es
multifuncional, ya que participa en diversos procesos que abarcan el desarrollo (vegetativo y

reproductivo) y respuestas desencadenadas por estrés biotico y abiotico.

La floracion temprana dada por la represion de FLC en plantas mutantes mbd4l-1,
sugieren que el mismo es un blanco de MBDA4L. La demetilacion activa del promotor de FLC
fue reportada previamente (Yaish y col., 2009). Se propone que MBD4L podria actuar de
manera directa demetilando el promotor de FLC, mediante un mecanismo mediado por
deaminacion, o bien de manera indirecta, participando de la relajacion de la cromatina en
dicha regidn y facilitando la demetilacion. Experimentos que permitan analizar el estado de
metilacion del promotor de FLC en plantas con niveles reducidos de AtMBDA4L, tales como
tratamiento del DNA con bisulfito de sodio estan en curso y permitiran dilucidar la

participacion de decho gen en procesos de demetilacion activa.

Durante la infeccion con P. syringae pv. tomato, MBDAL participa de la
decondensacién de CCs, afectando la estructura de la heterocromatina centromérica. Ademas,
contribuye positivamente al crecimiento del patdogeno en plantas de Arabidopsis. Las
repeticiones centroméricas surgen como putativos blancos de MBDAL en condiciones de
infeccion con patdgenos. Por un lado, MBD4L podria participar en la demetilacion de dichas
repeticiones, favoreciendo de esta manera la relajacion de la heterocromatina centromérica,
aunque MBDA4L podria no participar de la demetilacion de dichas regiones. Por otro lado,
MBD4L podria participar de manera indirecta sobre estas repeticiones, modificando la
estructura de la cromatina durante la infeccion y el acceso de diferentes factores de
transcripcion. De una u otra manera, MBD4L activaria algin regulador negativo de las

defensas durante la infeccion que estimula el crecimiento del patdgeno en la planta.
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Finalmente, la participacion de MBDA4L en estrés oxidativo sugiere un rol en la
reparacion del DNA. En condiciones de estrés oxidativo MBDA4L podria actuar removiendo la
incorporacion de mutaciones en el DNA genomico, tales como U, T:G y 5-hmU, productos de
la deaminacién de C, 5mC y 5-hmC, respectivamente. La activacion de genes que participan

en el sistema BER en plantas que sobre expresan AtMBDAL apoyan esta hipdtesis.

En este trabajo se han identificado dos putativos blancos de accion de MBDA4L en el
genoma vegetal: FLC y repeticiones centroméricas. Estos blancos seran esenciales para

evaluar en un futuro el mecanismo de accion de MBDA4L que aun no fue descripto.
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Condiciones de Crecimiento de plantas

Las semillas de A. thaliana fueron desinfectadas con una solucién 25% hipoclorito de
sodio, 1 pl Tween 20 durante 7 minutos y lavadas con agua estéril. Las mismas fueron
germinadas en capsulas de Petri con medio de crecimiento GM (1x sales de Murashige y
Skoog -MS-, 1x vitaminas de Gamborg, sacarosa 2 %, agar 1,6 %, agua destilada) durante 10-
15 dias con temperatura controlada (22°C) en ciclos de 8 h de luz / 16 h de oscuridad (ciclo
corto) o ciclos de 16 h luz / 8 h oscuridad (ciclo largo) segin cada caso. Las plantulas fueron
transferidas a suelo (tierra:vermiculita 1:1) y crecidas durante 6-8 semanas en condiciones de
estricta higiene (Pavet y col.,, 2006). Plantas de los ecotipos Columbia (Col-0) y
Wassilewskija (Ws) fueron utilizados. Las plantas mutantes mbd4l-1 (FLAG_238F06, ecotipo
Ws) fueron obtenidas del banco de semillas INRA Versailes.

Plantas mutante mbd4l-1 con un Gnico evento de insersion del transgen en el genoma
fueron seleccionadas mediante crecimiento en GM suplementado con kanamicina (50 pg ml”
1. Las plantas hemi y homocigotas para la insersion fueron identificadas por ensayos de PCR
con los cebadores A, By C (Tabla SlI).

