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Resumen

La superfamilia de proteinas con repeticiones armadillo / B-catenina poseen repeticiones armadillo en
tandem (ARM) y se ha postulado que desempefian diferentes funciones tales como el desarrollo de
las plantas, la morfogénesis, la defensa, la muerte celular y la transduccién de sefiales a través de la
sefializacion hormonal. En la base de datos disponible en web para Arabidopsis (TAIR), se encontraron
113 loci estrechamente relacionados con familia de las proteinas con repeticiones armadillo / B-catenina.
Este amplio grupo de proteinas se estudio en los tejidos florales por Western blot utilizando anticuerpos
dirigidos contra la region mas conservada de la superfamilia de las proteinas ARM. Las secuencias de
aminoacidos obtenidos en TAIR fueron alineadas y el arbol filogenético resultante permitié inferir sus
relaciones evolutivas. El principal hallazgo fue la gran similitud entre el producto del gen de Atsgo1830
(PUB16) (A. thaliana) y ARC1 (Brassica napus). Con el fin de hallar una posible funcién para PuB16 se
llevaron a cabo ensayos biolégicos de estrés utilizando tratamientos hormonales y solucién salina.
La expresion génica mediante RT-PCR mostré que algunas de las proteinas de sUperfamilia ARM se
expresan tanto en condiciones de estrés salino como hormonal. En este estudio se revel6 que, sélo
en presencia de giberelinas (GA3), se hizo evidente la expresion de ARNm-At5go1830. Para verificar
morfolégicamente el creciente numero de granos de polen germinados en flores tratadas con GA3, se
empleo el test de microscopia de epifluorescencia. Estos resultados sugieren que PUB16 participaria en
la via de sefializacion mediada por GA3 favoreciendo la autopolinizacion.

Palabras clave: interaccion polen estigma; giberelinas; ubiquitina ligasas E3

Abstract

The armadillo repeat super-family proteins (ARM repeat super-family proteins) possess tandem arma-
dillo repeats and have been postulated to play different roles in plant development, morphogenesis,
defense, cell death, and signal transduction through hormone signalling. In The Arabidopsis Information
Resource (TAIR), we found 113 loci closely related to ARM repeat family proteins. This extensive group
of proteins was studied in flowers tissues by western blot using antibodies directed against the most
conserved region of the ARM repeat family proteins. The amino acid residues sequences from TAIR
were aligned and the resulting phylogenetic tree allows us to inferring their evolutionary relationships.
The main finding was the high similarity between the gene product of PuB16 (At5go1830, A. thaliana)
and ARc1 (Brassica napus). In order to search a possible role for PuB16 we carried out stress bioassays
using hormonal and saline approaches. Gene expression using RT-PCR showed that some of the ARM
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repeat super-family proteins are expressed both under salt or hormonal stress conditions. Particularly
these studies allowed to detect and semi-quantify PuB16 gene expression in normal or stress growth
conditions. In this approach it was revealed that, only in presence of GA, the expression of MRNA-PUB16
became evident. To morphologically verify the increasing number of germinated pollen grain in gibberel-
lins treated flowers, we used epi-fluorescence microscopy assay. These results suggest that PuB16 may
participate in GA signaling pathway favoring self-pollination.

Keywords: Pollen — stigma interaction; Gibberellins; E3-ubiquitin ligases.

Introduccién

La superfamilia de las proteinas con repeticiones armadillo estan presentes en animales y plantas y
son conocidas por jugar roles clave en varios procesos celulares que incluyen la transduccién de sefa-
les, la regulacion de las actividades del citoesqueleto, el proceso de importacion nuclear, la regulacién
transcripcional y la ubiquitinacién. Este tipo de proteinas poseen dominios con repeticiones armadillo
(ARM). Cada repeticion esta constituida por multiples repeticiones de 42 residuos de aminoacidos, que
se encuentran en los proteomas de todos los organismos eucariotas

Los dominios ARM estan altamente conservados y las super hélices derechas se encuentran
involucradas en interacciones proteina-proteina. Mientras que los dominios de repeticiones armadillo
se encuentran en todos los eucariotas, en plantas, algunos de ellos han evolucionado en dominios
unicos, tales como las combinaciones de dominios U-box y ARM, con funciones especializadas. Los
dominios de proteinas especificos de plantas U-box-ARM constituyen el grupo mas grande de la familia
de las proteinas con repeticiones ARM en todos los genomas analizados y los datos mas recientes han
implicado a estas proteinas como ubiquitinas ligasas E3. Los estudios mas recientes sobre las funciones
de estas proteinas no se han dilucidado para la mayoria de estas proteinas con repeticiones ARM en
plantas, aunque se ha sugerido su importancia en multiples procesos tales como autoincompatibilidad (si),
sefializacién hormonal y resistencia a las enfermedades (Coates, 2006). En relacién con el mecanismo
de sI, se ha observado que, en muchas especies de plantas, durante el proceso de polinizacion los
granos de polen se depositan sobre los pistilos de las flores de la misma planta o plantas genéticamente
idénticas, disparando los mecanismos de autoincompatibilidad. En plantas, las proteinas U-box estan
también involucradas en muchas vias especificas de sefalizacion (Gonzalez-Lamothe et al., 2006),
desempenfando roles en el control tanto de autoincompatibilidad como de pseudoautoincompatibilidad
(Liu, 2007); asi como también en respuestas al estrés abidtico (Yan, 2003).

