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RESUMEN

El sistema de endomembranas (SE) incluye y funciona en base a la ruta
endocitica y secretoria y es fundamental en etapas del desarrollo y la vida de las
plantas y animales. A través de ambas rutas se destinan proteinas hacia los distintos
compartimentos del SE. Nuevos esfuerzos por entender mas acerca del tréfico a través
del SE se esta haciendo con el uso de pequeiias moléculas inhibidoras o activadoras.
Estas moléculas inhiben o activan bianco moleculares especificos con lo cual permiten
sobrellevar los problemas de la genética clasica, letalidad y redundancia genica, que se
presentan al estudiar el SE. Sortin2 es una de estas moléculas y se ha descrito que

produce alteraciones en el SE en Saccharomyces cerevisiae y en Arabidopsis thaliana.

En Arabidopsis, Sortin2 provoca fenotipos a nivel de planta completa que estan
relacionados con la respuesta a auxina y gue altera la localizacién de las proteinas
transportadoras de auxina, PIN1 y PIN2. El objetivo de este trabajo es la identificacién
del blanco celular de Sortin2, analizando especificamente qué trafico vesicular dentro
de! SE estaria afectando y como esta alteracién afecta procesos fisiolégicos de ia

planta, que estan controlados principalmente, por el transporte hormanal de auxina.

En la presente tesis se profundizé el andlisis y se describié que estas proteinas
son destinadas, por efecto de Sortin2, al compartimento endocitico lamado vacuola,
sin alterar el citoesqueleto celular. Ademas su efecto es selectivo, ya que altera la
localizacién solamente de ciertas proteinas. Coherentements, Sortin2 altera la ruta
endocitica del SE acelerando la internalizacidn de un marcador general de endocitosis.
Y finalmente, mediante dos estrategias diferentes, se observé que el blanco celular de

Soriin2 en la ruta endocitica esta localizado entre los EE/TGN y los LE/PVC.

xi



Las alteraciones que Sortin2 provoca sobre el SE y en especial sobre ios
fransportadores de auxina tienen importantes consecuencias. Sortin2 inhibe la
reorientacién gravitrépica, aumenta el niimero de raices laterales e inhibe el largo de la
raiz principal. Ademas, parece tener un efecto mas severo sobre raices embrionarias
que sobre las no embrionarias siendo coherente con el aumento del nimero de raices
laterales que provoca. La hormona auxina juega un papel principal en estos procesos
fisiolégicos. Sin embargo, la sefalizacion intracelular de auxina no es alterada por
Sortin2, ni a nivel del receptor SCF'® ni tampoco a nivel de la degradacion de los
represores Aux/IAA. Sortin2 es entonces un compuesto quimico con un efecto

especifico sobre el SE lo que genera importantes alteraciones fisiologicas.

Nuestros resultados han mostrado que Sortin2 puede ser una poderosa
herramienta para e! estudio del SE, distinta de otras drogas usadas clasicamente como
Wortmanina, Brefeldina A, Latrunculina B, entre otras. Ademas, hemos presentado
evidencia gue su uso en el estudio del SE puede entregar valiosa informacién acerca
fendmenos fisioldgicos tan relevantes como el gravitropismo o la generacién de raices

laterales
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ABSTRACT

The endomembrane system (ES) includes and operates using the endocytic and
secretory trafficking pathway and is critical for a correct development and fife of plants
and animals. Through both trafficking routes proteins are soried into different
compartments of the ES. Further efforts to understand more about the traffic through
the ES is being done with the use of small molecule inhibitors or activators. These
molecules inhibit or activate specific molecular targets, which is a useful approach to
overcome the common problems in classical genetics, lethality and gene redundancy,
which are very patented when studying the ES. Sortin2 is one of these molecules and
has been reported to cause alterations in the SE in Saccharomyces cerevisiae and

Arabidopsis thaliana.

In Arabidopsis, Sortin2 causes whole plant level phenctypes that are related to
auxin responsiveness and it also alters the localization of auxin transport proteins, PIN1
and PIN2. The aim of this study is to identify the cellular target of Sortin2, specifically
analysing what vesicular trafficking within the ES would be affected and how this
change affects plant physiological processes, which are controlled primarily by the

transport of the plant hormone called auxin.

In this thesis we went further with the analysis of the effects of Sortin2 and here
we describe that Sortin2 induces auxin transporters destination to the endocylic
compartment called the vacucle, without altering the cell cytoskeleton. Moreover, its
effect is selective, since only changes the location of certain plasma membrane
proteins. Consistently, Sortin2 alters the endocytic pathway of the ES since accelerates

the internalization of a general marker of endocytosis. And finally, using two different
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strategies, we observed that the target cell in the endocytic pathway Sortin2 is located

between the EE/TGN and the LE/PVC.

The alterations that Sortin2 causes on the ES and in particular in the auxin
transporters localization constitute a very important physiological impact. Prove of that
is the fact that Sortin2 inhibits gravitropic reorientation, increases the number of lateral
roots and inhibits primary root length. It also seems to have a more severe effect on
embryonic roots than non-embryonic root which remain consistent with the increased
number of lateral roots upon Sortin2. The hormone auxin plays a major role in these
physiological processes. However, Sortin2 at both the SCFTIR receptor level and the
degradation of the Aux/IAA repressors does not alter auxin intraceliular
signalling. Sortin2 is then a chemical compound with a specific effect on the SE, which

generates significantly physiological changes.

Our results have shown that Sortin2 can be a powerful tool for studying ES
different from other drugs used classically as wortmannin, Brefeldin A, Latrunculin B,
among others. We have also presented evidence that using Sortin2 in the study of ES
can provide valuable information about physiological phenomena as relevant as

gravitropism and lateral root generation.
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INTRODUCCION

1.1 Sistema de endomembranas en plantas

Una parte crucial del funcionamiento celular, como una unidad estructural y
funcional de organismos multicelulares, radica en el sistema de endomembranas (SE).
Alrededor del 50% de las proteinas de una célula son proteinas que trafican a través
de! SE. En la Figura 1 se observa un esquema simplificado que indica los componentes
y las dos rutas de tréfico, secretoria (rojo) y endocitica (azul), que componen al SE en
células vegetales. El trafico a través del SE se produce en vesiculas membranosas que
se forman desde un organelo dador y se unen al organelo aceptor sucesivamente
hasta llegar a su destino final {Bonifacino y Glick, 2004). Las proteinas que trafican en
el SE son sintetizadas en ribosomas unidos a membrana plasmatica del reticulo
endoplasmético (RE, Figura 1) y posteriormente son destinadas mediante la ruta

secretoria a distintos compartimentos.

La ruta secretoria (Figura 1, flechas rojas), considera el tréfico de las proteinas
sintetizadas en el RE hacia compartimentos posteriores como el aparato de Golgi (AG),
en donde se producen medificaciones post-traduccionales. Algunas profeinas son
destinadas posteriormente a membrana plasmética (MP), a fravés del sistema
endosomal, donde algunas pueden actuar como moléculas receptoras de importantes
sefiales para la célula desde su entorno (Geldner y Col., 2007). También pueden
formar parte de la pared celular o ser almacenadas o degradadas en vacuola (Surpin y

Raikhel, 2004).

El trafico endocitico (Figura 1, flechas azules) permite que ciertos componentes
de pared y de MP, sean internalizados y mantenidos en un poo/ intracelular de

proteinas en endosomas, que ie permiten a la célula reorganizarse rapidamente frente




a ciertos estimulos (Samaj y Col., 2004). Cierias proteinas en este proceso también

pueden ser destinadas a la vacuola para su degradacién o almacenaje (Laxmi y Col,,

2008).

Al analizar la ruta endocitica del SE (Figura 1), debemos considerar que la
endocitosis de las profeinas de membrana plasmatica implica el paso por dos
compartimentos: 1) Los endosomas tempranos (EE) que en células vegetales
corresponde al TGN (Trans Golgi Network) y 2) posteriormente los endosomas tardios
(LE), también llamado compartimento pre-vacuolar (PVC). Recieniemente, se ha
descrito la existencia de un segundo tipo de endosoma temprano (Richter, VoR y
Jirgens, 2009), llamados endosomas de reciclaje (RE). Los RE son estructuralmente
indistinguibles, en microscopia confocal, de los endosomas tempranos clasicos, pero
poseen una funcionalidad distinta (Viotti y Col.,, 2010). Estos endosomas acumulan
proteinas que presentan un ciclaje constitutivo entre membrana plasmatica y

endosomas (Dhonukshe y Cal., 2008a).
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Figura 1. Esquema del sistema de endomembranas. El tréfico de proteinas a traves
del sistema de endomembranas presenta dos rutas principales, secretoria y endocitica.
La ruta secretoria o biosintética que involucra el transporte de proteinas recién
sintetizadas en el reticulo endoplasmico (RE) hacia compartimentos del sistema de
endomembranas como el aparto de Golgi, la vacuola, la membrana plasmatica o el
exterior de la célula. La ruta endocitica involucra el tréfico de proteinas de membrana
plasmética o proteinas desde el exterior celular hacia compartimentos intracelulares y
eventualmente a la vacuola para su degradacion o almacenaje, pasando por
compartimentos intermedios como los endosomas tempranos (EE/TGN) y los
endosomas tardios (LE/PVC).

En general, la morfologia, localizacién y funcionamiento de los compartimentos
de endomembranas son altamente dinamicos y su regulacién es vital para la planta.
Esta dinamica del SE esta mediada por el citoesqueleto y por lo tanto es un punto
importante de regulacién del trafico vesicular a través del SE. Un ejemplo de la
importancia del citoesqueleto en el SE, es el movimiento de organelos como los
endosomas, ya que ha sido descrito como un movimiento dependiente de actina

(Dhonukshe y Col., 2008a).

En los ultimos afios se le ha adjudicado al sistema de endomembranas (SE)
una importante participacién en procesos fisiolégicos como el desarrollo de la planta,

los tropismos y hasta mecanismos de defensa al ataque de patégenos (Surpin y




Raikhel, 2004). La hormona auxina ha sido identificada como uno de los principales
factores involucrados en el control de los procescs mencionados (Taiz y Zeiger, 2010).
Se ha descrito una directa relacion de la sefializacion de la hormona auxina, con la ruta
endocitica. Esta relacién se explicaria principaimente por el papel que cumple el SE en
el fransporte polar célula a célula de la auxina. Este transporte de la auxina basa su
funicionamiente en la localizacién polar de los facilitadores del transporte de auxina, los
;que son destinadas de manera no polarizada a la membrana plasmética por la ruia
secretoria y posteriormente, mediante endocitosis, se establece su localizacion

polarizada (Dhonukshe y Col., 2008b; Geldner y Col., 2001).

1.2 Moléculas pequefias usadas en la investigacion del trafico a través del
sistema de endomembranas

Para e} estudio del trafico a través del sistema de endomembranas se deben
sobrellevar al menos dos problemas: 1) la redundancia génica y 2) los problemas de
letalidad de las mutantes en genes cuyos productos son importantes para el
establecimiento del sistema. Las investigacion en base a la genética clasica no puede
lidiar con estos problemas en el estudio del SE. Esto se ha intentado resolver a través
del uso de pequefas moléculas, agonistas o inhibidores biolgicos, cuya accion
permita estudiar al SE, sin las complicaciones antes mencionadas (Kaschani y van der
Hoorn, 2007). El uso de estas pequefias moléculas ayudarian a dilucidar ia interaccion
de complejas redes celulares (Hicks y Raikhel, 2009) y constituyen una poderosa
herramienta de precision en la investigacion en biologla celular de plantas (Raikhel y

Pirrung, 2005).

En Ia Tabla | se resumen algunos de los compuestos quimicos actualmente
usados en la investigacién en tréfico a través de SE. Existe una alta variedad en el tipo

de mecanismo por el cuél estas drogas producen finaimente una alteracién en el trafico




a través del SE. Algunas drogas inhiben la fosforilacién de proteinas, otras inhiben
procesos de degradacion proteica, ofras alteran el citoesqueleto (Latrunculina B y
Colchicina) y. otras actiian sobre componentes moleculares que asisten la formacion de
las vesiculas que trafican a través del SE. Sin embargo, a pesar de la variedad
existente, hay una constante biisqueda de nuevos miembros de esta caja de
herramientas para la investigacién celular, ya que los esfuerzos aln son insuficientes
para dilucidar completamente la compleja red de interacciones que subyace al SE

(Raikhel y Pirrung, 2005).

Las actividades especificas para estas moléculas (Tabla I) esta, en la mayoria
de los casos, altamente estudiada y especificamente identificada. Brefeldina A (BFA),
por ejemplo, altera el reciclaje constitutivo de proteinas de membranas plasmatica. El
trafico desde endosomas a membrana plasmatica es sensible a esta droga, ya que
BFA inhibe la accion de una proteina llamada GNOM que es crucial para la formacién
de las vesiculas mediando e! reclutamiento de proteinas accesorias de cubiera
(Geldner y Col., 2001). Otra droga ampliamente usada en biologia celular es MG132
(Tabla 1) que inhibe la actividad del proteosoma y, por lo tanto, la degradacion de

proteinas ubiquitinadas (Hayashi y Col., 2008).