Las semillas de plantas mutantes ros1-3, dml2-1, dmi3-1 y triple mutante ros1-3;dml2-
1; dmi3-1 (rdd) fueron cedidas gentilmente por el laboratorio deL Dr. Robert L. Fischer

(Department of Plant and Microbial Biology, University of California).

Construccién de plantas transgénicas

Para la realizacion de este trabajo se realizaron las siguientes construcciones:
AtMBDA4L:GUS, siAtMBD4L, 35S:AtMBDA4L.3 y 35S:AtMBD4L 4.

Cada uno de los transgenes fue clonado en el plasmido pENTR / D-TOPO (vector de
entrada; sistema Gateway, Invitrogen) y posteriormente transferido por recombinacion al
vector binario destino Gateway. Para cada paso de clonado se utilizaron células de E. coli
DH5a para la amlificacién de cada constructo.

Para el analisis del promotor de AtMBDA4L se amplificaron 1560 pb aguas arriba del
ATG del gen AtMBDAL, utilizando los cebadores: pAtMBD4L FW y RV (Tabla SlI). La
construccion fue transferida al vector binario destino Gateway pKGWFS7 (Karimi y col.,
2002).

Para la construccion de plantas silenciadas siAtMBDA4L se amplifica un fragmento de
300 pb (nt 636-936), idéntico en ambos transcriptos alternativos AtMBD4L.3 y AtMBDA4L .4,
utilizando los cebadores: siAtMBD4L FW y RV (Tabla Sll). El constructo fue transferido
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desde el plasmido de entrada al vector destino Gateway pK7GWIWG2D (Il) (Karimi y col.,
2002).

Para la construccion de plantas 35S:AtMBD4L.3 y 35S:AtMBDA4L.4. se amplificaco la
secuencia completo de cada transcripto, utilizando el mismo par de cebadores J-K (Tabla SllI).
El vector binario de destino utilizado fue pKGWFS7 (Karimi y col., 2002).

La integridad y secuencia de todos los vectores usados fue confirmada por
secuenciacion (University of Chicago Comprehensive Cancer Center DNA Sequencing and

Genotyping Facility, http://cancer-segbase.uchicago.edu/).

Transformacion y seleccion de lineas transgénicas

Cada una de las construcciones fueron introducidos en la cepa GV3101 pMP90 de
Agrobacterium tumefaciens mediante electroporaciéon. Los clones seleccionados fueron
utilizados para la transformacién de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col-0)
utilizando el método de inmersion (Clough y Bent, 1998). La semillas de las plantas
transformadas (progenie T1) fueron sembradas en cajas de Petri con medio de crecimiento
MS suplementado con el antibi6tico kanamicina (50 ug ml™). Plantas T2 fueron obtenidas por
autofecundacion de plantas T1 y posterior seleccion en medio con antibiético. So6lo se
seleccionaron aquellas plantas T2 con un Unico evento de transformacion, es decir con un
patron de 3:1 (resistentes:susceptibles al antibidtico) en la segregacion, las cuales se
autofecundaron para obtener plantas T3. Se seleccionaron como lineas homocigotas aquellas

plantas T2 cuya progenie (T3) fue completamente resistente al antibi6tico.

Extraccion de DNAy RNA

El DNA genomico de A. thaliana utilizado en la genotipificacion de plantas hemicigotas
(MBD4L/mbd4l) y homocigotas (mbd4l/mbd4l) para la insersion de T-DNA fue purificado
por extraccién fendlica (Pavet y col., 2006).