La polinizacion es un paso crucial del ciclo de vida de las angiospermas, la mas importante interaccion
célula-célula en plantas con flores y este es el sistema de reproduccién sexual que han adoptado las
plantas con flores, donde el pistilo estd completamente desarrollado y compuesto por el estigma, el
estilo y el ovario (Dong, 2005). Este proceso es influenciado por varios factores: tipos de estigmas (por
ejemplo estigma seco o humedo) y receptividad del estigma (definido como la capacidad de capturar
polen por adhesion). El estadio apropiado del desarrollo del estigma es crucial para la receptividad:
sobre el estigma maduro, el polen maduro puede adherirse, hidratarse y germinar. Una polinizacion
eficiente entre los granos de polen y el pistilo dependen de la capacidad del grano de polen de adherirse
eficientemente a la superficie estigmatica (Wheeler, 2001).

La polinizacién puede ser clasificada en dos categorias, autopolinizaciéon o autogamia y polinizacion
cruzada o alogamia. En la naturaleza existe siempre un soporte para la polinizacién cruzada debido a
que este proceso asegura el mantenimiento de las especies y contribuye a incrementar la variabilidad
genética en funcién de proveer a las especies la adaptacion a las nuevas condiciones ambientales
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(Nasrallah et al., 2004; Sanchez et al., 2004). Para evitar la autofecundacién y promover el cruzamiento,
muchas plantas han adoptado mecanismos de S/ (Huang, 2006). En las plantas si, el polen no germina
sobre un estigma que expresa los mismos alelos S (esterilidad) que el polen paterno (Kusaba, 2001).

Los miembros de las Brassicaceae poseen estigmas secos y selectividad temprana en la captura del
polen luego de la polinizacién (Heslop-Harrison and Shivanna, 1977; Dickinson, 1995). Una vez que los
granos de polen entran en contacto con la papila estigmatica, solo los granos de polen reconocidos como
compatibles son aceptados, permitiendo a las plantas ignorar a los pélenes foraneos. Estas interacciones
compatibles parecen ser especificos de especie dentro de la familia, pero claramente pueden ocurrir mas
alla del nivel de especies (Hulskamp et al., 1995a). Por ejemplo, el éxito de las polinizaciones medido por
la penetracion de los tubos polinicos en el estigma, han sido observados en cruzas interespecificas e
intergenéricas en las Brassicaceae (Sampson, 1962; Hiscock and Dickinson, 1993; Lelivelt, 1993).

Arabidopsis pertenece a la familia de las Brassicaceae y posee estigmas secos con papilas
unicelulares grandes que interaccionan directamente con el polen (Nasrallah, 2000). Los eventos
secuenciales desde la adhesion del polen continuando con el crecimiento del tubo polinico a través del
pistilo hasta el évulo y la fertilizacién han sido documentados cuidadosamente a nivel ultraestructural
en Brassica spp y Arabidopsis thaliana (Hill and Lord, 1987; Elleman and Dickinson, 1990; Elleman et
al., 1992; Kandasamy et al., 1994; Hulskamp et al., 1995b; Lennon et al., 1998).

La interaccion polen-pistilo mejor caracterizada, es la respuesta S/ en Brassica (Heslop—Harrinson
and Shivana, 1977). La ruptura de la barrera de la s/ en flores en estadios avanzados es un fenémeno
conocido como pseudoautocompatibilidad o s! transitoria. Esta ha sido descripta como una estrategia
de garantia reproductiva que permite la autopolinizaciéon cuando las oportunidades de cruzamiento
se han agotado (Liu, 2007 and Tsuchimatsu et al., 2010). El fenédmeno de s/ parece ser controlado
esporofiticamente por un locus S simple, con multiples alelos o variantes y con un conjunto de relaciones
complejas de dominancia entre alelos (Bateman, 1955; Thompson and Tylor, 1966; Tarutani et al., 2010).
Sus componentes son el determinante masculino: la proteina rica en cisteina locus-s scr (Suzuki et
al., 1999; Schopfer et al., 1999; Takayama et al., 2000; Takayama et al., 2001 and Shiba et al., 2001); y la
determinante femenina: la glicoproteina del locus-s SLG, secretada por el estigma hacia la pared celular;
el receptor quinasa de la proteina del locus-s SRK localizado en la membrana plasmatica del estigma y
su blanco, la proteina con repeticiones ARM 1: ARC1, también producida en el estigma (Nasrallah, 2000).