Tabla I. Compuestos quimicos de bajo peso molecular usados en la investigacién
de biologia celular de plantas

Nombre del Compuesto PM (DDa) Funcién/Blanco

Moduladores de la fosforilacion
Wortmanina 428 Inhibidor de fosfoinositol 3-quinasa (P13-K)
Cantaridina 168 Inhibidor de fosfatasa

Hoduladores de In protedlisis
MG132 475 Inhibidor de sintesis de proteinas
Bestatina 308 Inhibidor de aminopeptidasa

Moduladores del trdfico de membranas
Latrunculin B 395 Inhibidor de polimerizacién de actina
Brefeldina A 280 Inhibidor de trifico vesicular
Colchicina 399 Inhibidor de ensamblaje de proteinas
Monesina 667 Inhibidor de tramsporte intracelular de proteinas
Oryzalin 348 Inkibidor de polimerizacion de tobulina

Otros
Tunicamicina 830 Inhibidor N-acetilglucosamina transferasas
Cicloheximida 281 Inhibidor de sintesis de proteinas
Bafilomicina 622 Inhibidor de protn-ATPasa vacuolar
Quinidina 326 Inhibidor de 1a exudacidén de saiz

En la identificacidn de este tipo de moléculas, la genémica quimica esta
adquiriendo un papel cada vez méas importante (Carter, Bednarek y Raikhel, 2004,
Robert y Col., 2008). Esta nueva estrategia contempla el uso de librerias quimicas de
compuestos sintéticos de diversa naturaleza estructural. Aquellas que generen un
fenotipo particular, en un determinado sistema biolégico, son seleccionadas como
candidatas a formar parte de las herramientas de investigacién en biologia vegetal.
Mediante esta estrategia se han identificado compuestos como la droga Endosidina
(Robert y Col., 2008), cuyo blanco celular el trafico. Pero, otros compuestos quimicos,
también identificados por genémica quimica, como los compuesto Sortins (Zouhar,
Hicks y Raikhel, 2004), ain no poseen un blanco celular ni molecular conocido. Las
ventajas del uso de estas nuevas moléculas para resolver problemas bioldgicos, se
refuerzan, con una detallada caracterizacion de sus efectos en busca de la

identificacion de su blanco.




1.3 Sortin2 y sus efectos a nivel celular y fisiolégico en A. thaliana

Sortin2 es un compuesto quimico sintético de baja masa molecular identificado
usando una librerfa quimica de cerca de 4.800 miembros. Se buscé aquellos que
causaran la secrecion hacia el medio extracelular en levaduras de la proteina
carboxipeptidasa (CPY), localizada en la vacuola. Catorce compuestos resultaron ser
activos bajo este criterio. Aquellos que son ademés, bioactivos en A. thaliana se les
denominé Sortin (Sorting inhibitors) {Zouhar, Hicks y Ralkhel, 2004). Sortin2 es uno de

estos compuestos bioactivos en levaduras y en la planta Arabidopsis thaliana.

El SE de Arabidopsis es alterado por Sortin2, ya que la proteina CPY, al igual
que en levaduras, es destinada incorrectamente al medio extracelular en tratamientos
con el compuesto quimico (Figura 2A, Norambuena y Col., resultados no publicados).
Por otro lado, Sortin2 afecta notoriamente la localizacion de los componentes
moleculares del transporte de auxina, las proteinas PIN, en células vegetales. Esto
evidencia la transversalidad del efecto de Sortin2 entre sistemas biolégicos, como
levaduras y plantas, cuyo SE es altamente conservado. En mi seminario de titulo se
establecié que Sortin2 induce la acumulacién de proteinas PINT y PIN2 en
compartimentos intracelulares de gran tamafio que tienen morfologia de vacuola

(Figura 2B, Pérez, 2009).

Coherente con aiteraciones en el sistema de fransporte de awxina, Soriin2
induce un marcado efecto a nivel fisiolégico. Plantulas de Arabidopsis germinadas en
presencia de Sortin2 (Figura 2C) presentan fenotipos caracteristicos como: 1)
inhibicién del crecimiento de la raiz 2) alteracion de la orientacién gravitropica. Ambos
fenotipos alterados son procesos fisiolégicos que estan gobernados por ia sefializacion

de la hormona auxina. Eso sugiere que los efectos a nivel de toda la planta podria ser




una consecuencia de la alteracién en la localizacién de los transportadores PIN de la

hormona auxina.

Sortin2 %

Region Polar
Apolar

Figura 2. Estructura quimica y efectos celulares y fisiolégicos de Sortin2. (A)
Inmunomicroscopia electrénica de células de hipocétilo de Arabidopsis thaliana. La
inmunolocalizacion con particulas de oro permite observar a la proteina CPY (flechas
negras) en el espacio extracelular en plantas tratadas con Sortin2 a diferencia de lo
que se observa en condiciones control (Norambuena y Col., resultados no publicados)
(B) Microscopia confocal de células de la punta de la raiz de Arabidopsis thaliana. La
proteina PIN2:GFP se acumula en cuerpos intracelulares de gran tamafio (flechas
rojas) en células de plantas tratadas con Sortin2 (Pérez, 2009). (C) Analisis fenotipico
de pléantulas de Arabidopsis thaliana que han sido germinadas en Sortin2. Las plantulas
crecidas en presencia de Sortin2 muestran un reducido tamario. Es evidente ademas la
aparicién de raices adventicias, raices laterales que se originan desde el hipocdtilo, en
plantas tratadas con Sortin2 (flechas negras). Ademas, las plantas muestran una
perdida de orientacion gravitropica (flechas azules) (Pérez, 2009).




Existen otros procesos fisioldgicos de la planta que estan relacionados con un
correcto funcionamiento del SE, que también son alterados por Sortin2. Andlisis
realizados en Arabidopsis y Nicofiana tabacum {tabaco), demuestran que Sortin2
inhibe la germinacién del polen y altera la polaridad de la elongacion del tubo polinico
(Norambuena y Col., resultados no publicados). Ambos fenotipos estan fuertemente
ligados a una destinacién de componentes celulares hacia determinadas zonas de la

célula a fravés del SE.

Sortin2 presenta una interesante relacion entre sus efectos fisiologicos, el
transporte polarizado de las auxinas y ademés el trafico vesicular en el SE. La
hormena auxina es crucial para el desarrolio de la planta, ejerciendo su efecto
principalmente a través de un correcto flujo por sus tejidos (ver seccién 1.4.1). Por otro
lado, la adecuada localizacion celular de los transportadores de auxina es fundamental
para este correcto flujo y, como se ha sefialado antes, esta localizacion, esta mediada
por un adecuado trafico vesicular. Estos antecedentes posicionan a Sortin2 como un

compuesto muy interesante de estudiar.

1.4 La seiializacion hormonal comanda importantes cambios fisiolégicos en

Arabidopsis

Los animales a lo largo de la evolucién han adquirido elaboradas capacidades
sensoriales y de locomocién, mientras que las plantas han evolucionado hacia la
tolerancia fisioldgica y una mayor plasticidad fenotipica. La flexibilidad fenotipica de las
plantas es una consecuencia de apropiados cambios fisioldgicos. Muchos de estos
procesos se encuentran regulados por moléculas sefializadoras llamadas hormonas.
Dentro de las primeras hormonas caracterizadas y més estudiadas encontramos a la

auxina.
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1.4.1 Importancia de la auxinas en el desarrallo de Arabidopsis

Las auxinas juegan un rol primordial en muchos procesos fisiologicos en
plantas como la polaridad, el desarrollo embrionario y del fruto, organogeénesis,
diferenciacién tisular vascular, tropismo, formacién del gancho del hipocétilo y
dominancia apical (Paciorek y Frimi, 2006; Rashoite y Col, 2000). En general, las
auxinas como IAA 6 IBA, han sido implicadas en casi todos los aspectos del
crecimiento y desarrollo de plantas.

Para promover cambios durante el desarrollo, la hormona vegetal auxina
provoca una referencia espacial y temporal, mediante su acumulacion lacal en
determinadas células (Frim y Col., 2003).

1.4.2 Sefializacién de la hormona auxina

El primer paso requerido para la sefializacién de auxina es el transporte de esta
hormona hasta las zonas de acumulacién. El movimiento de esta hormona en la planta
se produce a través del sistema vascular y del transporte polarizado de célula a célula
(PAT, del inglés Polar Auxin Transporf). Sin embargo, este Ultimo mecanismo es el
mas importante para los efectos que |a auxina produce (Taiz y Zeiger, 2006).

El segundo paso en la sefializacion de las auxinas, luego de su transporie,
corresponde a la sefalizacién intracelular. Esto requiere de un receptor de la hormona.
A la fecha, se han descrito al menos dos mecanismoes por los cuales las auxinas
serian sensadas; las proteinas ABP1 {auxin binding protein 1) y TiR1 (fransport
inhibitor responset). Se conoce mucho acerca de la estructura e incluso del
mecanismo molecular de unién a auxina de la proteina de union a auxina, ABP1
{(Henderson y Col, 1997). Sin embargo, la via de sefializacion de auxina mas
convencional y mas extensamente caracterizada usa el receptor TIR1 es (Mockaitis y

Estelle, 2008; Taiz y Zeiger, 2010)
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El modelo actual de la sefializacion de auxinas sugiere (Mockaitis y Estelle,
2008) que Ja hormona auxina ingresa a la célula y luego interactia con el complejo
nuclear, formado por TIR1 y proteinas accesorias, SCF™ (Figura 3). Ei receptor
SCF™R unido a auxina, actiia como una enzima E3 ubiquitina ligasa marcando a las
proteinas Aux/IAA (auxina/acido 3-indol aceético), para su degradacién mediada por el
proteosoma. La degradacion de las proteinas AuX/IAA impide la formacién de
heterodimeros con los factores de transcripcién ARF (Auxin Response Factors). Los
factores ARF liberados de la regulacién negativa por Aux/IAA comandan la expresion
de una red de genes que responden a auxina, guiando asi, un apropiado desarrollo y

crecimiento de la planta (Zhao y Col., 2003).

Sortin2 provoca fenotipos relacionados con la funcion fisiologica de auxina que
podrian estar explicados por el efecto que tiene Sortin2 sobre el SE. Sin embargo,
existen otras drogas que provocan este tipo de fenotipos, alterando directamente los
mecanismos moleculares de fransduccion de la sefial intracelular de awxna.
Toyocamicina y Yokonolide B, por ejemplo, son drogas que estabilizan a los represores
Aux/IAA (Hayashi y Col.,, 2003; Hayashi y Col., 2009). Por lo tanto, una segunda
explicacion de los efectos fenotipicos que se cbserva en las plantas tratadas con
Sortin2, seria que Sortin2 acttia como un estabilizador de las proteinas Aux/IAA,

alterando la sefializacion intracelular de auxina. ‘
i

Dado los efectos que Sorfin2 provoca en Arabidopsis debemos, entonces,
evaluar el efecto del compuesto quimico tanto sobre el sistema de endomembranas y
su funcionalidad, como también, en la sefializacién intracelular de la hormona auxina.
El andlisis de Sortin2 en la sefializacién intracelular de esta hormona requiere
considerar al menos en dos puntos claves, la funcionalidad del complejo receptor de

auxina y la estabilidad de las proteinas Aux/lAA.
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Figura 3. Esquema simplificado de la sefalizacién intracelular de auxina. La
sefalizacion intracelular de auxina es mediada por proteinas ARF y Aux/IAA. Las
proteinas Aux/IAA forman un complejo que impide a las proteinas ARF (factores de
transcripcién) activar genes de respuesta a auxina. Cuando la auxina ingresa a la
célula, e interactiia, en el nucleo, con varias proteinas formando el complejo SCF™ El
complejo SCF™ actiia como una E3 ubiquitina ligasa, promoviendo la degradacién de
los represores Aux/IAA via el proteosoma (Taiz y Zeiger, 2010).
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HIPOTESIS

Hipotesis de Trabajo

Sortin2 afecta mecanismos endociticos, causando una deslocalizacion de los
transportadores de auxina, provocando alteraciones fisiolégicas en Arabidopsis
thaliana.
Hipétesis Alternativa

Sortin2 no afecta mecanismos endociticos, sino que afecta la via de
sefiglizacion de auxina a nivel del receptor & de proteinas represoras Aux/IAA,

causando alteraciones fisiolégicas en Arabidopsis thaliana.

OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar los efectos de Sortin2 sobre el sistema de endomembranas y la
destinacién polar de las proteinas facilitadores de auxina y las consecuencias sobre ia
via de serializacién de auxina.
Obijetivos Especificos
1. |dentificar el efecto de Sortin2 en el funcionamiento del sistema de endomembranas.
2. Identificar a qué nivel del irafico vesicular de! sistema de endomembranas actda
Sortin2.
3. |dentificar la relacion entre el efecto de Sortin2 a nivel celular en la localizacién de
las proteinas PIN con la pérdida de una apropiada respuesta fisiclogica en plantulas
graviestimuladas en Arabidopsis thaliana.

4. Evaluar el efecto de Sortin2 sobre la via de sefializacidn de auxinas.
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METODOS

2.1 Lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana fue el modelo biolégico de estudio para todos los
experimentos realizados en esta tesis. Las ventajas de usar esta planta como modelo
han sido ampliamente discutidas en la literatura cientifica (Leonelli, 2007). En este
trabajo se usaron lineas transgénicas (Tabla Il) de Arabidopsis thaliana que fueron
facilitadas por los respectivos laboratorios en donde se generaron y forman parte del
banco de semillas del laboratorio de la Dr. Lorena Norambuena. Para los estudios de
Sortin2 sobre la sefalizacion de auxinas se usaron las lineas HS:AXR3NT:GUS y axr1-
12 facilitadas por el laboratorio de Dr. Mark Estelle, Universidad de California, San
Diego, EE.UU. Todas las otras lineas transgénicas que la Tabla Il enumera fueron
usadas en los analisis de localizacion de marcadores celulares.

Tabla . Lineas de Arabidopsis thaliana usadas para los analisis de Sortin2
sobre el sistema de endomembranas y la sefializacion de auxinas.