El RNA total utilizado en ensayos de expresion génica fue aislado utilizando el
protocolo adaptado de Verwoerd y col. (1989). Muestras de tejidos de plantas de Arabidopsis
fueron congeladas en nitrogeno liquido. Posteriormente, el material fue pulverizado utilizando
puntas plasticas adaptadas a un taladro de mesa o utilizando un homogenizador TMD1500
(Tombo). El material pulverizado fue resuspendido en 500 pul de mezcla de extraccion [1:1
del buffer de extraccion (100 mM LiCl, 100 mM Tris-HCL pH 8; 10 mM EDTA, 1 % SDS) y
fenol acido (pH 5)] precalentada a 80 °C. Luego de la agitacion del tejido y la mezcla de

extraccion se adicionaron 250 ul de cloroformo. Esta mezcla fue agitada por inversion rapida


http://cancer-seqbase.uchicago.edu/
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y centrifugada a 13000 rpm por 5 min a 4 °C. La fase acuosa fue recuperada y colocada en un
nuevo tubo al cual se le agreg6 200 pl de LiCl 8 M cada 320 pl de muestra. Las muestras se
colocaron durante 16 horas a 4 °C. Posteriormente se precipitd el RNA por centrifugacion a
13000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El precipitado fue lavado con etanol 80 % en agua
DEPC y finalmente fue resuspendido en agua DEPC y mantenido a —80 °C.

La cuantificacion de RNA se realizé mediante espectrofotometria (absorbancia 260
nm). Como indicador de contaminacion y pureza se consider6 una relacion entre la
absorbancia 260/280 nm >1.8. Ademas, la integridad del RNA fue verificada por

electroforesis en geles de agarosa 1%.

Anélisis de Transcriptos (RT-PCR semicuantitativa)

Para la transcripcion reversa de los genes se utilizaron 2 pg de RNA total proveniente
de diferentes tejidos segun cada caso. EI RNA total fue digerido con 5 U de Dnasa |
(Invitrogen) durante 20 minutos a temperatura ambiente (25 °C). EI RNA y cebadores al azar
(hexameros) se mezclaron y calentaron durante 10 minutos a 65 °C. Posteriormente se agreg6
Buffer RT 1X, 0,25 mM dNTPs y 1 U de transcriptasa reversa (M-MLV, Promega, Madison,
WI, USA) en 20 pl de volumen final. Finalmente las muestras fueron colocadas durante 15
minutos a 25 °C, luego 60 minutos a 37 °C y 15 min a 70 °C. Los cDNA resultantes fueron
mantenidos a — 20 °C.

Para la amplificacién del cDNA en reacciones de PCR se agregd 1 ul de cDNA, 15
pmoles de cada uno de los cebadores correspondientes, 0,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen),
2,5 pl de buffer de PCR 10X (Invitrogen), 500 pM de dNTPs en un volumen final de 25 pl.
Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacion durante 2 min a 95 °C,
seguido de ciclos de desnaturalizacion: 2 min a 94 °C; apareamiento de cebadores y cadena
molde: 35 s a temperatura variable (segin los cebadores utilizados, ver Tabla SII) y
extension: 50 — 60 min a 72 °C. El numero de ciclos utilizado varia segin los cebadores y
cantidad de cDNA utilizado en cada caso, garantizando reacciones en fase la fase
exponencial, para posibilitar el analisis y comparacion de los niveles transcripcionales de
distintos genes (PCR semi- cuantitativa). EI gen GAPC, expresado de manera constituva fue
utilizado para controlar la cantidad de cDNA utilizado en cada reaccion.

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en geles de agarosa de

1-1,5 %, segun el tamafio de los amplicones.
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Tincion para GUS

Para la deteccion de la actividad de GUS, diferentes tejidos de plantas transgénicas
AtMBDA4L:GUS y plantas control fueron cortados y sumergidos en solucion de tincion
[Solucion tampdn de fosfato de sodio 100 mM pH:7,2; Triton 0,1%; EDTA 10mM; 55-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide (X-Gluc) 2mM]. Dichos tejidos fueron infiltrados
por vacio durante 5 minutos e incubados durante 72 h a 36 °C. Posteriormente las muestras
fueron fijadas con solucion de fijacion (formaldehido 10% v/v, etanol 20% v/v, acido acético

5% v/v) durante 10 minutos y luego destefiidas con etanol 70%.