ARC1 es una proteina requerida en el pistilo de Brassica para el rechazo del polen autoincompatible. Esta
proteina funciona corriente debajo del SRK. ARC1 promueve la ubiquitinacién y la degradacion proteosomal
de factores de compatibilidad en el pistilo, los cuales llevan al rechazo del polen (Stone et al., 2003). ARC1,
un regulador positivo de la autoincompatibilidad de Brassica, fue originalmente identificado en un rastreo
de proteinas que interactia activamente con el dominio SRK quinasa y une al dominio quinasa fosforilado
a través de su dominio ARM (Gu et al., 1998). El dominio SRK quinasa activa puede también causar
la re-localizacion de ARc1 desde el citosol al proteasoma asociado al RE cuando es transitoriamente
expresado en células By-2 del tabaco (Stone et al., 2003). Una segunda quinasa en la sefializacion de
autoincompatibilidad de Brassica, la proteina quinasa citoplasméatica Ser/Thr, designada como proteina
quinasa del locus-M (MLPK), también causa la relocalizacion de ARC1 a la region perinuclear y fosforila
muy eficientemente a ARC1 in vitro, sugiriendo que MLPK puede coregular a ARC1 en conjuncidén con SRK
(Samuel et al., 2008; Murase et al., 2004 and Kakita et al., 2007a; Kakita et al., 2007b).

El modelo propuesto predice siete dominios ARM en el extremo C-terminal en ARc1 (Stone et al.,
2003). La superfamilia de las proteinas con repeticiones ARM comparte una estructura tridimensional
conservada de repeticiones armadillo de hélices alfa de superhélices de giro a derecha (Coates,
2007) y ellas median diferentes procesos celulares incluyendo transduccién de sefiales, regulacion del
citoesqueleto, importacién nuclear, regulacién transcripcional y ubiquitinacién (Samuel et al., 2006).
Existen cientos de proteinas eucariotas con estas unidades estructurales en tdndem. El primer miembro
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de la familia de genes caracterizados en detalle fue el fenotipo mutante del segmento de polaridad
del gen armadillo de Drosophila (Riggleman et al., 1989). En mamiferos, su homdlogo 3-catenina, se
conoce que funciona en varios mecanismos que ocurren durante el desarrollo, regulando la expresion
génica y la adhesion célula - célula (Coates, 2007).

La existencia de la familia de proteinas con repeticiones ARM en plantas, parece estar relacionada
con diferentes funciones en transduccion de sefiales y del desarrollo, incluyendo la morfogénesis,
defensa y muerte celular, permitiendo predecir un mecanismo que ha sido conservado a través de
la evolucion eucaridtica. Un gran subconjunto de proteinas de Arabidopsis (i. €. ARABIDILLO-1 and -2)
similares a p-catenina contienen dominios ARM; ellas son parte de la familia de los U-box (puB) de
plantas (Mudgil et al., 2004; Samuel et al., 2006; Coates, 2007). En este trabajo se analizan, comparan
y predicen las relaciones entre la superfamilia de las proteinas con repeticiones ARM, presentes en
el genoma de Arabidopsis (Acosta et al., 2010a). Se han identificado secuencias nucleotidicas que
codifican proteinas con repeticiones ARM similares a B-catenina, presentes in A. thaliana, en los que
el ARNm no se verifican en plantas bajo condiciones normales de crecimiento, pero que comienzan a
expresarse bajo la adicion de giberelinas exégenas. La expresién del gen At5go1830 que codifica para
el polipéptido PUB16 bajo tales condiciones, sugiere que puede estar involucrada en la activacién de la
floracion via la activacion por giberelinas. Finalmente, se ha implementado un ensayo de polinizacion
para detectar y estudiar sistemas de si y sc.

Materiales y métodos

Condiciones de crecimiento de las plantas

Las plantas de A. thaliana (L.) Ecotipo salvaje Columbia-o [Col-0] fueron crecidas en una mezcla de
suelo estéril (autoclavado antes de su uso), vermiculita-perlita y humus. Las camaras de crecimiento
fueron ajustadas a 23 °C y 70% de humedad con un fotoperiodo de luz / oscuridad bajo iluminacion fluo-
rescente suplementada por luz incandescente que produce una intensidad de 100-150 mE/m=.s. La so-
lucion Hoagland modificada fue utilizada para irrigar las plantas de acuerdo a [44]: (NOS)zCa.4H20 0,55
mM; NOSK 0,52 mM; SO4Mg.7HEO 0,22 mM; PO4H2K 0,11 mM; BO3H3 0,046 uM; SO4Zn.7H20 0,00076
uM; SO4Cu.5HZO 0,00031 uM; Cl,Mn.4H,0 0,0078 uM; MoO4Na2.2HZO 0,00045 UM,; SO4Fe.7HZO g mM;
NaOH 2s5mM. La frecuencia de irrigacién fue dos veces por semana con 200 ml de solucion de Hoa-
gland modificada por placa (15 cm X 55 cm) conteniendo 64 potes (una planta / pote).