Nombre de lalinea  Localizacion subcelular* Referencia
ARAB:GFP Endosomas Grebe y col., 2003
ARA7.GFP LE/PVC Jaillais y col., 2006
SYP22.YFP LE/PVC y Tonoplasto Robert y col., 2008
PIP2A:GFP MP Tian y col., 2004
PHOT1:YFP MP Sakamoto y Briggs, 2004
ABD2:GFP Citoesqueleto de Actina Wang y col., 2004

BRI1:GFP MP/RE Russinova y col., 2004
PIN2:GFP MP/RE Xu y Scheres, 2005
PIN1:GFP MP/RE Benkiva y col., 2003
PIN7:GFP MP/RE Blakeslee y col., 2007
AUX1.YFP MP/RE Kleine-Vhen y col., 2006
AXR3NT:GUS - Grey y col., 2001
axri-12 B Lincoln y col., 1990

*Endosomas de reciclaje (RE), Membrana plasmatica (MP).

2.2 Esterilizacion de semillas

Las semillas de todas las lineas usadas fueron esterilizadas mediante un

protocolo estandar que consiste en los siguientes pasos: 1) lavar entre 300 — 600
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semillas con 1 mL de etanol 95% v/v (calidad analitica) durante 5 minutos en agitacion
moderada. 2) luego incubar las semillas con 1 mL de solucién etanol 70% v/v TX100
0,1% viv por 15 minutos en agitacion moderada. 3) lavar con 1mL de agua estéril 5
veces, agitando brevemente entre cada lavado 4) incubar las semillas en 1 mL de agua
estéril a 4°C en oscuridad durante al menos 48 horas antes de usar. Este ultimo paso,
llamado estratificacién en frio, permite sincronizar la germinacion de las semillas.
2.3 Cultivo de plantas

Las semillas de las lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana de la seccion
2.1 fueron germinadas y crecidas en placas de cultivo. Las placas se dispusieron
verticalmente para que las plantulas crecieran en la superficie del Medio Sdlido de
Cultivo (MSC) de plantas (MS 0,44% m/v [Phyto Technology Laboratories #M519)],
sacarosa 2% mlv, fitoagar 0,7% mi/v, 0,01% mioinositol m/v, MES 0,05% m/v, pH 5.7).
Todas las plantulas fueron cultivadas en condiciones estandares de crecimiento a 22°C
y fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad con una intensidad luminosa de
6.000 lux.

El crecimiento de las plantas en placas de disposicion vertical es altamente
recomendado cuando las plantulas van a ser manipuladas para realizar tratamientos,
ya que permite traspasar la plantula de un medio a otro provocando un menor

deterioro.

2.4 Tratamientos con Sortin2

Los tratamientos con Sortin2 se realizaron a concentraciones de 25 ¢ 50 ug/mL
diluyendo una solucién stock de 20 mg/mL en Medio Sélido de Cultivo 6 Medio Liquido
de Cultivo (MLC) segln fuese necesario. El MLC contiene lo mismo que el MSC a
excepcion de agar. La condicién control, para los anélisis de los efectos de Sortin2, fue

MSC o MLC de plantas conteniendo DMSO 1%. Esta concentracion final 1% viv de
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DMSO no afecta el desarrollo de las plantas (Zohuar y col, 2004). Por dltimo, todas las
soluciones con Sortin2 fueron incubadas duranie 96 horas en condiciones de
fotoperiodo (16 horas luz y 8 horas oscuridad, con intensidad luminosa de 6.000 lux).

2.5 Analisis de 1a localizacién subcelular de los marcadores del sistema de
endomembranas

El analisis de Ia localizacién subcelular de los marcadores detaliados en ia tabla
Il se realizé mediante microscopia confocal. Se comparé la ubicacién de los
marcadores en plantulas que fueron sometidas a tratamientos con Sortin2 con aquellas
que recibieron tratamiento control.

Las observaciones se realizaron en las zonas meristematicas y de elongacion
de la punta de la raiz de las plantulas, a excepcion del marcador PHOT1.GFP que se
observé en células del hipocétilo, Cada marcador fue analizado en el tipo celular en &l
que se ha descrito su localizacion (Revisado en Kleine-Vehn y Friml, 2008). PIN1 se
localiza en el tejido vascular, PIN2 en epidermis y corteza, PIN7 en columela y los otros
marcadores en todos los tejidos de la punta de la raiz.

Los tratamientos utilizados fueron:

1. Pléntulas germinadas en las placas de fratamientos. Semillas de las lineas
marcadoras fueron sembradas en placas de tratamiento de Sortin2.

2. Pléntulas de 7 dfas trasladadas a placas de tratamienfo. Plantulas de 7 dias
de las lineas marcadoras fueron trasladadas desde el MSC en el que crecieron hasta
ias placas de tratamiento preparadas segtn lo descrito en la seccién 2.3.

Se usd el microscopic confocal Zeiss LSM 510 y Olympus FV1000. Se usd los
laseres de excitacion 488 y 514 nm, para GFP e YFP, respectivamente. Se capturd la
fluorescencia de ia proteina GFP en el rango 505-530 nm, mientras que para YFP se
usé el filtro 530-600. E! analisis de las imagenes se realizd con los programas

Macnification 1.5.1 (Orbicule® 2008) e Imagej 1.40 (Wayne Rasband, NIH, USA).
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2.8 Internalizacion del trazador de endocitosis FM4-64

Plantulas silvestre del ecotipo Col-0 fueron incubadas en FM4-64 5 uM en MLC
durante 10 minutos a 4° C en oscuridad. A esta temperatura se inhibe la endocitosis y
el marcador solo se acumula en los {imites celulares sin ingresar a las células. Luego
se incubd a temperatura ambiente (~22° C) en MLC. Se observd la localizacién de
FM4-64 a los tiempos de 0, 60 y 120 minutos de incubacion a temperatura ambiente,
mediante microscopfa confocal, La localizacién de la tincién se visualizé usando el
microscopio confocal Zeiss LSM 510 al excitar a 514 nm, recogiendo [a emisidn usando
el filtro LP560 (Boite y col, 2004).

2.7 Tratamiento con drogas que interfieren el sistema de endomembranas

Los plantulas de 7 dias fueron incubadas en placas de cultivo de tejido de 8
pocillos conteniendo Medio liquido de cultivo (MSL) con las distintas drogas. Para
evaluar el efecto de Sorfin2 sobre e! citoesqueleto se usaron drogas ampliamente
usadas en estos andlisis como lo son Latrunculina B y Oryzalin (Geldner y Col., 2001).
Latrunculina B es un compuesto quimico que une actina G y por lo tanto impide la
unién de los mondmeros de actina al filamento causando su depolimerizacion. La
droga Oryzalin, depolimeriza microtibulos, e! segundo componente importante del
citoesqueleto. Las concentraciones de droga utilizadas fueron las recomendadas en la
literatura, Latrunculina B 20 uM (stock de 20 mM) y Oryzalin 10 uM (stock de 100 mMj)
(Kieine-Vehn y Col., 2008).

Para aislar el componente secretorio del endocitico, se uso la droga
Cicloheximida {50 uM, stock de 50 mM) que actlia como un inhibidor de la sintesis de
proteina, ya que inhibe a la enzima peptidil transferasa en el ribosoma generando una

inhibicién de la elongacién traduccional. Esto permitio visualizar mediante microsocopia
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confocal la acumulacion de proteina proveniente exclusivamente a través de la ruta
endocitica.

Para analizar el efecto de Sortin2 sobre el primer paso de la endocitosis que
corresponde a la internalizacion desde la membrana piasmatica, se usd la droga BFA
(50 uM, sotck de 5 mg/mL) que actiia como inhibidor del tréfico desde endosomas a
membrana plasmatica.

Para analizar el tréfico del transportador de auxina PIN2 hacia la vacuola se usd
la droga Wortmanina (15 uM, stock de 30 mM) que corresponde a un inhibidor de ia
enzima fosfatidilinositol 3-quinasa (P13K). En plantas, se ha descrito como un inhibidor
del trafico vesicular desde ef compartimento pre-vacuolar (PVC) hacia la vacuola.

2.8 Analisis del fenotipo provocado por Sortin2 en A. thaliana a nivel de planta
completa.

Para comprobar que las alteraciones que produce Sortin2 en el fenotipo de
Arabidopsis son independientes de un posibie efecto en el desarrcllo embrional de la
planta, se evalué su efecto sobre plantulas de 7 dias. Se consideraron los efectos de
Sortin2 en términos de la inhibicién del crecimiento de la raiz principal y de la alteracién
de la respuesta gravitrépica. Para evaluar lo anterior, se obtuvieron plantulas de 7 dias
de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 en condiciones de cultivo. Luege, las plantulas
obtenidas fueron trasladadas a MSC conteniendo Sortin2 a distintas concentraciones
(25 y 50 pg/mL) y dispuestas durante 4 dias a las mismas condiciones que antes del
traslado a las placas de tratamiento. Para el andlisis de reorientacién gravitropica, las
placas de tratamiento se dispusieron en 90° con respecto al vector de gravedad. Las
plantulas fueron fotografiadas a los 4 dias de tratamiento, usando una camara

fotografica FUJIFILM FINEPIX $1500 en modo Super Macro. Las imagenes fueron

luego procesadas con el programa computacional Macnification 1.5.1 (Orbicule® 2008)

para medir el largo de la raiz y con Keynote® para medir el angulo de la curvatura de la

E
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raiz como respuesta gravitropica. Para el tratamiento de datos se usaron los
programas computacionales Microsoft Excel® y R Statistics®.
2.9 Degradacion diferen-cial de PIN2 bajo el efecto de Sortin2

Para la evaluacion del efecio de Sorin2 en la degradacion diferencial del
transportador PIN2 en las caras superior e inferior de la punta de la raiz, se determiné
la cantidad de proteina PIN2 acumulada mediante microscopia, posterior a un
tratamiento de reorientacién gravitrépica en oscuridad. Para esto, se emplearon
plantulas de la linea transgénica PIN2:GFP crecidas verticalmente en MSC durante 7
dias. Luego, las plantulas fueron trasladadas a las placas de tratamiento que son
descritas en la seccion 2.4. Las placas fueron envueitas en papel aislante de laluz y al
mismeo tiempo dispuestas en 90° con respecto al vector de gravedad durante 3 horas.
Al término del tratamiento se observaron con microscopia confacal, considerando que
las bases teérico-6pticas del microscopio indican que se genera una inversién de la
imagen.

2.10 Andlisis del efecto de Sortin2 sobre la linea mutante axr?.

Para analizar si la ausencia del producto génico en la linea axr7-12 otorga
resistencia al efecto de! quimico Sortin2, se compararon los efectos de éste en la
planta mutante con respecto a la silvestre. Los rasgos seleccionados para la
comparacién son el largo de la raiz principal, el largo y el nimero de raices laterales,
luego de cuatro dias de tratamiento con Sortin2.

Se realiza el mismo procedimiento que en la seccidn 2.8, con excepcion que
para el andlisis de axrf-72 versus silvestre, la cuantificacién de los rasgos

seleccionados estan hechos sobre las plantas estimuladas gravitrépicamente.




20

2.11 Anélisis de los niveles de expresion de PIN2 bajo la accién de Sortin2.

Para descartar que la destinacion de PIN2 a vacuola provocada por Sortin2 es
consecuencia de una regulacion transcripcional de PIN2, se analizé los niveles de
transcrito de PIN2 en distintos tiempos de tratamiento con Sortin2. Para esto, se
recolectaron aproximadamente 15 pléntulas (25 mg) silvestres ecotipo Col-0 crecidas
en MSC durante 7 dias. Las pléntulas recolectadas fueron dispuestas en MLC
conteniendo DMSO 1% (control) ¢ Sortin2 50 pg/mL durante 0, 2, 4 y 6 horas. Las
muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -80 °C hasta su
uso.

2.11.1 Extraccién de RNA y generacién de cDNA

Se extrajo RNA de cada muestra con el kit Promega® siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el fabricante. El Ultimo paso del protocolo de
extraccion de RNA considera una eliminacién de contaminacién por DNA realizando un
fratamiento con DNAasa. Se cuantificd el RNA total, usando espectofotometria (A =
260 nm) utilizando un Nanodrop 1000 ThermoScientific™. Se evalué ademas la calidad
del RNA con los parametros 260/280 y 260/230 entregados por el Nanodrop. La razén
260 nnY280 nm entre los valores 1.8 y 2.0 da cuenta de exiracciones sin
contaminantes de proteinas o fenoles. Se acepta que la razén 260 nm /230 nm esté
entre 1,8 y 2,2 indicando que no hay presencia de solventes organicos ¢ sales que
absorben a 230 nm. La integridad de! RNA se evalud cargando la muestra en un gel de
electroforesis de agarosa al 1,5% (m/v).

Para sintetizar cDNA se mezcld 1 ug de RNA total con 1 i de oligo AP y se
realizé la reaccién de retrotranscripciéon en un volumen final de 20 pi. (buffer de
reaccién 1X, 1 yL ImPronli™, dNTPs 0,25 mM, 3 mM de MgCl,, Inhibidor de RNAsa

RiboLock™ 2u/ul). Se verifict ia calidad del cDNA amplificado el gen de actina usando
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los siguientes partidores: (Actina-f) 5 GCA GTG ATC TCT TTG CTC AT 3’ y (Actina-r)

5 CAC ACT TTC TAC AAT GAG CT 3.

2.11.2 Amplificacién de PIN2 por PCR

Para la amplificaciéon por PCR de PIN2 se generaron partidores con el
secuencia de la regién codificante del gen At5g57090 segin la base de datos The
Arabidopsis Information Resource (TAIR). La regién amplificada por los partidores
(PIN2-f) 5 CTGGTCCAGGTGGAGATGTT 3 y (PIN2-r) 5
TCAAGAACCTTACGGCCATC 3' corresponde a un fragmento de 855 pb. Para
normalizar la expresion del gen PIN2 se usé la amplificacion del gen constitutivo actina.
La reaccion de PCR se llevé a cabo en un termociclador BIORAD™ con el siguiente
protocolo: Primer paso: 5 min de denaturacién inicial. Segundo Paso: 60s a 90 °C
(Denaturacion), 60s a 55 °C (Uni6n del partidor), 120s a 72 °C (Extension). Este paso

se repitié 32 veces (32 ciclos). Tercer paso: 10 min para una elongacion final.