Microscopia
Analisis de decondensacion de Cromocentros (CCs)

Para el andlisis de la decondensacién de CCs, las hojas de plantas infiltradas con
suspensiones bacterianas (centro de la hoja) fueron cortadas y fijadas en etanol 96 % y &cido
acético (3:1) por 24 horas a 4 °C. Posteriormente, fueron lavadas con agua destilada 3 veces,
montadas sin cortar sobre un portaobjeto y tefiidas con ioduro de propidio (20 pg/ml).
Imégenes confocales fueron obtenidas usando LSM5 Pascal y un objetivo 100X aceite
(NA 1.4). El ioduro de propidio fue detectado usando un laser de excitacion de 543 nm.

A partir de las fotografias obtenidas se cuantificé el nimero de CCs por ndcleos en
regiones infectadas, considerando ndcleos ubicados cercanos a acimulos de bacterias. Como

control se utilizaron regiones sin infiltrar de la misma hoja.

Determinacion de localizacion subcelular mediante GFP

Imagenes confocales fueron obtenidas con microscopio confocal laser Olympus
FluoView FV1000 (Olympus América Latina). Se utilizd un objetivo PLAPON 60X de
inmersion de aceite /1.42 apertura numérica (Olympus, Japdn) con zoom digital de 1X o
3,5X. Para la fluorescencia de GFP y la autofluorescencia de la clorofila se excité con laser
de 488 nm. La fluorescencia fue adquirida a 500-520 nm para GFP y 640-600 nm para la
clorofila. La separacion espectral lineal se realizd utilizando la aplicacién de deconvolucién
espectral del Software Fluoview.

Para la obtencion de imagenes de tinciones con DAPI se utiliz6 un laser de excitacion a
405 nm, con un 405/488 nm espejo dicroico de excitacion y emision recogidos entre 420-475

nm.
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Analisis de nimero y tamafio de células en hojas

La primer hoja de plantas Ws y mbd4l-1 de 20 dias de edad fueron colectadas y fijadas
y clarificadas como se describe Horiguchi y col. (2005). Para fijar se utiliz solucion FAA
(etanol 50% v/v, &cido acético 5% v/v y formaldehido 3,7% v/v) durante al menos 2 horas.
Posteriormente las hojas fueron clarificadas con solucion de hidrato de cloral (4g/l de hidrato
de cloral, 0,4g/ml de glicerol) hasta lograr una decoloracion completa del tejido. Para la
obtencion de iméagenes se utilizd microscopia DIC (Fluoview 300, Olympus) para fotografiar
las células. EIl programa ImageJ fue utilizado para cuantificar el area de las hojas y de las

células.

Purificacion de proteinas y ensayos de Western blot

Para ensayos de Western blot se purificaron proteinas de extractos totales a partir de 50 mg
de tejido de hojas. El tejido se pulverizd en nitrdgeno liquido y se resuspendié en buffer de
extraccion de proteinas (Tris-HClI 50 mM pH=6.8, SDS 3% pl/v, glicerol 30% v/v, B-
mercaptoetanol 2% v/v, fenilmetilsolfonil fluoruro (PMSF; Promega) 1 mM y coctel inhibidor de
proteasas para plantas (Sigma). Las muestras fueron colocadas durante 5 min a 85 °C, luego
enfriadas en hielo y centrifugadas a 4 °C durante 10 min a 10000 g.

Para ensayos de inmunoprecipitacion de proteinas fusionadas a GFP (GFP-Trap_A,
Chromotek), 1 g de tejido fue pulverizado en nitrogeno liquido y resuspendido en buffer de lisis
(Tris-HCI 10 mM pH7,5; NaCl 150 mM; EDTA 0,5 mM; NP-40 0,5%; PMSF 1 mM vy coctel
inhibidor de proteasas para plantas. Las muestras fueron colocadas en hielo durante 30 minutos y
centrifugadas a 20000g por 5 min a 4 °C. El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo con
buffer de dilucion (Tris-HCI 10mm pH 7,5; NaCl 150 mM; EDTA 0,5 mM ) hasta un volumen
final de 1000 pl. En este paso se obtuvo la muestra de proteinas totales (I).