Induccion de estreses
Para los tratamientos con ABA (100 uM y 200 uM durante 2, 4, 8, 11 o0 24 horas) 50 flores seleccionadas
al azar de diferentes plantas (estadio 13 de acuerdo a [48]), fueron colocadas en un disco de poliesti-
reno con pequefos hoyos conteniendo soluciones de ABA. Todo el sistema fue colocado en una caja
de Petri. Para ambas concentraciones de ABA y los 5 tiempos ensayados, el experimento fue replicado
dos veces. Las flores tratadas con ABA fueron congeladas en N, liquido hasta su uso para extracciones
de ARN o proteinas. Como controles del experimento la fitohormona ABA fue reemplazada por (bdH,O).

El tratamiento con GA fue realizado en plantas florecidas (estadio 13 de acuerdo con [48]) usando el
rociado triple cada dos dias con 100 uM y 1000 uM de GA,en condiciones de crecimiento controladas en
camara. Los experimentos fueron replicados dos veces. De cada replica se colectaron aleatoriamente
50 flores estresadas y almacenadas en N, liquido hasta su uso para extraccion de ARN y proteinas.
Como control experimental, el GA fue reemplazado por el vehiculo (bdH,O).

El estrés salino fue realizado usando 50 mM y 100 mM de NaCl durante diez dias desde el estadio
de roseta hasta el de 8 hojas de acuerdo a [50]. Subsiguientemente, se retorné a la irrigaciéon con la
solucién de Hoagland. Los experimentos fueron replicados dos veces. De cada réplica se colectaron
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aleatoriamente 50 flores, las que fueron congeladas y almacenadas en N, liquido hasta su uso para
extraccion de ARN y proteinas. Como controles experimentales el NaCl fue reemplazado por solucion
de Hoagland.

2.2 Identificacion de proteinas de la superfamilia con repeticiones

ARM en el genoma de Arabidopsis

2.2.1 Analisis de Secuencias: Las secuencias fueron obtenidas a partir de la base de datos TAIR (The
Arabidopsis Information Research: http://www.arabidopsis.org/) y el alineamiento local de secuencias
multiples fue realizado utilizando la herramienta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) disponible on line
a través del NcBI (National Center for Biotechnology Investigation). El posterior alineamiento multiple
de secuencias fue realizado utilizando el programa bioinformatico Clustal XI 2.0 [45] (http://www.clustal.
org/clustal?/).

2.2.2 Prediccion de la estructura secundaria: ésta fue predicha usando bases de datos disponibles
en el sitio web. Los dominios presentes fueron definidos por las bases de datos SMART (Simple Modu-
lar Architecture Research Tool: http://smart.embl-heidelberg.de/), Pfam (domains Proteins and families
protein database: http://www.sanger.ac.uk/resources/databases/pfam.html) y UniProt (Universal Pro-
tein Resource: http://www.uniprot.org/).

2.2.3 Analisis filogenéticos: los arboles neighbor joining fueron construidos a partir de alineamientos
multiples usando el software NJ plot http://pbil.univ-lyon1.fr/software/njplot.html [46].

2.3 Ensayo de Polinizacion y microscopia de epifluorescencia

Para la microscopia optica y de fluorescencia, flores individuales abiertas (los estadios florales fueron
definidos antes [47] [48]) a partir inflorescencias control o estresadas fueron disecadas, los érganos
externos fueron removidos bajo un microscopio de diseccion. Los test de polinizacion [49] fueron rea-
lizados sobre 30 pistilos, fijados por 1 hora en etanol/acido acético 3:1 vol/vol]. Después del lavado
con agua destilada los pistilos fueron ablandados en NaOH 1N por 10 min a 65 °C luego neutralizados
en bufer fosfato salino 50 mM (pH 7.5). Finalmente las muestras fueron tefidas por 2 horas con azul
de anilina (Sigma) en 50 mg/ml en 50 mM bufer fosfato salino (pH 7,5) y montado sobre portaobjetos.
Como control de la tincion especifica, se usaron estigmas no polinizados. Se examinaron y cuantifica-
ron los granos de polen adheridos y penetrando en pistilos control comparados con los tratados con
GA,, por microscopia de epifluorescencia usando luz uv (filtro de excitacion 395 nm y filiro de emision
420 nm) (Olympus BX50).

2.4 RT-PCR

El ARN total fue aislado usando Trizol (Invitrogen). La calidad del ARN y su concentracion fue medida
por espectrometria uv a 260, 230 y 280 nm, su integridad fue chequeada en gel de agarosaa 1,5 % y
tratada con ADNasal |, libre de ARNasas (Fermentas). ADNc de primera hebra fue sintetizado a partir de
2 ug de ARN total tratado con ADNasa en 20 ul de volumen de reaccidn, usando la transcriptasa reversa
M-MuLV (Fermentas). Un décimo del ADNc first-strand fue usado como molde en 25 pl en una PCR de
25 ciclos (96 °C por 2 min, 94 °C por 1 min a 66,8 °C por 1 min y 72 °C por 1min) usando cebadores
especificos. Los productos de la PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% y
visualizados con luz uv antes de la sintesis del ADNc (First Strand cDNA Synthesis, Fermentas). Como
control interno se utilizé B-tubulina (At5g62700). Cebadores

F1: GAGAATGCTGATGAGTGCATGG / R1: CAGGGAACCTCAGACAGCAAGT (para Tubulina) y

F2: AATCGCCGGGATCAAGCACC / R2: GTGGCGGCGGAAATCTGGAG (para At5go1830).
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Extraccién de ADN: 50 mg de tejido fueron congelados en nitrégeno liquido y pulverizados usando
un micropildn. La extraccion de ADN gendmico fue realizada usando un equipo NucleoSpin® Plant Il
Genomic ADN kit de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Para chequear la integridad gendmica
del ADN se corrié un gel de agarosa 1,5% [51].