2.11.2 Semicuantificacion de los niveles de expresion de PIN2

Para asegurarse de que la cantidad de producto de PCR esta en una relacion
lineal con la cantidad de templado disponible inicialmente se debe realizar una
estandarizacion del numero de ciclos usados en el protocolo de amplificacion. La
estandarizacion del niumero de ciclos de la reaccién de PCR se realizé considerando el
rango 21-33 ciclos para la amplificacion del gen de actina y 26-38 para la amplificacion
del gen PIN2,

2.12 Analisis de la degradacion del represor AXR3.
Para evaluar si el efecto de Sortin2 es sobre la sefalizacion intracelular de

auxina se estudié el efecto del quimico en la estabilidad de las proteinas represoras
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AXR3 (Hayashi y Col., 2003, Gray y Col., 2001). Para esto se usé la linea transgénica
HS::AXR3NT:GUS que posee al gen de AXR3 fusionado a la proteina reportera GUS y
antecedido por el promotor inducible por temperatura, Heat Shock promoter (HS)

(Figura 4),

El andlisis se realizé adaptando el procedimiento descritoc en Gray y cof., 2001,
Plantulas de 7 dias (n=15) de la linea fransgénica fueron incubadas en MSL durante 2
horas a 37 °C para inducir la expresion del fransgen. Luego de la induccién se les
incubb a 22 °C durante 20 minutos para posteriormente trasladar las plantulas a MSL
conteniendo DMSO 1%, auxina NAA (&cido naftalacetico) 10 uM 6 Sortin2 50 yg/mL.
Se tomaron muestras a los 20, 40, 60 y 80 minutos después de la induccion por
temperatura. Se detuvo la degradacién proteica sumergiendo el set de piéntulas
durante 20 segundos en acetona 70% enfriada a -20 °C. Posteriormente, las plantulas
fueron lavadas en agua, congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a - 80 °C

hasta su uso.
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Figura 4. A, Esquema de la estrategia usada para el analisis de la degradacién del
represor nuclear AXR3. (A) El promotor Heat Shock (HS) es activo en la expresion del
transgen AXR3:GUS cuando las plantulas son incubadas a 37°C. (B) La proteina
AXR3:GUS sintetizada durante el shock térmico a 37°C se degrada a 22°C, por accion
del proteosoma y la sefializacion de auxina. Se toman muestras a los 20, 40, 60 y 80
minutos después de la induccion por calor.(C) La enzima codificada por GUS (B-
glucoronidasa) tiene la capacidad de modificar a los sustratos X-Gluc y MUG. Cuando
X-Gluc es modificado se genera un precipitado azul. Cuando MUG es hidrolizado se
forma un producto fluorescente que permite cuantificar los niveles del producto génico
AXR3NT:GUS.

2.12.1 Anélisis de la actividad de GUS

Midiendo la actividad de la enzima B-glucoronidasa se puede cuantificar la
cantidad de proteina AXR3NT:GUS presente después de la induccion por temperatura.
La actividad enziméatica se mididé usando dos estrategias: el ensayo histoquimico y el
fluorométrico. En el ensayo histoquimico se observa la aparicion de un precipitado azul

en los tejidos en donde se expresa GUS. El producto azul es el resultado de la
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conversion del sustrato comercial X-gluc por accién de la enzima. En el ensayo
fluorométrico se cuantifica la actividad de GUS al determinar la fluorescencia que
genera el producto MU.
2.12.1.A Ensayo histoquimico

Para corroborar que e} tiempo de induccién es suficiente para inducir la
expresion y sintesis de AXR3:GUS, y ademds, para poder reconocer las zonas de la
plantula donde se observa acumulacion de la proteina, se realiz6 un ensayo
histoquimico de la actividad de GUS. Para esto, luego de la induccién a 37 °C (2 horas)
las plantulas son incubadas durante 1 hora a 22 °C (Gray y Col., 2001; Hayashi y Col.,
2003) (Hayashi y col., 2003). Posteriormente, se trasladaron a 2 mL de la solucidn
reveladora que contiene el sustrato X-gluc (X-gluc 1mg/mL, tampon de fosfato de sodio
0,1 M pH 7, EDTA 10 mM pH 8, TX-100 0,1% viv, K-ferricianida 2 mM, K-ferrocianida 2
mM). La entrada de!l sustrato X-Gluc al tejido se promueve sometiendo las plantas a
vacio (85 KPa) por 15 minutos. Posteriormente, se incubaron en placas durante 48
horas a 37°C. Se detuvo la reaccidn retirande la solucion de sustrato y reempiazandola
por etanol 70%, agitando por 30 minutos con el objetivo de remover ia clorofila de los
tejidos fotosintéticos y asi permitir observar de mejor manera ia coloracién.
2.12.1.B Ensayo fluorométrico

En este ensayo se usd un andlogo de X-Gluc llamado 4-metil-umbeliferil-b-D-
galactosa (MUG). El sustrato MUG genera, catalizado por la enzima GUS, un producto
fluorescente liamado 4-metil-umbeliferona (MU) (Fior y col., 2009).

Se recolectaron aproximadamente 30 mg de tejido vegetat {15 plantulas), los
que fueron depositados en tubos y congelados con nitrégeno liquido. Se agrego a
cada tubo 200 L del buffer de extraccion (BE) de proteinas totales (tampén de fosfato
de sodio pH 7,1 50 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,1 % vfv, SDS 0,1 % miv, DTT 5

mM). Se molid el tejido usando pistilos de homogenizacién y luego se centrifugd
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durante 10 minutos a 12.000 rpm a 4°C. El sobrenadante fue transferido a nuevos
tubos y almacenado en refrigeracién a -80 ° C hasta su uso,

La reaccién enzimatica se realizé utilizando un protocolo adaptado de Jefferson
y col., 1987 en placas de microtitulacién de 96 pocillos. La reaccién se llevo a cabo en
BE en un volumen total de 250 uL y usando 75 pg del extracto de proteinas. La
concentracion final del sustrato de la reaccion, MUG, fue de 1 mM. La reaccién se
incubd a 37 °C durante distintos tiempos (0, 5, 15 y 30 min). Para detener la reaccion
enzimatica se tomaron 50 UL de la reaccién y fueron agregados a 200 pL de una
solucién de carbonato de sodio 0,2 M. La reaccién se detuvo a causa de la
denaturacion de la enzima, en respuesta al cambio de pH causada por el carbonato de

sodio.

La fluorescencia del producto MU (Figura 4C) se midid usando el fiitro de
excitacion 360/4C nm y se capturd ia emision con €l filtro 440/30 nm, para io que se

utilizé el fluorimetro lector de placas de microtitulacién BioTek Synergy2 ®.

Se usd una curva de calibracién de MU (desde 100 mM hasta 1000 mM) para
convertir las unidades de fluorescencia registradas, 2 moles de producto MU. La
actividad enzimética de GUS se calculé dividiendo los mo! de MU obtenido por |la masa
de proteina total usada para el ensayo. La cuantificacidn de proteinas fotales de los

extractos se realizé mediante el método Bradford midiende a 585 nm (Bradford, 1976).

Los datos fueron, procesados, graficados y analizados estadisticamente con el

programa computacional Microsoft Excel® y Graphpad Prism 5.0®.
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RESULTADOS

3.1 Sortin2 destina a las proteinas de membrana plasmética a vacuola.

Anteriormente hemos descrito en nuestro laboratorio que por efecto de Sortin2
se observa acumulacién de fluorescencia proveniente de proteinas de membrana
plasmatica como PIN1:GFP, PIN2:GFP y BRI1:GFP en compartimentos intracelulares
con morfologia de vacucla (Pérez, 2009). Para comprobar que estos compartimentos
observados corresponden efectivamente a vacuola se usaron dos estrategias
diferentes.

La primera estrategia, usa el principio optico del contraste diferencial de
interferencia (DIC), también conocida como microscopia Nomarski, que permite
obtener informacion acerca de la densidad dptica de la muestra generando una imagen
pseudo tridimensional. La estrategia de identificar compartimentos vacuolares usando
microscopia DIC (Kleine-Vehn y Col.,, 2008), se llevé a cabo tratando plantulas
BRI1:GFP de 7 dias durante 24 hrs con Sortin2 en MSC. Luego, las células del dpice
de la raiz principal de éstas plantas fueron analizadas en el microscopio confocal
{Figura 5 A-C). Como ya se ha descrito, bajo tratamientos con Sortin2 se observa
acumulacién de BRI1:GFP en cuerpos intracelulares (flecha roja Figura 5A). En el
canal de resolucion DIC, se observan los relieves que corresponden a las vacuolas
(flecha amarilla Figura 5B). La superposicion de las iméagenes revelan que la
acumulacién de BRI1:GFP co-localiza con los relieves que se evidencian en el canal
DIC (flecha azut Figura 5C).

t.a segunda estrategia, utiliza la tincidon fluorescente FM4-64, un compuesto
quimico que se une a la membrana plasmética y trafica por la ruta endocitica hasta
llegar a la membrana vacuolar (fonoplasto). Plantas PIN2:GFP de 7 dias tratadas con

Sortin2 durante 6 horas en MLC muestran acumulacién de PINZ2:GFP en grandes
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cuerpos intracelulares (flecha rojas Figura 5D). Las Gltimas 2 horas de tratamiento con
Sortin2 se realizé en presencia de FM4-64. Durante este tiempo de tratamiento el
marcador FM4-64 es internalizadc desde la membrana plasmatica hacia la membrana
vacuolar {flecha amarilla Figura 5E). La superposicion de las imagenes permite
distinguir a la acumulacién de PIN2:GFP en el lumen de la vacuola, que esta delimitada
por el marcador FM4-64 (flecha azul Figura 5F).

Estas dos esirategias: 1) co-localizacion de BRI1:GFP con la estructura
vacuolar revelada por DIC y 2) colocalizacion de PIN2:GFP con el marcador
endocitico fluorescente FM4-64, permitieron corroborar que bajo la accién de Sortin2
las proteinas de membrana plasmatica PIN2:GFP y BRI1:GFP se internalizan hacia

compartimentos vacuolares.
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Figura 5. Sortin2 destina proteinas de membrana plasmatica a la vacuola.
(A,C,E) Plantulas BRI1:GFP de 7 dias fueron tratadas por 24 horas en MSC
conteniendo Sortin2 25 ug/mL. (B,D,F) plantulas PIN2:GFP de 7 dias fueron tratadas
en MSL conteniendo Sortin2 50 pg/mL durante 6 horas. Las ultimas 2 horas de
tratamiento se hicieron en presencia de FM4-64 20 uM (A,B). Fluorescencia
proveniente del canal GFP que muestra acumulacion intracelular de BRI1:GFP y
PIN2:GFP, respectivamente. (C) La imagen de microscopia DIC es pseudocoloreadas
en rojo. Los relieves corresponden a vacuolas (flecha amarilla). (D) FM4-64 fue
internalizado desde la membrana plasmatica permitiendo observar la membrana
vacuolar (flecha amarilla). (E) Superposicion de A y C. La sefal intracelular de
BRI1:GFP co-localiza con los relieves de la microscopia DIC (F) Superposiciéon de B y
D. La sefial intracelular de PIN2:GFP se encuentra en el lumen de la vacuola marcada
por FM4-64. El experimento se repitié 3 veces analizando al menos 6 plantulas en cada
oportunidad.
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3.2 Sortin2 altera selectivamente [a localizacion de proteinas de membrana
plasmatica.

Para analizar los efectos que Sortin2 provoca sobre uno de los componentes
méas importantes del SE, la membrana plasmética (MP), se observé la localizacién de
protefnas marcadoras de MP frente al tratamiento con Sortin2. Para facilitar el analisis
de esta seccién, se resolvid clasificar los marcadores de MP que se usaron, en dos
tipos: 1) de localizacién compartida entre MP y endosomas (AUX1 y PIN7) (Geldner y
Col., 2007) y 2) de localizacién exclusiva en MP (PHOT1 y PIP2A) (Cutler y Col., 2000;

Sakamoto y Briggs, 2002).

3.2.1 Protefnas de membrana plasmética que reciclan desde los endosomas

Kleine-Vhen y Col., 2006 ha mostrado que el transportador de eflujo de auxina
PiN1 trafica por una via distinta de la del importador de auxina AUX1. PINT y AUX1
muestran diferentes sensibilidades frente a la droga Brefeldina A. La localizacién de la
proteina AUX1:YFP no es afectada por Brefeldina A, mientras que PIN1 si lo es.
Debide a que sabemos que Sortin2 desiocaliza a la proteina PIN1:GFP (Perez, 2009)
se decidié evaluar si es que Sortin2 es capaz de afectar diferencialmente las vias de
tréfico de AUX1 y PIN1. Para esto, se sometié a fratamiento con Sortin2, a plantulas de
la linea AUX1:YFP, Como se observa en la Figura 6 la proteina AUX1:YFP se observa
en membrana plasmatica tanto en las pléntulas crecidas en condiciones control (Figura
6A) como en aquelias crecidas en Sortin2 25 pg/mL (Figura 6B). Por lo tanto, Sortin2,
al igual que Brefeldina A, altera la localizacién de PIN1 pere no la de AUX1.

Por ofro lado, otras drogas que alteran el t{rafico en el sistema de
endomembranas como Endosidin 1 (ES1) han permitido detectar una ruta comn entre

PIN1 y otro miembro de la familia PIN que se denomina PIN7 (Robert y Col., 2008).