Una alicuota de 25 pl de las perlitas de agarosa unidas al anticuerpo fueron lavadas 3 veces
con 500 pl de buffer de dilucion y centrifugadas a 2500g por 2 min a 4 °C. Las las proteinas
extraidas fueron incubadas con las bolitas en movimiento constante por 2 h a 4 °C. Posteriormente
se centrifugd a 2500g por 2 min a 4 °C. El pellet, donde se encuentran las proteinas unidas al
anticuerpo (P) fue separado del sobrenadante (proteinas no unidas; S). Las proteinas P fueron
lavadas 3 veces con 500 ul de buffer de dilucion frio.

Posteriormente, las muestras fueron separadas en geles SDS-PAGE vy transferidas a
membranas de nitrocelulosa (Sigma). La cantidad de proteinas sembradas fue monitoreada
mediante los niveles de Rubisco mediante en el canal 680 nm (Oddyssey, Li-COR Bioscience).
Las membranas fueron blogueadas con leche con bajo contenido graso 5% v/v en buffer PBS 1h a

25°C vy luego incubadas con anticuerpo policlonal de conejo anti-GFP Abcam 290 (1/1000)
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durante 16 h 4 °C. Anticuerpos comerciales de cabra antilgG de conejo (IRDye 800CW; Li-COR
Bioscience) fueron utilizados como anticuerpo secundario. Su emision fue detectada a 800 nm

usando el Sistema de Imagenes Infrarrojas Oddyssey (Li-COR Bioscience).

Manipulacion de bacteria patégena

Cepas y condiciones de crecimiento

Para los experimentos de infeccion bacteriana, las hojas de Arabidopsis fueron
infiltradas con la cepa virulenta de P. syringae pv. tomato DC3000 (Whalen y col., 1991). Se
utilizaron ademas P. syringae pv. tomato DC3000 mutante en el cluster hrpC. Las cepas
fueron mantenidas a -80 °C en medio King's B (proteosapeptona 2% p/v, glicerol 1% vlv,
K2HPO4 0.15% p/v, MgS04.7H20 0.15% p/v, agar 1,5% p/v, agua destilada) y 15% de
glicerol. Las cepas bacterianas fueron cultivadas medio sélido King“s B suplementado con los
antibidticos apropiados (50 pg/ml de kanamicina y 100 pg/ml de rifampicina para la cepa P.
syringae pv. tomato DC3000, y 100 pg/ml de rifampicina para P. syringae pv. tomato
DC3000 hrpC-) durante 24-48 horas a 28 °C. Al momento de la infiltracion de hojas de
Arabidopsis, se inocularon colonias aisladas en medio King’s B liquido suplementado con los
antibidticos y fueron crecidas con agitacion (120-200 rpm) a 28 °C por 16 hs.

Para las infecciones de hojas de plantas adultas de Arabidopsis (6-8 semanas) 1 ml del
cultivo liquido fue centrifugado a 4000 rpm por 3 min y lavado tres veces en MgCl2 10 mM
pH 7. Las bacterias recuperadas en el sedimento fueron nuevamente resuspendidas en 1 ml de
MgCl2 10 mM. La concentracion bacteriana de una dilucion 1/10 de este material fue
determinada mediante su absorbancia a 600 nm (1As0= 1 x 10® ufc/ml). Diluciones seriadas
del cultivo fueron sembradas en placas de Petri . El nidmero de ufc/ml obtenido fue
estandarizado al valor de absorbancia. Suspensiones bacterianas a una concentracion de 5 x
10° ufc/ml (excepto infecciones para la realizacion de curvas de crecimiento bacteriano)
fueron infiltradas por presion sobre la cara abaxial de las hojas mediante la utilizacion de una

jeringa de 1 ml sin aguja (Alvarez y col., 1998).