2.5 Western blot

Los extractos de proteinas totales de A. thaliana fueron obtenidos por congelamiento en N, y triturado
de 50 mg de tejido floral de acuerdo a [52]. La concentracion de proteinas totales fue determinada en el
sobrenadante por el ensayo de Bradford [53], usando BSA como estandar. Las muestras fueron carga-
das en dos SDS-PAGE 10 % estandares [54], transferidas a membranas de PVDF y sobre estas se realizd
el ensayo de western blot [51]. La eleccién del anticuerpo primario se basé en la evaluacion previa
(WebLogo 3.0 software: http://weblogo.threeplusone.com/) del grado de conservacion de los residuos
de aminoacidos en las repeticiones ARM de A. thaliana (no mostrado). Debido a su bajo nivel de con-
servacion se uso un anticuerpo que cubre una amplia area de las repeticiones ARM. Se selecciond el
anticuerpo policlonal anti-ARMc8 (H-300: sc-98534, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) que reconoce 7 re-
peticiones ARM de las 14 presentes en la proteina. ARMC8 es un anticuerpo policlonal dirigido contra los
residuos de aminoacidos 311-610 mapeados dentro de la regién interna del ARMC8 de origen humano.

2.7 Analisis Estadistico

El andlisis estadistico fue realizado usando los resultados del test de polinizacién en tejidos florales
estresados (+GA) y tejidos florales control (-GA). Los datos fueron analizados mediante un analisis
de varianza usando el software sAs (Statistical Analysis Systems, sAs. Institute, Inc., 1999). Los re-
sultados del andlisis de varianza (ANOVA) y el test de Tukey de las diferencias medias (a = 0,05) fue
realizado por niumero de granos de polen por estigma en plantas tratadas con giberelinas (+GA) vs
plantas control (-GA).

3. Resultados y discusion

En los estudios del proteoma de Arabidopsis se han encontrado un gran niumero de proteinas con re-
peticiones ARM y asociaciones de dominios semejantes a las repeticiones ARM [2] [42] [55] [56] [57]. La
familia de proteinas con repeticiones ARM pertenece a las PUB y algunas de ellas comparten estructuras
3D muy similares. (Fig. 1; [2]). Tal como fue previamente postulado por Mudgil et al. 2004 [42], el poco
numero de repeticiones ARM observados en AtPUBs y la homologia estructural 3D exhibida por puB16,
PUB17 Y ARC1 en nuestros estudios, puede estar relacionado con la adquisicién de funciones novedo-
sas. La mayoria de las proteinas de la familia con repeticiones ARM funciona como ubiquitina ligasas
E3 [56] en la regulacién de los procesos de muerte celular [58] y defensa [59] mediando la degradacién
dependiente de proteasoma. Este patron ubiquitina-proteasoma es usado por el patrén de sefalizacion
de GA, similar a lo que ocurre con auxina y jasmonato, para controlar la expresién génica a través de la
degradacion proteica [60] [61]. Ya que el GA se comporta como “florigen” para plantas de dias largos [62]
y siendo una clase de hormona involucrada en la regulacion del desarrollo floral en Arabidopsis [63], se
ha analizado como la expresion génica en floracion es afectada tanto bajo condiciones de crecimiento
normal como en los tratamientos con GA. Como fitohormona antagonista a GA, se decidié usar ABA,
debido a que esta altamente ligada a la expresion de ubiquitina ligasas E3 en otros modelos [64] [65].
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FIGURA 1. Estructura 3D y relaciones evolutivas predichas de las proteinas con repeticiones ARM

A la izquierda: visualizacidon molecular utilizando la herramienta PyMol en la que pueden observarse las similitudes
en el extremo C-terminal con repeticiones ARM con patrones de plegamiento de: ACRE276, ARC1, PUB16 y PUB17
(Acosta 2010). A la derecha: se muestra el arbol filogenético resultante de la relacion evolutiva entre ellos. Se us6
el software iTol disponible on line (Interactive tree of life [http://itol.embl.de/upload.cgi]) [77]. El algoritmo Neighbor
Joining se uso para la construccion y se indica en cada nodo los valores de bootstrap. Las distancias evolutivas se
muestran a la derecha de la figura

La caracterizacion de la superfamilia de proteinas con repeticiones ARM, fue realizada utilizando la
técnica de western blot usando como anticuerpo primario el ARMCS8.