Debido a que Sortin2 afecta la localizacién de PIN1 (Pérez, 2008), se decidié evaluar si



30

es que el efecto de Sortin2 se produce al nive! de la ruta compartida entre PIN1y PINY.
Para esto, se evalud la localizacién de PiN7:GFP en plantas tratadas con Sortin2. En la
Figura 6C se sefiala con flechas azules la localizacidn de PIN7 en la membrana
plasmatica de células de la columela en condiciones control. Esta localizacion no se
altera cuando las plantulas fueron crecidas en presencia de Sortin2 (Figura 6D). Por lo
tanto, Sortin2, de manera distinta a lo que produce ES1, afecta la localizacién de PIN1,
pero no la de PIN7.

Los resultados anteriores, en conjunto, indican que Sortin2 es selectivo al
alterar la localizacién de los transportadores de auxina. Sortin2 permite distinguir las
vias de trafico independientes que siguen PIN1 y AUX1, coherentemente con lo
descrito usando Brefeldina A. Pero, al mismo tiempo, Sortin2 afecta mecanismos de
trafico celular distintos de los que afecta ES1, evidenciando que Sortin2 tiene efectos
especificos y diferentes a los de otras drogas que alteran el SE. Ademas, actuando
distinto de ES1, permite proponer una via de trafico para PIN7 distinta de PIN1, ya que

Sortin2 no altera la localizacion de PIN7.
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Figura 6. Sortin2 es selectivo al alterar proteinas con localizacién en membrana
plasmatica. Plantas de las lineas transgénicas AUX1:YFP y PIN7:GFP fueron crecidas
en placas control y placas conteniendo Sortin2 25 pg/mL durante 7 dias.
Posteriormente, fueron analizadas mediante microscopia confocal (A) Células de la
vasculatura de la raiz principal muestran localizacién polar del transportador de influjo
AUX1 en la membrana plasmatica. (B) Las plantulas tratadas con Sortin2 no muestran
alterada la localizacion del transportador AUX1. (C) Células de la columela de la punta
de la raiz muestran localizacion de PIN7 en membrana plasmatica. (D) El patron que
muestra PIN7 en condiciones control no se ve alterado por efecto de Sortin2. El
experimento se repitio 3 veces analizando al menos 3 plantulas en cada oportunidad.
Las flechas azules indican localizacién en membrana plasmatica de los marcadores
analizados.

3.2.2 Proteinas de membrana plasmatica que no reciclan desde los endosomas

En la seccién anterior se analizé el efecto de Sortin2 sobre dos marcadores que
comparten las siguientes caracteristicas: 1) estan involucradas con el transporte de
auxina y 2) reciclan entre membrana plasmatica y endosomas. Es esta seccion se
analiz6 la localizacion de proteinas de membrana plasmatica que no tienen las

caracteristicas anteriormente mencionadas.
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Primero, se analizé a la proteina marcadora PIP2A:GFP que se localiza
exclusivamente en la membrana plasmatica (Figura 7A(Cutler y Col.,, 2000; Tian y
Col., 2004). Se realizaron dos tipos de tratamientos con Sortin2: germinacion en
presencia de Sortin2 y tratamiento con el compuesto quimico durante 24 horas en
MSC. En ambos casos, la fluorescencia de GFP se observa difusa en el espacio
intracelular (Figura 7B). Estos resultados sugieren que Sortin2 estimula el trafico de
esta proteina desde la membrana plasmatica hacia un tipo de compartimenio
infracelular que no es morfoidégicamente identificable como uno de los compartimentos
clasicos del sistema de endomembranas.

Para visualizar de mejor manera que Sortin2 efectivamente induce un aumento
de localizacién de PIP2A en el espacio intracelular, se realizé un perfil de fluorescencia
(Figura 7C y 7D} desde los puntos P hasta los puntos Q sefialados en las imagenes de
la Figura 7A y 7B, respectivamente. El perfil de fluorescencia asociado a {a imagen
control (Figura 7C) permite observar picos de fluorescencia {flechas rojas) y una
disminucion de ésta (lineas azules). Estas fluctuaciones de fluorescencia son el reflejo
de la presencia de PIP2A en la membrana plasmaética y a la ausencia de PIP2A en el
espacio intracelular, respectivamente. El perfil de fluorescencia de la imagen de plantas
sometidas a tratamientos con Sortin2 (Figura 7D), carece de la periodicidad que se
observa en condicién control. Una segundo forma de observar el efecto de Sortin2
sobre ia localizacién de PIP2A es analizando diagramas de superficie. Estos diagramas
representan tridimensionalmente la intensidad de fluorescencia de cada pixel de las
imagenes de la Figura 7A y 7B. De esta manera se puede observar de forma més
grafica que bajo tratamientos con Sortin2 la fluorescencia de PIP2A:GFP no sole
proviene de la membrana plasmatica sino también desde el espacio intracelular
(comparar Figura 7E y 7F), lo cual indica que Sortin2 deslocaliza a PIP2A de su

ubicacion en membrana plasmética.
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Figura 7. Sortin2 deslocaliza a la proteina de membrana plasmatica PIP2A que no
presenta reciclaje. Plantulas de la linea PIP2A:GFP fueron crecidas por 7 dias en
MSC y tratadas por 24 horas en MSC con Sortin2 25 pg/mL. (A) PIP2A:GFP, en
condiciones control se localiza en la membrana plasmatica. (B) En presencia de
Sortin2 la fluorescencia de PIP2A:GFP se presenta difusa en el espacio intracelular
(C,D) Perfiles de fluorescencia generados entre los puntos P y Q de las imagenes de A
y B. (C) Perfil de fluorescencia de la imagen A. En plantas controles se observan picos
y valles de fluorescencia que corresponde a membrana plasmatica y espacio
intracelular, respectivamente (D) Perfil de fluorescencia de la imagen B. La
fluorescencia de plantas tratadas con Sortin2 se observa como una sefial homogénea,
indicando que la fluorescencia proviene tanto de la membrana plasmatica como del
espacio intracelular. (E,F) Diagramas de superficie obtenidas a partir de las imagenes
de A y B. (E) Diagrama de superficie de la imagen A. Se puede reconocer la ausencia
de florescencia en el espacio intracelular en células de la condicién control (F).
Diagrama de superficie de la imagen B. No hay ausencia de fluorescencia que permita
observar el espacio intracelular. El experimento se repitié 3 veces analizando al menos
4 plantulas en cada oportunidad.
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Para evaluar el efecto de Sortin2 sobre una segunda proteina de localizacion
exclusiva en membrana plasmaética, se uso la linea que expresa la proteina de fusién
PHOT1:GFP. PHOT1 corresponde a un fotorreceptor v se expresa en células del
hipocdtiio en plantas crecidas en luz (Sakamoto y Briggs, 2002). En condiciones
control, el receptor se localiza en membrana plasmatica (Figura 8A). Sin embargo,
cuando las plantulas son tratadas con Sortin2 por 24 horas se observa localizacidn
intracelular det receptor en estructuras circulares tanto a concentraciones de 25 ug/mL
como a 50 pg/mlL. Usando andlisis de correlacién de imagenes (ICA) se pudo detectar
que la fluorescencia de PHOT1 (en verde) no corresporide a fluorescencia de la
clorofila (en rojo}, ya que los graficos de correlacion (Figura 8B) indican que no hay co-
localizacién de ambas fluorescencias. Esto implica que la proteina PHOT1 es
internalizada a compartimentos que seria distintos de cloroplastos por accién de

Sortin2,
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Figura 8. Sortin2 deslocaliza a la proteina de membrana plasmatica PHOT1 que no
presentan reciclaje. Plantulas de la linea PHOT1:GFP fueron crecidas en MSC por 7
dias y tratadas en MSC con Sortin2 25 pg/mL y 50 pg/mL durante 24 horas (A) El
fotorreceptor PHOT1 se localiza en la membrana plasmatica (MP) en condiciones
control (flecha azul). Sortin2 25 pg/mL y 50 pg/mL induce internalizacion de PHOT1
acumulandose intracelularmente en estructuras circulares (flechas rojas). Las
imagenes corresponden a la superposicion de la fluorescencia captada en el canal rojo
(clorofila) con la captada en el canal verde (PHOT1.GFP). El color blanco denota los
lugares donde co-localizacion de las sefiales. La co-localizacién es minima como los
muestran los analisis de correlacion. (B) Analisis de correlacién de imagen (ICA) para
ceda una de las imagenes de la seccion A. Una correlacion perfecta se grafica como
una diagonal. Los perfiles de ICA muestran que la fluorescencia de PHOT1:GFP
(verde) no colocaliza con la fluorescencia de la clorofila (rojo). El experimento se repitio
3 veces analizando al menos 4 plantulas en cada oportunidad. Las barras de tamafio
estan indicadas.

3.3 Sortin2 altera la morfologia de algunos componentes de la ruta endocitica

Considerando que Sortin2 tiene un efecto sobre proteinas de membrana
plasmatica que reciclan desde endosomas como PIN1y PIN2 (Pérez, 2009), se evalud
el efecto de Sortin2 sobre los principales componentes endociticos del sistema de
endomembranas. Para esto, se analizaron lineas transgénicas con marcadores

fluorescentes para tres tipos de componentes. Los endosomas tempranos fueron
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analizados usando el marcador VHA-a1 (Figura 9A). VHA-al1 corresponde a una
ATPasas tipo V, también llamadas bombas de protones vacuclares. Los endosomas
tardios fueron observados con la proteina Ara7 que corresponde a una GTPasa
monomeérica del tipo Rab (Figura 9C). La sintaxina de planta SYP22 fue utilizada como
marcador de la membrana vacuolar {tonoplasto), el dltimo compartimento endocitico
(Figura SE).

Los andlisis fueron realizados creciendo las plantulas en Sortin2 o tratando
plantulas de 7 dias por 24 horas. El TGN ha sido clasicamente asociado a la ruta
secretoria y solo recientemente descrito como endosomas temprano. La fluorescencia
punteada, caracteristica del marcador de EE/TGN, VHA-a1, esta inalterada en tamario
y disposicion, por el tratamiento con Sortin2 (Figura 9A,B). Sin embargo, los
marcadores de los otros componentes de la ruta endocitica: el compartimento pre
vacuolar (Ara7:GFP) 6 endosomas tardios y el marcador de tonoplasto (SYP22:YFP)
fueron alterados por efecto de Sortin2. Ara7:GFP muesira una notoria tendencia a
agregarse en compartimentos méas grandes indicados con flechas rojas (Figura 9C,D).
En tratamientos con Sortin2 se obsefva una dispersion en la fluorescencia de
Ara7:GFP haciendo dificil reconocer los bordes celulares. El marcador SYP22:YFP
muestra, en cambio, una diferencia menos evidente. El patrén de fluorescencia que se
observa en la imagen control muestra el limite del tonoplasto liso y uniforme (Figura
9E), en cambio, en condiciones con Sortin2, muestra un borde rugoso debido a

aglomeraciones de marcador sefiaiadas por las flechas rojas (Figura 9F).

Con los andlisis de 1a localizacion de los marcadores frente a tratamientos de
Sortin2 se pudo detectar una selectividad de! quimico a afectar componentes celulares
de la ruta endocifica tardia frente a componentes de la ruta endocitica temprana.

Antecedentes previos en el laboratorio indican ademas que marcadores de reticulo




37

endoplasmatico y de aparato de Golgi no muestran ser afectados por Sortin2

(Norambuena y Col., resultados no publicados)

VHA-al:GFP Ara7:GFP SYP22:YFP
EE/TGN (LE/PVC) ( Vacuola)
‘
.

\ = localizacion normal del marcador \ = localizacién del marcador inducida por Sortin2

Figura 9. Sortin2 es selectivo al alterar proteinas marcadoras de la ruta
endocitica. Plantulas de las 3 lineas aqui usadas fueron crecidas en MSC por 7 dias y
luego tratadas en MSC con Sortin2 25 pg/mL durante 24 horas. (A) VHA-a1, el
marcador de EE/TGN, presenta un patrén punteado (flechas azules) de fluorescencia.
(B) VHA-a1 no muestra una alteraciéon cuando se analizan plantulas bajo tratamientos
con Sortin2. (C) Ara7 es un marcador de LE/PVC y muestra un patrén de fluorescencia
punteado (flechas azules) que bordea a los nucleos de cada célula. Los nlcleos se
denotan por ausencia de fluorescencia. (D) Bajo la accién de Sortin2, Ara7 también
muestra un patrén punteando, pero se observan agregados de tamafio mayor y con
una fluorescencia mas difusa (flechas rojas). (E) SYP22 es un marcador de PCV y
tonoplasto (flechas azules). (F) Bajo tratamientos con Sortin2 se observa un borde
rugoso del tonoplasto (flechas rojas). El experimento se repiti6 3 veces analizando al
menos 3 plantulas en cada oportunidad.
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3.4 Sortin2 no altera los componentes de actina ni microtabulos del
citoesqueleto.

El sistema de andamiaje que da estabilidad estructural a las células es el
citoesqueleto, con sus dos principales componentes: los filamentos de actina y los
microtlbulos (Samaj y Col., 2004). El tréfico de diversas proteinas en vesiculas a
través del sistema de endomembras se ha descrito como dependiente del
citoesqueleto (Geldner y Col., 2001). Para evaluar si es que Sortin2 interfiere en la

célula a nivel de su citoesqueleto, se utilizaron dos estrategias diferentes.

La primera estrategia, fue mediante la linea transgénica estable ABD2:GFP,
que expresa a la proteina de unidn a actina ABD2 fusionada al reportero GFP. Con
esto pudimos analizar cambios morfoldgicos en la estructura del componente actinico
del citoesqueleto frente a tratamientos con Sortin2. Como se puede observar en la
Figura 10A, el pairén de fluorescencia del marcador de citoesqueleto ABD2 no es
alterado cuando ias plantas son tratadas con Sortin2. Se ha detectado que ciertas
drogas que alteran a los filamentos de actina (Dhonukshe y Col., 2008a) producen un
aumento en el ancho de estos. Realizando un andlisis digital de las imagenes se
cuantificd que el ancho de los filamentos de actina no es alterado por accién de Sortin2

a las concentraciones 25 pg/ml y 50 pg/mL (Figura 10B).