Curvas de crecimiento in vivo

El crecimiento de P. syringae pv. tomato in planta se realiz6 segin lo descripto por
Alvarez y col. (1998). Para cada tiempo post-infeccion se cortaron dos discos de 4 mm de
diametro por cada hoja infiltrada, y los discos de seis hojas provenientes de al menos tres
plantas diferentes, se agruparon y homogeneizaron en 10 mM de MgCl2 para extraer las

bacterias. Diluciones seriadas de los extractos se sembraron, por duplicado, en medio King’s
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B suplementado con los antibioticos apropiados. Las colonias en las placas fueron contadas

después de la incubacion durante 48 horas a 28 °C.

Tratamientos con estresores
Para el analisis de la tasa de germinacion y supervivencia de plantas sometidas a estrés
oxidativo y salino se utilizaron semillas de plantas control (Ws y 35S:GFP), mbd4l-1,
35S:AtMBD4L.3-GFP y 35S:AtMBD4L.4-GFP. Las semillas fueron sembradas en cajas de
Petri con medio de crecimiento MS suplementado con diferentes concentraciones de MV (0,
25 y 50 uM) y NaCl (0 y 175 mM). EIl porcentaje de germinacion en cada caso se determind
contando el numero de plantas germinadas (con raiz fuera de la cubierta seminal). De la
misma manera se cuantificaron las plantas germinadas en MS suplementado con MV que
emitieron cotiledones fuera de la cubierta de la semilla. Se cuantificé el nimero de plantas
sembradas en 2 cajas de Petri que con 50 semillas de cada una de las lineas analizadas. Cada
experimento se repitio al menos 3 veces de manera independiente.
Para estudiar la tolerancia al estrés oxidativo en plantas adultas, las hojas de plantas de 3 -4
semanas crecidas en condiciones normales fueron cortadas y sumergidas en solucion con
diferentes concentraciones de MV (0, 25y 100 uM) y H,0, (0, 5 y 10 mM) durante 24 y 6
horas, respectivamente.

Para el analisis de tolerancia a la salinidad, plantas germinadas y crecidas durante 30
dias en MS con 175 mM de NaCl. Ademaés, plantas adultas de 3 semanas crecidas en
condiciones normales fueron regadas con NaCl 300 mM dos veces y posteriormente

mantenidas con riego normal durante 10 dias.
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Figura SI. Mecanismos de accion de las DNA glicosilasas y posteriores etapas de reparacion del sistema
BER. El mecanismo de accién de las DNA glicosilasas clasificadas como monofuncionales (A), bifuncionales
(actividad DNA glicosilasa/liasa) con eliminacion B (B) o eliminacién 3, § (C).
Las DNA glicosilasas monofuncionales utilizan el posicionamiento y desprotonacion de una molécula de agua por un
aspartico catalitico altamente conservado, que ataca al carbono 1 de la desoxirribosa de la base dafiada, promoviendo la
liberacion de la misma y generando un sitio AP (Jacobs y Schér. 2012). Posteriormente, el enlace fosfodiéster del sitio
AP es clivado por accién de una APE que genera un corte en la simple hebra del DNA, generando extremos 3'OH y 5'
desoxirribosa-fosfato (5'dRP) en el sitio AP. El terminal 5"dRP ubicado en el margen de la lesién es escindido por
accion de una 5” liasa dRP, o por la actividad 5' liasa dRP de la polimerasa Polf, que es responsable de la sintesis del
DNA. A continuacion la hebra de DNA es sellada por la DNA LIGASA | (LIGI) o por un complejo en el que participa
la DNA LIGASA 11 (LIG III) (Svilar y col., 2011).
Las DNA glicosilasas bifuncionales utilizan un grupo amino de la cadena lateral de la lisina como nucleéfilo para la

escision del enlace N-glicosilico en lugar de una molécula de agua, (Jacobs & Schar. 2012). Debido a su actividad liasa,
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pueden generar extremos con un aldehido insaturado en 3" y un terminal 5 fosfato (B eliminaciéon, Fig. S1B) o
extremos fosfato en 3y 5" (B, & eliminacién, Fig. S1C) (Fromme y col., 2004; Jacobs y Schér, 2012).