El ensayo de immunoblot permiti6 identificar la mayoria de las proteinas con repeticiones ARM de A.
thaliana, agrupadas en tres clusteres bien definidos en todas las plantas estresadas (30 a 37 kDa; 55 a
6okDa y 75 a 8o kDa). Por el contrario, se observaron solo dos bandas en condiciones de crecimiento
normales (55 a 6okDa y 75 a 8o kDa) (no mostrado).

Para determinar si esta es una Unica proteina o un cluster, se comparé el peso molecular de los
113 loci para polipéptidos putativos disponible en el sitio web TAIR. De acuerdo a esto, los candidatos
fueron agrupados en 3 clusteres de pesos moleculares: grupo A, entre 75 a 8o kDa; grupo B, entre 55
a 6o kDa; y grupo c, entre 30 a 37 kDa. El grupo A corresponde a cinco proteinas con repeticiones ARM
putativas: AT5G01830, AT1G60190, AT5G67340, AT4G31520 y AT4G36550; el grupo B corresponde a
las seis proteinas con repeticiones ARM putativas: AT1G23940, AT4G31890, AT5G50900, AT5G22820,
AT2G45720 y AT3G1518; vy el grupo c corresponde a ocho proteinas con repeticiones ARM putativas:
AT3G43260, AT4G15830, AT5G11550, AT3G58180, AT1G08315, AT5G14510, AT3G01450 y AT1G15165.
A partir de este estudio podemos remarcar dos hechos importantes: primero, la expresion de todas
las proteinas con repeticiones ARM de los grupos Ay B se incremento en las condiciones de estrés
y segundo, la aparicion de una nueva banda correspondiente al grupo ¢ sélo condiciones de estrés.
A partir de estos resultados puede concluirse que en grupo C se encontrarian las proteinas con
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repeticiones ARM expresadas especificamente en el tejido floral bajo las condiciones de estrés
evaluadas.

A continuacion se realizd una busqueda bioinformatica en funcion de decidir cual de los tres grupos
de proteinas putativas con repeticiones ARM debe ser enfocada para los estudios de expresion génica.
Se realizé el alineamiento de 113 loci para los polipéptidos putativos disponibles en el sitio web TAIR
comparando sus secuencias de residuos de aminoacidos con los de ARc1. Esta comparacién produjo 57
candidatos finales, de los cuales sélo 19 poseen secuencias U-box ademas de las secuencias repeticiones
ARM. Dentro de este grupo hay dos proteinas cuyas secuencias estan estrechamente relacionadas a
ARC1: AT1G29340 (PUB17) y AT5g01830 (PUB16), de las que PUB17 es ampliamente conocida y estudiada,
seguida de PuB16. PUB17 actla como una ubiquitina ligasa E3 putativa y contiene cuatro repeticiones
ARM y un dominio U-box. Su homélogo funcional ACRE276 es requerida en muerte celular y defensa en
Solanaceae [59]. El alineamiento BLASTp ARC41/PUB17 produce 58 % de identidad y 74 % de similitud
(valor-E =0), mientras que ARC1/PUB16 exhibe un 34 % de identidad y un 51 % de similitud (valor-E = 1e-
75). Los porcentajes de identidad obtenidos a partir del programa bioinformatico ClustalX fueron: PuB16/
ARC1: 31; ACRE276/PUB16: 35; PUB17/PUB16: 36; ACRE276/ARC1: 53; PUB17/ARC1: 60 Y ACRE276/PUB17:
68 (Fig. 2). PUB16 contiene tres repeticiones ARM y un dominio U-box, asi puede inferirse que puede
funcionar como ubiquitina ligasa E3. Sin embargo, la similitud de los residuos de aminoacidos no permite
deducir funciones similares en los mecanismos de reconocimiento en B. napus y A. thaliana.

FIGURA 2. Alineamientos multiples entre ACRE276, ARC1, PUB17 y PUB16

Las secuencias alineadas fueron: Nt_ ACRE276, Bn_ARCH1, Atig2g340_PUB17 y At5go1830_PUB16. El esquema de
colores por defecto es el establecido de acuerdo a ClustalX. En cajas grises muestra segmentos de bajo escore. Un
“*” (asterisco) indica posiciones que tienen un residuo Unico y completamente conservado. A “:” indica conservacion

entre grupos de propiedades muy similares — con escores > 0,5 en la matriz de PAM Gonnet 250. Un “.” indica
conservacion entre grupos de propiedades débilmente similares - escores =< 0,5 en la matriz Gonnet PAM 250

PUB17 es una ubiquitina ligasa E3 y ha sido postulado que forma un complejo de sefializaciéon con una

quinasa similar a SRK1 analoga al complejo SRK/ARCH/ tiorredoxina de B. napus durante el rechazo del
polen autoincompatible en Brassica [36] [66].
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Dado que PuB17 ha sido completamente caracterizada y su posible funcién ha sido inferida [59], se
decidi6 estudiar PuB16, que de acuerdo al alineamiento y el analisis filogenético es otra proteina con
repeticiones ARM similar a ARC1 de A. thaliana.