La segunda estrategia para evaluar el efecto de Sortin2 en el citoesqueleto,
utiliza drogas que interfieren la funcionalidad del citoesqueleto como Latrunculina B
(LatB) y Oryzalin. Estas drogas han sido ampliamente usadas en modelos vegetales
{Geldner y Col., 2001; Jelinkové y Col., 2010). Los filamentos de actina y los
microt(bulos se polimerizan en el extremo (+) y despolimerizan en el (-). LaiB y
Oryzalin se unen a los mondémeros de actina F y tubulina, respectivamente, impidiendo

st unién a los extremos (+) de los polimeros (Morejohn y Fosket, 1991; Morton,
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Ayscough y MclLaughlin, 2000). Entonces, ambas drogas tienen una actividad

despolimerizante (Kaschani y van der Hoorn, 2007).

Usando las drogas LatB, Oryzalin y Sortin2 se analizé su efecto en la dinamica
de los endosomas marcados con PIN2:GFP. Para seguir la dinamica de los
endosomas se obtuvo una coleccién de imagenes obtenidas a o largo del tiempo de
células de la punta de la raiz de plantulas tratadas con las drogas (Figura 10C). Se
pseudocolored en rojo la primera imagen obtenida y en verde la dltima imagen de la
serie temporal. La superposicion de estas imagenes revela que LatB y Oryzalin afectan
la dindmica de los endosomas marcados con PIN2 ya que hay una superposicion
perfecta indicando que no hay movimiento de endosomas. Sortin2, en cambio, no
altera el movimiento de los cuerpos endosomales marcados por PIN2:GFP. La
estrategia de analizar por medic de microscopia confocal el movimiento de los
compartimentos endosomales marcados con PIN2:GFP fue usada anteriormente

(Dhonukshe y Col., 2007).

Para obtener el grado de superposicion para cada condicion analizada se
realizé un andlisis de correlacion de la imagenes (ICA). Los datos agrupados formando
una linea diagonal en los gréficos de ICA (Figura 10D} representa una perfecta
superposicién de las imagenes a t=0 y t= 1 min, obtenidas en la serie de tiempo. EIl ICA
resultante para los tratamientos con Sortin2 muestran, en cambio, que no hay
correlacién, lo que indica movimiente de los cuerpos endosomales marcados por

PIN2:GFP

De esta manera, mediante dos estrategias, morfologia de los filamentos de
actina marcados por ABD2 y la dindmica de cuerpos endosomales marcados con PIN2,

se logré comprobar que Sortin2 no tiene un efecto sobre el citesqueleto, ya sea
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considerando la estructura de los filamentos de actina (ABD2) y la funcionalidad del

citoesqueleto visualizando el movimiento de los endosomas.
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Figura 10. Sortin2 no altera la funcionalidad del citoesqueleto como si lo hacen
las drogas Oryzalin y Latrunculina. (A) Plantulas de la linea ABD2:GFP de 7 dias
fueron tratadas por 24 horas en MSC conteniendo Sortin2 a las concentraciones
indicadas y luego observadas in vivo con microscopia confocal. (B) Cuantificacion del
ancho de los filamentos de actina (n=12 filamentos) usando tres imagenes
representativas. (C) Plantulas de 7 dias de la linea PIN2:GFP fueron tratadas en MSL
conteniendo las drogas Oryzalin 10uM, Latrunculina B 20 pM o Sortin2 50pg/mL
durante 6 horas en luz. Una serie de tiempo fue obtenida analizando plantulas
sometidas a cada tratamiento. Luego, fueron analizadas con Imagej
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Se pseudocolored en rojo la imagen a tiempo cero y en verde
la imagen a un tiempo posterior de 1 min. (D) Andlisis de correlacion de las imagenes
(ICA) en la seccién C. Un linea diagonal indica superposicion de los cuerpos a los
distintos tiempos, como lo observado en LatB y Oryzalin. El experimento se repitié 2
veces analizando al menos 10 plantulas en cada oportunidad. Las barras de tamafio
estan indicadas.
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3.5 Sortin2 acelera la internalizacion del trazador de endocitosis FM4-64
Considerando que Sortin2 induce la acumulacién de PIN2 en la vacuola y que
ademas altera a los marcadores de los componentes PVC y tonoplasto de la ruta
endocitica (Figura 9C-F), se evalub el efecto de este compuesto sobre la temporalidad
de la internalizacién del trazador de endocitosis FM4-64. FM4-64 pertenece a una
familia de tinciones esterélicas ampliamente usadas para el estudio de endocitosis,
trafico vesicular y organizacién de organelos en modelos eucaridticos (Bolte y Coal.,
2004). La tincién fluorescente FM4-64 se une especificamente a membrana y trafica
por la ruta endocitica, marcando la membrana de distintos organelos en el tiempo
(Figura 11A) hasta formar parte de la membrana de la vacuola (tonoplasto). Plantas de
7 dias fueron incubadas con la tincién para evaluar la temporalidad de ia endocitosis
del marcador en la presencia de Sortin2. En condiciones control (Figura 11B, Control)
luego del pulso con FM4-64, el marcador se encuentra en la membrana plasmética de
las células de la punta de la rafz. Una hora después marca, ademas, endosomas que
son les organelos intermediarios en el tréfico hacia el tonoplasto. El tonoplasto se
visualiza sélo al cabo de 2 horas después del puiso con FM4-64 (Figura 11B). Sin
embargo, en presencia de Sortin2 50 pg/mL la endocitosis del marcador, es acelerada
(Figura 11B, Sortin2), ya que FM4-64 alcanza el tonoplasto al cabo de 1 hora después
del pulso. Es decir, la presencia de Sortin2 durante el periodo de endocitosis del
marcador logré disminuir al menos la mitad el tiempo necesario para que la tincion
FM4-64 alcance la vacuola. Esto indicaria que Sortin2 altera algiin componente de la
magquinaria que regula el trafico del marcador de endocitosis acelerando el proceso

endocitico desde la membrana plasmética hacia el tonoplasto.
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Figura 11. La internalizacién del trazador de endocitosis FM4-64 es acelerada en
presencia de Sortin2. (A) Esquema del proceso de internalizacion de la tincién FM4-
64. En los primeros minutos luego del pulso con el marcador, este se observa en la
membrana plasmatica (MP) [1]. Posteriormente marca ademas endosomas [2] y
finalmente el tonoplasto [3]. (B) Internalizacion de FM4-64 en condiciones control y en
presencia de Sortin2 50 pg/mL. El pulso se realizé con FM4-64 5 uM por 10 minutos a
4 °C en oscuridad. Condicién Control. Después del pulso el marcador marca sélo MP
(5 min) internalizandose hacia endosomas (60 min) para finalmente marcar tonoplasto
(120 min). Condicién Sortin2. El marcador se aglomera en ciertos puntos de la MP que
tienen morfologia de endosomas (5 min). Posteriormente, se localiza el trazador en el
tonoplasto mas tempranamente que en condiciones control (60 min). Una gran
cantidad de membrana internalizada se observa en el espacio intracelular (120 min). El
experimento se repitié 3 veces, analizando al menos 4 plantulas en cada oportunidad.




44

3.6 El efecto de Sortin2 sobre la localizacion de PIN2 es inducible en tratamientos
en medio liquido de cuiiivo {Mi.C).

Mediante microscopia confocal, se observé en mi seminaric de titulo que
Sortin2 induce la destinacién de PIN2 a compartimentos intracelulares tanto en plantas
cuyas semillas fueron germinadas en presencia del compuesto quimico (Figura 12A)
como en tratamientos de 24 horas a plantas de 7 dias. Concentraciones sobre 25
pg/ml. produce una acumulacién de PIN2:GFP en la vacuola. En esa ocasién, ambos
tipos de tratamientos fueron realizados sobre medio sdlido conteniendo Sorlin2. Sin
embargo, para el estudio de la endocitosis se utilizan drogas cuyo tratamiento se lleva
a cabo generalmente en medic liquido. Para poder analizar los efectos concomitantes
de Sortin2 con drogas usadas para €l estudio de la endocitosis, se evaluo él éfecto de
Sortin2 en tratamientos en medio liquido {MLC). Con esto se logrd determinar que
menos de 6 horas de tratamiento en MLC son insuficientes para lograr observar ia
acumulacién de PIN2 en vacuola. Como se observa en la Figura 12B, la
internalizacion de PIN2 a vacuola se observé a tiempos superiores a 6 horas, Esto
indicaria que el efecto de Sortin2 es inducible en plantas PIN2:GFP que tienen una

correcta localizacion del transportador de auxina.

El tiempo que se requiere esperar para observar la destinacion de PIN2 a
vacuola en medio liquido es menor a la germinacién de las semillas. Sin embargo,
ambos métodos de exponer la planta a Sortin2 producen el mismo fenotipo. Esto es
muy Gtil para la configuracién experimental, ya que se pqede cambiar de estrategia de

acuerdo a los requerimientos de cada experimento.
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Figura 12. El efecto de Sortin2 es inducible. (A) Semillas de la linea transgénica
PIN2:GFP son germinadas en MSC conteniendo Sortin2 a las distintas
concentraciones sefialadas. Concentraciones sobre 25 pg/mL produce una
acumulacién de PIN2:GFP en la vacuola (B). Plantulas de 7 dias de la linea PIN2:GFP
son tratadas en MLC conteniendo Sortin2 50 ug/mL durante distintos tiempos. A dos y
cuatro horas no se observa acumulacién de PIN2 en la vacuola. La acumulacién de
PIN2 en la vacuola se hace evidente después de las 6 horas de tratamiento. El
experimento se repitié 3 veces analizando al menos 4 plantulas en cada oportunidad.
Las barras de tamafio estan indicadas.

3.7. Sortin2 induce la internalizacion de PIN2 hacia vacuola a través de la ruta
endocitica.

A través del sistema de endomembranas hay trafico tanto de proteinas recien
sintetizadas por la ruta secretoria como de proteinas en la membrana plasmatica que
se internalizan por la ruta endocitica. Por lo tanto, la acumulacion de PIN2 en la
vacuola por efecto de Sortin2 podria ser consecuencia tanto de la proteina endocitada
desde la membrana plasmética como de la proteina recién sintetizada traficando desde
reticulo endoplasmatico hacia la vacuola. Para determinar la procedencia de la
proteina PIN2 acumulada en vacuola por efecto de Sortin2, se utilizo el inhibidor de
sintesis proteica cicloheximida, CHX. CHX permite aislar la ruta endocitica de la ruta

secretoria (Kaschani y van der Hoorn, 2007). Como se puede observar en la Figura
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13C la acumulacién de PIN2 en vacuola, en el tratamiento con Sortin2, se observa aun
en la presencia de CHX. Como es de esperar, esto no se observa en condiciones
control (Figura 13A) y tampoco tratando con CHX durante 6 horas. Sin embargo CHX,
produce un fenotipo de agregacion de puntos altamente fluorescentes que es el
resultado del deterioro celular producto de la ausencia de sintesis proteica (Figura
13B). Estos resultados indican que Sortin2 induce el trafico de PIN2 desde la

membrana plasmatica hacia la vacuola, es decir, mediante la via la ruta endocitica.

Protocolo del experimento
CHX
>
6.5 hrs
CHX’ S2 + CHX >
0.5 hrs 6 hrs

CHNX (50 p€h CHN (30 p N
S2(30 pe'mly

Vol

Yl

Figura 13. El efecto de Sortin2 sobre la localizacién de PIN2 se produce por la
alteracién de la ruta endocitica del sistema de endomembranas. Plantulas de la
linea transgénica PIN2:GFP fueron crecidas por 7 dias en MSC y luego sometidas a
los tratamientos segun los protocolos descritos sobre las imagenes. (A) Tratamiento
control que corresponde a 6 horas en MLC. (B) Tratamiento control de la accion de
Cicloheximida (CHX) que corresponde a 6.5 hrs con la droga. CHX produce agregados
altamente fluorescentes como respuesta al dafio celular causado por la ausencia de
sintesis proteica. Estos agregados no dificultan el analisis, porque no corresponden a
compartimentos intracelulares endosomales. (C) Se observa acumulacion PIN2:GFP
en vacuola cuando las plantas son tratadas con Sortin2, incluso, en presencia del
inhibidor de sintesis de proteinas CHX (flechas blancas). El experimento se repitié 2
veces analizando al menos 8 plantulas en cada oportunidad.
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3.8 El efecto de Sortin2 sobre la ruta endocitica antagoniza el efecto de
Brefeldina A

Dentro del estudio de endomembranas, el proceso de ciclaje endocitico ha
cobrado vital importancia debido a que estaria ligado con la sefializacion de ciertas
hormonas vegetales (Paciorek y Col., 2005). La droga clasicamente usada para el
estudio de este proceso es Brefeldina A (Nebenfuhr, 2002). BFA es un producto
fangico que inhibe la exocitosis de las proteinas desde los endosomas hacia la
membrana plasmética. Esta alteracidn produce la agregacién de los compartimentos
endosomales de reciclaje observandose los llamados “cuerpos de BFA”. Tratamientos
con BFA por 2,5 horas en pléntulas de la linea transgénica PIN2:GFP permiten
visualizar la acumuiacién proteica en los cuerpos de BFA (Figura 14B). La
preincubacién con Sortin2 por 30 minutes y luego una co-incubacion Sortin2-BFA
impide la acumulacién de PINZ:GFP en los cuerpos de BFA (Figura 14C). Esie
fendmeno se podria deber a: 1) una inhibicidn de endocitosis de PINZ 6 2) al efecto de
Sortin2 destinando proteina hacia la vacuola (Figura 5) e impidiendo la aparicion de
PIN2 en los cuerpos de BFA. Segun los resultados obtenidos en esta tesis, Sortin2
acelera endocitosis (Figura 11), por lo tanto, seria coherente poner a prueba ia
segunda opcidn. Para analizar la segunda opcién, se prolongé el tratamiento de co-
incubacion Sortin2-BFA hasta 6 horas. BFA causa la acumulacion de PiIN2 en los
cuerpos de BFA también en tratamientos por 6 horas (Figura 14E). Sin embargo, los
co-tratamientos de BFA y Sortin2 presentan localizacién de PIN2 en vacuola, como es
de esperar, por accion de Sortin2. Sin embargo PIN2 no se ubica en los cuerpos de
BFA (Figura 14F). Esto sugiere que la acumulacion en vacuola de PIN2:GFP impide la
acumulacién de esta proteina en los cuerpos de BFA. Los resultados en su conjunto
comprueba que el efecto de Sortin2 no es inhibir la endocitosis de la proteina

PIN2:GFP, sino promover su acumulacién en la vacuola actuando rié abajo de BFA.
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Protocolo del experimento
>
2.5hrs
S2 S2 + BFA
P >
- 0.5 hrs 2 hrs

BEA (50 uM) BEA (30 nM) +
S2 (50 pg/ml)

Control

N = PIN2 acumulada en los cuerpos de BFA

Protocolo del experimento
BFA
e >
6.5 hrs
S2 S2 + BFA
> >
n 0.5 hrs 6 hrs

BEA SO uM BFA S0 ]l\] .
82 (ne/ml.)