Los extremos derivados de la actividad DNA glicosilasa/liasa deben ser modificados para transformarse en sustrato de
la DNA polimerasa. Los extremos con un aldehido insaturado en el terminal 3", producto de la actividad p-liasa (Fig.
S1B), son adaptados por la actividad 3' fosfodiesterasa de APE1. Posteriormente la Polf sintetiza nuevamente el DNA
que es sellado por LIG1 o por un complejo de LIGII/XRCC1. Por su parte, el extremo 3" fosfato originados por la
actividad B, 6 liasa es removido por una fosfatasa (Fig. S1C), preparando el sustrato para la sintesis del DNA por Polf o

por el complejo XRCCL/LIGIII y posterior ligado (Svilar y col., 2011). La estrella indica la base dafiada
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Figura SII. Expresion de AtMBDA4L en Arabidopsis segin experimentos de transcriptoma depositados en
la base de datos Genevestigator. Nivel de expresion de AtMBDAL en diferentes estadios de desarrollo.



Tabla SI. Superfamilias de DNA glicosilasas implicadas en el sistema BER
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Superfamilia y Sigla
miembros

Uracilo DNA glicosilasa (UDG)
URACIL DNA UNG
GLYCOSYLASE®

THYMINE DNA TDG
GLYCOSYLASE®
SINGLE-STRAND- SMUG1
SELECTIVE
MONOFUNCTIONAL

uDG 1@

URACIL DNA UDG
GLYCOSYLASE®

URACIL DNA UDGa
GLYCOSYLASE A®

URACIL DNA UDGb

GLYCOSYLASE B®

3-metil purina DNA glicosilasa (MPG)

N-METHYL PURINE
@

ALKYL- PURINE DNA
GLYCOSYLASE
NEI/FPG
FORMAMIDOPYRIMI
DINE DNA
GLYCOSYLASE®

ENDONUCLEASE VIII

MPG
AAG/ANPG

FPG/
MutM

Nei/
NEIL

HhH-GPD DNA glicosilasas

METHYL BINDING
DOMAIN 4®

3-meA DNA
GLYCOSYLASE 11®

3-meA DNA
GLYCOSYLASE 11®
ENDONUCLEASE 111®

MutY/MUTYH®

8-0xoG DNA
GLYCOSYLASE 1®

MBD4

AIKA/MAGI

MGHPII
Endo 111/
NTH
MutY/

MUTYH

OGG1

Sustrato ©

ssU,U:G, U:A,5-
FU, pirimidinas
oxidadas

U:.G, TG,
06-meG:T, 5FU:G,
5-hmU, 5fU:G

ssU,U:G, UA,
pirimidinas
oxidadas, ¢C:G,
5FU
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REPRESSOR OF ROS1 5-mC, T:G, 5-hmC  Plantas Gong et al., 2002,

SILENCING 1® Gehring y col., 2007,
Jang y col., 2014

DEMETERY DME 5-mC, T:G, 5-hmC  Plantas Choi y col., 2002,

Gehring y col., 2006,
Jang y col., 2014

DEMETER-LIKE 2® DML2 5-mC Plantas Penterman y col.,
2007

DEMETER-LIKE 3® DML3 5-mC Plantas Penterman y col.,
2007

(a) Monofuncional DNA glicosilasas; (b) Bifuncional DNA glicosilasas; (c) Los sustratos se listan por orden de
afinidad.

Abreviaturas: 5FU, 5-fluoro uracilo; 51U, 5-iodo uracilo; Tg, timina glicol; O6-meG, O6-metil guanina; ssU,
uracilo simple cadena; 8-0x0G, 7,8-dihidro-8-oxo guanina; 5-mC, 5-metil citosina; 3-meA, 3-metil adenina; 3-
meG, 3-metil guanina; 7-meG, 7-metil guanina; 7-meA, 7-metil adenina; ¢A, eteno adenina; HX, hipoxantina; 2-
hA, 2-hidroxi adenina; FapyG, 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamido pirimidina; Ug, uracilo glicol, 5-hC, 5-
hidroxi citosina; 5-hU, 5-hidroxi uracilo; FapyA, 4,6-diamino-5-formamido pirimidina; ¢C, eteno citosina; 5-
hmU, 5-hidroxi metil uracilo; 5-fU, 5-formil uracilo.
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Table SI1. Oligonucle6tidos cebadores y condiciones usadas en reacciones de PCR