PUB16 podria pertenecer a las proteinas con repeticiones ARM del grupo A detectado en el western
blot y su caracterizacién hipotética fue realizada usando la base de datos UniProt (http://www.uniprot.
org/) que provee libremente una fuente de la secuencia de proteinas e informacién funcional. Las cinco
secuencias pertenecientes al grupo A (AT4G31520, AT5G01830, AT1G60190, AT5G67340 y AT4G36550)
s6lo han sido evidenciadas a nivel transcripcional. De acuerdo a estos resultados, no se puede
establecer cual de los cinco posibles péptidos corresponden a la banda de expresién observada en los
resultados de nuestros western blot y deberan ser clarificados en experimentos futuros.

Consecuentemente, como un primer paso se decidié comenzar los estudios para evaluar los niveles
de expresion de PUB16 a nivel transcripcional en diferentes condiciones de estrés y en condiciones
normales en los mismos estadios de floracién. Los estudios de expresion usando técnicas de RT-PCR
para estudios de semi-cuantificacion de PUB16 revelaron que en presencia de GA, 1000 MM, se da
una significativa expresion génica de esta molécula; mientras que no existe expresion en condiciones
normales (—GA) o bajo tratamiento con ABA (Fig. 3) o con NaCl (no mostrado).

FIGURA 3. Geles de agarosa de RT-PCR teifiidos con bromuro de etidio. Amplificacion de dos productos: 241 pb
(PUB16, arriba) y 151 pb (control interno B-tubulina, debajo). El tratamiento con ABA 100 UM fue realizado por 2, 4,
8, 11y 24 horas pero sélo se expreso el control interno, asi como también en condiciones normales (-GA). Solo con
GA3 1000 UM (+GA) se obsevo la expresion del gen de PUB16. Control positivo: gDNA como molde de PCR; control
negativo: PCR sin cDNA molde (-). También se realizaron controles de la RT-PCR: ARN tratado con y sin ADNasa
sujetos a retro-transcripcion (no mostrado)

Recientes estudios realizados por Griffiths et al., 2007 [67] han demostrado que los genes involucrados
en el proceso de floracién solo son expresados si el sistema de represion llevado adelante por la
proteina nuclear DELLA es desensamblado por el patron de sefalizacion de GA. De acuerdo a esto, el
polipéptido PUB16 podria estar involucrado en el patron de regulacion de la degradacion por proteosoma
mediada por la ubiquitina ligasa E3, especificamente, la regulacion (que promueve la disminucién de su
expresion) involucrada en la inhibicion de sc.

Asimismo, los fenotipos de las plantas también fueron afectados por la adicién de GA exdgeno.
Plantas estresadas (+GA) exhiben menos altura y florecen antes que las crecidas normalmente (-GA).
Este cambio en la altura de las plantas corresponde al clasico efecto de GA que regula el crecimiento
e influencia varios procesos del desarrollo incluyendo la elongacion del tallo. Estos resultados son
consistentes con estudios previos que demostraron que experimentos fisiolégicos y genéticos en
Arabidopsis, han implicado al GA en el patron auténomo de floracion. La aplicacién exégena de GA
acelera la floracion en Arabidopsis de tipo salvaje [68].

Finalmente, el analisis morfolégico fue realizado para confirmar si existe un incremento significativo
en los porcentajes de autopolinizacién en las flores rociadas con GA. Este método permitié corroborar
que A. thaliana L. es autocompatible con granos de polen producidos por la misma planta. Las plantas
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rociadas con GA exhiben mayor nimero de granos de polen germinados sobre la superficie estigmatica
(+GA) que las plantas control (-GA) (Fig. 4). Es bien conocido que la fitohormona GA regula y participa
en el desarrollo y fertilidad de las flores de A. thaliana L. Sin embargo, no esta claro como GA regula
los ultimos estadios del desarrollo florar luego del establecimiento de sus identidades dentro de los
meristemos florales [63].

FIGURA 4. Polinizacién en pistilos con y sin GA

(a). Andlisis de varianza usando el test de Tukey de diferencia de las medias. Dicho test permitié determinar
que la aplicacion de GA, (+GA) en las plantas incrementa significativamente (p <0.001) el nimero de granos de
polen sobre los pistilos comparados con las plantas control (-GA). El analisis cuantitativo se realizé usando flores
autopolinizadas (estadio 13, Bowman 1994), las que fueron clasificadas en cuatro clases de acuerdo al nimero de
granos de polen (adheridos y tubos penetrando el estigma): 0-20, 21-40, 41-60 and >60 granos de polen. Puede
observarse un incremento notable en el nUmero de granos de polen germinados en condiciones de estés en los
granos de polen tefiidos con azul de anilina, (b). +GAy (c). -GA. Barra = 50 um (ImageJ: http://rsbweb.nih.govi/ij/).