\ = PIN2 acumulada en los cuerpos de BFA \ = PIN2 acumulada en vacuola

Figura 14. Sortin2 inhibe la acumulacién de PIN2 en los cuerpos de BFA
antagonizando el efecto de Brefeldina A. Plantulas de la linea transgénica PIN2:GFP
fueron crecidas por 7 dias en MSC y luego sometidas a los tratamientos segun los
protocolos descritos sobre las imagenes. (A,D) Los tratamientos control corresponden
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a 2.5 6 6.5 horas en MLC. (B) En presencia del inhibidor de exocitosis Befeldina A
{BFA) se acumula proieina PIN2:GFP en los llamados cuerpos de BFA (flechas
blancas). (C) En co-tratamientos de BFA y Sortin2 durante 2 horas, PIN2:GFP no se
localiza en los cuerpos de BFA. (E) Los cuerpos de BFA son mas grandes que los
observados en B, cuando el fratamiento se extiende por 6 horas (flechas blanca). (F)
Co-tratamientos de BFA y Sortin2 durante 6 horas evidencian la acumulacién de
PIN2:GFP en vacuola y no en cuerpos de BFA. El experimento se repitio 2 veces
analizando al menos 8 plantulas en cada oportunidad.

Para corroborar que el efecto de Sortin2 inhibiendo la acumulacién de PIN2 en
los cuerpos de BFA es un efecto exclusivamente sobre la ruta endocitica, se utilizé
nuevamente el inhibidor de sintesis de proteinas CHX. Se repitieron los protocolos de
fratamiento usados en los experimentos de la Figura 14A-C, pero pre-incubando
durante 0.5 hrs con la droga CHX. Como se ha descrito en |a literatura, la acumulacion
de PIN2:GFP en los cuerpos de BFA es independiente de la sintesis de proteina
(Geldner y Col., 2001) (Figura 15B). Sin embargo, la acumuiaciéon de PIN2 en los
cuerpos de BFA es inhibida por Sortin2 inclusive en la presencia de CHX (Figura 15C),
indicando que el efecto antagonista de Sortin2 sobre BFA es independiente del trafico

de proteina recién sintetizada.
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Protocolo del experimento
CHX CHX + BFA
5 | = 5
0.5 hrs 2.5 hrs
- CHX SZ+CE§ S2 + BFA + CHX
>
05hrs 0.5hrs 2 hrs >

BEA (30 ulM) BEA (50 M) +
S2 (S0 ng/ml.)

\

Control CHX (30 n ) CHX (50 u\)

Figura 15. Sortin2 antagoniza el efecto de Brefeldina A alterando especificamente
la ruta endocitica. Plantulas de la linea transgénica PIN2:GFP fueron crecidas por 7
dias en MSC y luego sometidas a los tratamientos segun los protocolos descritos en A
y B. (A) Tratamiento control que corresponde a 3 horas en MLC. (B) Tramientos con
Brefeldina A (BFA) en presencia de cicloheximida (CHX), un inhibidor de la sintesis
proteica. Se observa acumulacion de proteina provenientes desde membrana
plasmatica en los cuerpos de BFA (flechas blancas). (C) Co-tramiento de BFA y Sortin2
en presencia de CHX. PIN2:GFP no se acumula en los cuerpos de BFA. El
experimento se repitié 2 veces analizando al menos 8 plantulas en cada oportunidad.

3.9 Sortin2 produce una remocion de proteina PIN2 desde los cuerpos de
Brefeldina A destinandola a vacuola.

En la Figura 14F se muestra que Sortin2 induce acumulaciéon de PIN2 en la
vacuola inclusive en la presencia de BFA. Esto indica que la accién de Sortin2 es sobre
los mecanismos de trafico de PIN2 desde la membrana plasmatica hacia la vacuola.
Ademas sugiere que PIN2 estaria siendo removido desde los cuerpos de BFA vy
destinado a vacuola, ya que en los co-tratamientos Sortin2-BFA no hay doble
localizacién (cuerpos de BFA y vacuola) sino solo acumulacion de PIN2 en vacuola.

Para comprobar esto, se evalu6 el efecto de Sortin2 una vez que PIN2 se encuentra
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acumulado en los cuerpos de BFA. Como se observa en la Figura 16A en el
tratamiento control (BFA por 3.5 hrs) se observa PIN2:GFP en los cuerpos de BFA.
Tratamientos con Sortin2 durante 2 hrs no logran inducir la localizacién vacuclar de
PIN2 (Figura 12B). Sin embargo, como se muestra en la Figura 16B, este mismo
tratamiento con Sortin2 pero post induccion de los cuerpos de BFA, logra inducir
localizacién de PIN2 en vacuola (flecha azul) conjuntamente con localizacién en los
cuerpos de BFA (flecha blanca). Esto sugiere que PIN2 efecltivamente es removido
desde los cuerpos de BFA. Es mas, al extender los tiempos de tratamiento a 4 hrs
(Figura 16D) observamos localizacién de PIN2 en vacuola y ausencia de PIN2 en los
cuerpos de BFA. Esta disminucion en el tiempo que toma observar PIN2 acumulado en
vacuola (de 6 a 4 hrs), corrobora que el trafico de PIN2 hacia la vacuola proviene
desde los cuerpos de BFA, ya que, estos compartimentos inducidos por BFA, estan

celularmente més cerca en la ruta de internalizacién que la membrana plasmatica.
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Figura 16. Sortin2 antagoniza el efecto de Brefeldina A destinando la proteina
PIN2 desde los cuerpos de BFA hacia la vacuola. Plantulas de la linea transgénica
PIN2:GFP fueron crecidas por 7 dias en MSC y luego sometidas a los tratamientos
segun los protocolos descritos sobre las imagenes. (A) Tratamiento durante 3,5 hrs con
BFA como control del experimento en B. Se observa la acumulaciéon de PIN2:GFP en
los cuerpos de BFA (flechas blancas) (B) Tratamiento con Sortin2 durante 2 horas,
después de un pre tratamiento con BFA por 1.5 hrs, induce la acumulacion de
PIN2:GFP en vacuola (flecha azul) y ademas se observa en los cuerpos de BFA (flecha
blanca) (C) Tratamiento durante 3,5 hrs con BFA como control del experimento en D.
Se observa la acumulacion de PIN2:GFP en los cuerpos de BFA (flechas blancas). (D)
Tratamientos con Sortin2 por 4 hrs, luego de la incorporaciéon de PIN2:GFP a los
cuerpos de BFA, desagregan la presencia de PIN2:GFP de los cuerpos de BFA
observandose localizacion de PIN2 solamente en vacuola (flechas azules). El
experimento se repitié 2 veces analizando al menos 3 plantulas en cada oportunidad.
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3.10 Sortin2 requiere de un compartimento pre-vacuolar y de un citoesqueleto de
actina funcional

Estimulos como la oscuridad pueden destinar al transportador de auxina PIN2 a
vacuola litica y de esta manera controlar la cantidad de proteina disponible en la
membrana plasmética (Laxmi y Col., 2008). Este trafico requiere de la funcionalidad
del compartimento pre-vacuclar y del citoesqueleto, ya que usando al inhibidor de
trafico de PVC a vacuola, wortmanina (Wm), v el despolimerizador de filamentos de
actina, Latrunculina B (LatB), se inhibe el efecto de la oscuridad. Para analizar si es
que €l trafico de PIN2 inducido por Sortin2 usa la via de trafico inducida por oscuridad
se realizaron cotratamientos con Wm & LatB junto con Sortin2. Tante Wm como LaiB
son capaces de inhibir la acumulacién de PIN2 en la vacuola, inducida por Sortin2
(Figura 17C,F). Lo mismo ha sido descrito para la induccién de PINZ en la vacuola
inducido por oscuridad. En ambos casos, inducido por Soriin2 yfo por oscuridad, PIN2
logra internalizarse parciaimente, a pesar de la presencia de las drogas Wm 6 LatB, i
formando agregaciones intracelulares como las observadas en la Figura 17C,F
{Kleine-Vehn y Col,, 2008). Como ha sido descrito, Wm ni LatB, son drogas que
producen gcumulacién de PIN2 en la vacuola (Kleine-Vehn y Col., 2008), ya que ésta |

se observa localizada en arresto en membrana plasmatica (Figura 17B,E).

Con estos resultados compreobamos que el tréfico de PINZ2 hacia la vacuola,
inducido por Sortin2, utiliza los mismos componenies célulares que cuando trafica
inducido por estimulos de oscuridad. Los estimulos de oscuridad inducen trafico de
PIN2 a vacuola para regular los niveles de proteina en la membrana plasmatica. Esta
observacion plantea la interrogante si es que Sortin2 logra una mayor acumulacidn de

PiIN2 en vacuocla, porque altera la maquinaria de trafico de la proteina ¢ porque esta

|
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induciendo un exceso de proteina en la membrana plasmatica, el que la célula requiere

degradar usando la via de destinacion de PIN2 a vacuola.

Protocolo del experimento
Latrunculina B (Lat B) >
6.5 hrs
LatB LatB + S2
o >
0.5 hrs 6 hrs

LatB (30 pM) J LatB (50 uM) +
82 (50 pg/ml)

Sortin2 (50 pg/ml)

\

Protocolo del experimento
n Wortmanina (Wm) .
6.5 hrs
Wm Wm + S2
B .
0.5 hrs 6 hrs

Sortin2 (30 pg/ml.) Wm (50 pM) -

\ 52 (30 pe/ml.)

\

Figura 17. La destinacion de PIN2 hacia la vacuola, por efecto de Sortin2, requiere
de que el citoesqueleto y el trafico PVC-vacuola sean funcionales. Plantulas de la
linea transgénica PIN2:GFP fueron crecidas por 7 dias en MSC y luego sometidas a
los tratamientos segln los protocolos descritos sobre las imagenes. (A,D) Los
tratamientos control corresponden a 6.5 horas en MLC. (A) Luego de 6 hrs de
tratamiento con Sortin2, PIN2 se localiza en la vacuola (flechas blanca). La localizacién
vacuolar de PIN2 causada por Sortin2 es inhibida por la accién de la droga Lat B. (B)
El inhibidor del trafico vesicular PVC-vacuola Wortmanina inhibe la acumulacién de
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PIN2 en la vacuola inducida por el tratamiento con Sortin2 durante 6 hrs. El
experimento se repitié 2 veces analizando al menos 3 pléntulas en cada oportunidad.

3.11 Sortin2 no altera los niveles de transcrito de PIN2

Para comprobar que el efecto de Sortin2, en la destinacion de PIN2 desde la
membrana plasmatica a la vacuoia, no esta asociado a un incremento de los niveles de
PIN2 en la célula, se utilizé RT-PCR semicuantitativo. Se analizaron los niveles de
transcrito de PIN2 de plantas incubadas en tratamientos idénticos a los usados para la
visualizacion de la acumulacién de PIN2:GFP en la vacuola. Para esto se usaron
plantas silvestres sometidas a tratamientos en MLC con Sortin2 50 ug/mL y se

compararen con plantas tratadas en ausencia de Sortin2.

En la Figura 18A,B se cbservan los resultados de la determinacién del nimero
de ciclos necesario para la amplificacion de los genes PIN2 y actina. Se muestra la
electroforesis de los productos de amplificacion de PIN2 y del gen de actina que se
usard como control de carga (Figura 18A). Las graficas muestran la cuantificacién de
los productos de amplificacién, sefialando, con una flecha roja, el nimero de ciclos del
PCR seleccionado que permitird cuantificar la expresién de los genes (Figura 18B). El
procedimiento se realizé para las muestras control alas 0 y 6 hrs en MLC (MO y M8,
respectivamente). Los resultados obtenidos son idénticos para MO y M6 indicando que
el tratamiento control no altera la expresidon ni de actina ni de PIN2. Se escogid 32
ciclos para amplificar el franscrito de PIN2 y 25 ciclos para la amplificacién del

transcrito de actina (gen normalizador).