Cebador Secuencia Tamafio producto T Cic
(Direccién) (pb) (°C) los
A (FW) 5-TTAAAAGGTGATTGCAGACGC-3’
B (RV) 5-CCTGCAGACAAGAAGATGGAG-3’ A-B-C: 989** y 50 40
C (FwW) 5- 430%**
CGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGT-
e
F (FW) 5 -TCTCATATGGTGAGGAAAACTCC-3’
G (RV) * F-G: 206 60 40
5-CTCCCCGCGTCAGATGTTT-3’
H (RV) 5-CCCCGCGTCTGCAATCACCT-3’ F-H: 222 60 40
I (RV) 5-ATCACTCCCCGCGTCTGTGC-3’ F-1: 218 60 40
J(FW) 5-CACCTAAATTGAGATGGTTCCTCCC-
K (RV) 3 J-K: 1080 y 732 55 34
5-TCAGTACACAATCCAAACAAG-3
L (RV) 5-TCATAATTTATACCGAATCCTG-3’ J-L: 1351 y 1003 55 34
M (RV) 5-TTCAGGGTCAGCTTGCCGTAGGTGG- F-M: 683 55 34

3

AtMBDA4Lp (FW)  5-CACCAGCAGCTTTCCTATTCAATCA-

AtMBDA4Lp (RV) 3 AtMBD4Lp: 1564 55 40
5 -CTCAATTTATACACAGAGAAT-3’

SIAtMBDAL (FW) 5-CACCAAAGTTCAAGCTAAAGTCCCA-

SIAtMBDAL (RV) 3 SIAtMBDAL: 304 50 40
5-CACATTTCTTGATTTCTCCTT-3’

FLC (FW) 5 -TTCTCCAAACGTCGCAACGGTCTC-3’

FLC (RV) 5 -GATTTGTCCAGCAGGTGACATCTC-3° FLC: 492 60 35

CO (FW) 5-ACGCCATCAGCGAGTTCC-3’

CO (RV) 5-AAATGTATGCGTTATGGTTAATGG-3" CO: 479 62 35

SOC1 (FW) 5-CTGAGGCATACTAAGGATCG-3’

SOC1 (RV) 5-GAACAAGGTAACCCAATGAA-3’ SOC1: 425 64 30

PRI (FW) 5- GTAGGTGCTCTTGTTCTTCCC -3°

PR1 (RV) 5- CACATAATTCCCACGAGGATC -3’ PR1: 602 60 25

ARP (FW) 5 -TATCAACAACAGCAAGCGAA-3’

ARP (RV) 5 -TTCTTGAACAGTCTCGCCTC-3’ ARP: 147 55 30

LIGL (FW) 5-GCGGTTAGGGTTCTCAGGT-3’

LIGL (RV) 5-TCCACACACCGCCACTTAG-3’ LIG1: 193 60 30

RADS1 (FW) 5 -TGAGGGAACATTCAGGCCAC-3’

RADS1 (RV) 5-AGAGAGCGGTAGCACTATCG-3’ RAD51: 196 60 35

PARP2 (FW) 5-CGTATTCTGCGTCCTGTATTGT -3’

PARP2 (RV) 5-CGTCTCTGATATCTGTCAGTCCAC-3°  PARP2: 234 60 30

GAPC (FW) 5-CACTTGAAGGGTGGTGCCAAG-3’

GAPC (RV) 5-CCTGTTGTCGCCAACGAAGTC-3’ GAPC: 543 60 24

* Los nucledtidos subrayados incluyen el sitio de restriccion para Ndel que no eté presente en el gen AtMBDAL.
** Alelo salvaje; *** Alelo mutante
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