Nuestros resultados muestran que el ARNm para puB16 fue especificamente detectado bajo estrés
hormonal por GA exdgeno (+GA) mientras que estuvieron ausentes sin GA (-GA). Adicionalmente por
western blot se observé una expresion incrementada a nivel proteico en los cinco polipéptidos putativos
clasificados en el grupo A, entre los cuales podria estar expresado nuestro candidato PuB16.

Los estudios bioinformaticos in silico, permitieron demostrar que las estructuras secundarias y
terciarias de la proteina PUB16 putativa, PUB17 y ARC1 exhiben un patron altamente similar, sugiriendo
funciones similares para las tres moléculas.

La proteina pPuB17, como ACRE276 (homdlogo funcional de proteinas con repeticiones ARM en
Nicotiana tabacum) podria tener actividad ubiquitina ligasa E3 requerida para la muerte celular en
plantas. PuB16 de modo similar a ARC1, en sistemas autoincompatibles, puede ser clave en el patron
de sefializacién en sistemas autocompatibles y sus niveles de expresion podrian ser regulados por GA.

El presente trabajo sugiere que GA promueve la expresion del gen PUB16; sin embargo, ya que su
substrato aun no ha sido identificado, no puede proponerse como actua. Los estudios de transduccion
de la sefializacion via GA, usando métodos genéticos, han llevado a la identificacién de componentes
de sefalizacién positivos y negativos [69]. Entre estos, los mas exhaustivamente caracterizados son
las proteinas DELLA. El mecanismo molecular por el cual las proteinas DELLA suprimen la respuesta a
GA no esta aun claro. El genoma de A. thaliana contiene cinco genes DELLA (RGA, GAIl, RGL1, RGL2, and
RGL3). Recientemente, se ha descubierto una cascada principal de sefalizacion via GA [70]: GA se una
a su receptor soluble GAIN SENSITIVE DWARF1 (GID1), disparando su interaccion con las proteinas DELLA
[67]. Esta interaccion estimula la unién de la proteina a una ubiquitina ligasa E3 via proteinas F-box
especificas, conduciendo a poliubiquitinacion y degradacion a la proteina DELLA por el proteosoma 26S.
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Mientras que esta relativamente simple cascada de sefializacién por GA involucra tres macromoléculas
principales: un receptor, una proteina DELLA y una proteina F-box, otros estudios han identificado
factores adicionales que afectan la respuesta a GA [71]. Seria sumamente interesante clarificar si los
genes ubiquitinas ligasas E3 son blanco de las proteinas DELLA o si también pueden interactuar con
estas proteinas como cofactores especificos. Los estudios de interacciones han sido usados para
identificar candidatos [72] y los ensayos in vitro de ubiquitinacidon pueden usarse para confirmar la
capacidad de las ligasas E3 para ubiquitinar estos substratos potenciales [73], [74], [75]- Sin embargo,
al presente no se han identificado el blanco potencial de ARCA.

Adicionalmente a la identificacion de los roles bioldgicos de proteinas PUB putativas, la comprension
de como son activadas estas ligasas E3 es un paso importante en la dilucidacion de sus funciones
fisiologicas.

Conclusiones

La superfamilia de proteinas con repeticiones ARM podria estar involucrada en interacciones protei-
na-proteina. Su analisis en esta planta modelo, permitira una mejor comprensién del mecanismo de poli-
nizacién a nivel celular y su posible participacion en su via de sefalizacion. El patron de sefializacion via
GA, aunque es poco conocido, se cree que esta relacionado a la fertilidad de las plantas. Por este motivo,
resulta de interés estudiar que genes son expresados tanto bajo condiciones normales como bajo estrés
hormonal y asimismo resulta importante caracterizar temporal y funcionalmente su comportamiento.

En este trabajo, la comparacion de secuencias revelé homologias estructurales significativas entre
ARC1Yy PUB16. Esta estrecha relacion permite inferir que pueden existir patrones de transduccion similares
en dos especies de Brassicaceae diferencialmente involucrados en la regulacion de la hidratacion del
grano de polen en los mecanismos de reconocimiento del polen propio y no propio. Los resultados
obtenidos, muestran que el agrupamiento de la superfamilia de proteinas con repeticiones ARM de A.
thaliana estd compuesto por tres grupos de acuerdo a los pesos moleculares. De acuerdo a nuestros
estudios de expresion génica, la adicion exdgena de GA promueve la expresion génica de PUB16, aunque
esto no ocurre bajo condiciones normales de crecimiento o en presencia de ABA. Estos resultados son
también consistentes con reportes previos donde se postula que la expresion génica de la superfamilia
de proteinas con repeticiones ARM en plantas esta sujeta tanto a estreses hormonales [76] o salinos [50].
Por otra parte, estos resultados sugieren que A. thaliana podria usar algun patron de sefalizacion via
GA que favorece la autopolinizacion, la fructificacién y la produccién de semillas bajo estrés hormonal. El
analisis mas profundo de la superfamilia de proteinas con repeticiones ARM podria mejorar la comprension
de su rol biolégico relacionado con diferentes vias de sefializacion.
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