En la electroforesis del RT-PCR, se puede apreciar bandas de alrededor de 900
pb, lo que corresponde a lo esperado para el producto amplificado de PIN2 y que no

presentan variaciones en la abundancia al ser fratadas por 0, 2, 4, 6 hrs en MLC con
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Sortin2 50 ug/mL (S0, S2, S4, S6) (Figura 18C). Lo mismo ocurre al analizar las
plantulas sometidas a los fratamientos en ausencia de Sortin2 (MG, M2, M4, M6). E!
control de carga usado es el gen constitutivo que codifica para la proteina actina. Los
niveles de amplificado de PIN2 fueron cuantificados por densitometria usando el
programa ImageJ normalizando los valores por los niveles de amplificado de actina
usando la misma cantidad de cDNA templado. En la Figura 18D se observa la gréfica
que muestra los valores normalizados del nivel de transcrito de PIN2 para las
condiciones contro! y Sortin2. Estos valores no muestran una diferencia significativa
para ninguna de las condiciones analizadas, Este resultado indica que Sortin2 no
produce una variacién en la cantidad de iranscrito de PIN2 en los tratamientos con los
cuales se observa acumulacién de PIN2:GFP en la vacuola. Esto sugiere que la
localizacién de PIN2 en vacuola, que se observa bajo tratamientos con Sortin2, no es

una respuesta celular a un efecto del quimico sobre los niveles del gen.
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Figura 18. Sortin2 no altera los niveles de expresion de PIN2. Plantulas tipo
silvestre fueron crecidas por 7 dias en MSC (n=15) y luego sometidas a los
tratamientos Control (M) y Sortin2 50 pug/mL (S) en MLC durante 0, 2, 4 y 6 hrs. Se
extrajo RNA y se preparé cDNA para cada muestra utilizando la misma concentracion
de RNA en todos los casos. Se realizaron reacciones de PCR amplificando el gen PIN2
y como control de carga el gen de actina. (A) PCR con gradiente del nimero de ciclos
amplidicando PIN2 y actina para las muestras MO y M6. (B) Curvas de concentracion
del amplificado versus el nimero de ciclos del PCR. El punto de inflexién de la curva se
denota con una flecha y corresponde a 32 ciclos para PIN2 y 25 para actina. (C)
Separacion por electroforesis de los productos del RT-PCR. Se amplificé PIN2 y actina
para cada una de las distintas muestras (0,2,4 y 6 hrs). (D) Niveles de transcritos de
PIN2, en tratamientos con Sortin2, normalizados con respecto al gen constitutivo
actina. Las desviaciones estandar son el resultado de 3 replicas técnicas. Se realizé
una replica experimental para los tratamientos M6 y S6.
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3.12 Sortin2 altera selectivamente la localizacién de PIN1 seguin el tipo de ratz.

PIN1 es otro miembro de la familia PIN de transportadores de auxina. Su
importancia en el establecimiento de un correcto desarrollo en plantas ha sido tan
estudiado como el de PIN2 (Zhang y Col., 2010, Jaillais y Col., 2006, Cheng y Col.,
2007). Tratamientos con Sortin2 alteran la localizacion de PiIN1:GFP e induce la
aparicién de raices adventicias que son aquellas que no nacen de la radicula del
embridn sino de cualquier otra parte de la planta como el hipocétilc en este caso
(Pérez, 2009). Para analizar como se relacionan estos fendmenos se germinaron
plantulas de la linea PIN1:GFP en Sortin2 y se observé la localizacion de PIN1 con
microscopia coenfocal. En condiciones control PIN1 se observa en la membrana
plasmatica de células de la zona de la vasculatura (Figura 19A,B). Al observar las
imagenes de plantas germinadas en presencia de Sortin2, se observa que Sortin2
altera la morfologia de la planta, presentando una raiz principal arrestada, mientras que
a la vez un par de ralces adventicias desarrolladas normalmente (Figura 19C).
También se evidencia que la localizacidn de PIN1 en raices adventicias (Figura 19E,F)
esta menos afectada que la localizacién de PIN1 en la raiz principal (Figura 19D).

Considerando que la sefializacién hormonal de la auxina es crucial para la
organogenesis, la alteracion de la localizacion de los transportadores de auxina podria
estar explicando la drastica detencion del desarrolio que se observa en la raiz principal

cuando las plantulas son germinadas con Sortin2.
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Control Sortin2

Figura 19. Sortin2 discrimina entre raiz principal y raiz adventicias en términos de
la localizacion de PIN1. Plantulas de la linea transgénica PIN1:GFP fueron
germinadas en MSC con Sortin2 25 pg/mL y luego analizadas con microscopia
confocal. (A) microscopia de una planta PIN1:GFP en la zona vascular donde se
expresa PIN1 (B) Amplificacion de A mostrando que, como ha sido reportado, la
localizacion de PIN1 en la raiz principal de plantas control es en membrana plasmatica.
(C) Microscopia representativa de una planta crecida en presencia de Sortin2 25 pg/mL
Se observa una raiz principal arrestada [D] y raices adventicias [E,F]. (D) Amplificacion
de la raiz principal que se muestra en C. Por efecto de Sortin2, la localizacién de PIN1
en esta raiz principal, no se distingue en membrana plasmatica. (E,F) Amplificacion de
la raices adventicias que se muestra en C. PIN1 se observa internalizado, pero
también en membrana plasmatica. El experimento se repiti6 2 veces analizando al
menos 3 plantulas en cada oportunidad.

3.13 Sortin2 altera procesos fisiolégicos relacionados con auxina.

El desarrollo de las plantas esta principalmente comandado por la accién de
hormonas entre las que destacan la auxina. La hormona auxina participa en diversos
procesos fisiolégicos. Entre los mas importantes se encuentran el crecimiento, los
tropismos y la organogénesis (Delker y Col., 2008). El analisis del fenotipo de plantulas

crecidas en presencia de Sortin2 revelaron que estos procesos fisiologicos se ven
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alterados (Pérez, 2009). Para descartar que €| efecto de Sortin2 es sobre el desarrollo
en estadios tempranos de la planta, se evalud la accién de Sortin2 sobre plantuias de 7
dias. Se analizé: 1) el efecto de Sortin2 sobre el crecimiento de la raiz principal y 2) la
capacidad de este Organo de recrentarse frente a estimulos gravitropicos
{geotropismo). Para esto se crecieron verticalmente plantulas tipo silvestre durante 7
dias y luego fueron trasladadas a medio fresco con Sortin2. El estimulo gravitropico
consiste en voltear las placas de tratamiento en 90° y asi disponer las plantulas de
manera horizontal.

Como se observa en la Figura 20A tanto las plantulas confroles (DMSO) como
las tratadas con SorlinZ (52) presentan un crecimienio de la raiz principal. Sin
embargo, es notorio que la raiz principal de plantulas tratadas con Sortin2 presentan
dos caracteristicas: 1) crecen menos y 2) se desorientan respecto al vector de
gravedad. La cuantificacion del {argo de la raiz principal (Figura 20C) muestra que las
pléntulas tratadas con Sortin2 tienen un largo de la raiz principal de entre 20-30 mm,
mientras que las plantas controles presentan una largo de la raiz principal por sobre ios
50 mm.

Cuando las plantulas son estimuladas gravitropicamente al momento de
trasladarlas a las placas de tratamiento, podemos observar que la punta de la raiz de
las plantulas en tratamiento control se reorientan curvandose y creciendo alineados al
vector de gravedad. Sin embargo, la plantas tratadas con Sortin2 presentan raices
principales que crecen pero que no se rearientan (Figura 20D). La cuantificacién de los
angulos de curvatura de la raiz (Figura 20E) nos muestra que hay una alta frecuencia
de plantas Control (DMSO 1%) que se reorientan con angulo en torno a los 90° de
curvatura. En cambio, la gran mayoria de las plantas tratadas con Sorin2 25 y 50

pg/mL presentan una distribucion de los angulos de curvaturas, entre 90° y 270°. Esto
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implica que hay una gran disfuncién, causada por Sortin2, de los procesos fisiolégicos

que determinan el proceso fisiolégico de reorientacion gravitropica.

i DMSO  S2(25)  S2(50) B C

il
|

®

' % W DMSO 1% Sortin2 25 pg/mL Sortin2 50 pg/mL
=12

n=12 n=12

Figura 20. Sortin2 inhibe el crecimiento de la raiz principal y la reorientacién
gravitrépica. Plantulas tipo silvestre de 7 dias fueron trasladadas a placas de
tratamiento control (DMSO), Sortin2 25 pg/mL (S2 (25)) y 50 pg/mL (S2 (50)) y
analizadas después de 4 dias. El crecimiento de la raiz antes del traslado a placas de
tratamiento se encuentra sefialado con la linea negra. (A,B,C) Tratamiento por 4 dias
dispuestas verticalmente (D,E) Tratamiento por 4 dias dispuestas horizontalmente. (A)
Imagenes representativas de las plantas crecidas hasta la linea negra y trasladadas
hacia los distintos tratamientos. (B) Zona que se consideré para la cuantificacién que
se muestra en C. (C) Diagrama de cajas muestra la cuantificacion de la longitud de la
raiz principal para cada tratamiento en A. La linea horizontal negra en medio de la caja,
corresponde a la mediana. (D) Imagenes representativas de las plantas crecidas hasta
la linea negra y trasladadas hacia los distintos tratamientos y dispuestas en 90°
(ensayos de respuesta gravitropica). (E) Cuantificacion del angulo de curvatura de la
raiz (a) principal de plantas estimuladas gravitropicamente en D. El gréfico
esquematiza la frecuencia de ocurrencia para cada uno de los 6 rangos de 30°.
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3.14 Sortin2 inhibe la degradacion diferencial de PIN2

La curvatura de ia punta de la raiz frente al estimulo gravitrépico es un proceso
regulado principalmente por la hormona auxina provecando una elongacién diferencial
en las células del meristema de la raiz. La reorientacién gravitropica requiere una
distribucién asimétrica de la hormona auxina y depende de la actividad de los
transportadores de auxina (Abas y Col., 2006; Kleine-Vehn y Col., 2008; Vanneste y
Friml, 2009). Se ha demostrado que con la participaciéon combinada de trafico vesicular
y actividad del proteosoma se controla la degradacién diferencial de PIN2 en plantas
graviestimuladas. Para analizar si es que [a alteracion de Sortin2 en &l tréfico de PIN2
altera la degradacién diferencial del transportador, se trataron plantas de la linea
PIN2:GFP y se estimularon gravitrépicamente en presencia de Sortin2. Cuando se
observa [a intensidad de fluorescencia de PIN2:GFP en ia punta de la raiz de plantas
gravi-estimuladas en ausencia de Sortin2 (Figura 21A) se logra identificar una mayor
intensidad de fluorescencia en las células de la cara inferior de la raiz (Figura 21C),
producio de una mayor degradacidn en las células de la cara superior como se ha
descrito {(Kleine-Vhen., 2008). En presencia de Sortin2, en cambio, los niveles de PIN2
se observan relativamente similares al comparar la capa superior e inferior de la raiz
(Figura 21B). Aplicando una escala de intensidad de fluorescencia para estas
imégenes podemos observar ademas, que en tratamientos con Sortin2 los niveles de
PIN2 son menores que en condiciones control (Figura 21D). Esto concuerda con el
efecto antes descrito de Sortin2 como inductor de la degradacién de PIN2. Un
diagrama de superficie de estas imagenes nos permite reconocer més faciimente los
niveles de PIN2 (intensidad de fluorescencia) y con esto identificar que en tratamientos
con Sortin2 los niveles son menores que en Conirol (menor abundancia de picos
blancos) y no muestran notables diferencias entre las caras superior e inferior de ia raiz

(Figura 21F). En condiciones control, como es esperado, la abundancia de picos
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blancos es mayor en la cara donde se produce menos degradacion, la cara inferior
(Figura 21E). Los diagramas de superficie son, entonces, una gréfica y facil manera de
observar la degradacion diferencial de PIN2 en el proceso de reorientacion gravitropica

de la punta de la raiz.

m seala de intensidag Diagrama de superficie

Figura 21. Sortin2 inhibe la degradacién diferencial de PIN2. Plantulas PIN2:GFP
de 7 dias crecidas verticalmente fueron trasladadas a placas de tratamiento control y
Sortin2 25 yg/mL y analizadas después de 3 horas. Durante esas 3 horas las plantas
fueron dispuestas en oscuridad y volteadas en 90° con respecto al vector de gravedad.
(A,C,E) Ensayo en condiciones controles (B,D,F) Ensayo en presencia de Sortin2.
(A,B) Microscopia confocal, captando la fluorescencia de PIN2:GFP, de la punta de la
raiz principal de plantas estimuladas gravitrépicamente en condicién control (A) y en
presencia de Sortin2 (B). (C,D) Fluorescencia en una escala de intensidad de las
imagenes en A y B, respectivamente. Con esto se puede apreciar mas clara la
diferencia entre los niveles de PIN2 entre las caras superior e inferior. Notese que las
unidades de fluorescencia son mayores en las condiciones control. (E,F) Diagramas de
superficie de las imagenes en A y B, respectivamente. Con esto se puede distinguir los
niveles de fluorescencia PIN2:GFP de una manera 3D (picos blancos). En condicion
control (E), los picos blancos son mas intensos en la cara inferior. No se observan
estas diferencias en el diagrama del tratamiento con Sortin2 (F). El experimento se
repitié 2 veces analizando al menos 3 plantulas en cada oportunidad
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3.1§ Sortin2 no altera la sefializacién de auxina a nivel del complejo receptor de
auxina

La sefializacién de auxina contempla tanto el transporte de la hormona a través
del sistema de transporte célula a célula mediado por transportadores, como la
recepcion de la hormona por un receptor nuclear soluble, Este complejo receptor ha
sido identificado como el SCF™® (proteina Skp1-Cullin-F-box, Dharmasiri y Col., 2003)
y estéd modulado por diferentes proteinas (Paciorek v Friml, 2008). Uno de estos
moduladores primeramente descritos y mas importante es AXR1 {Leyse y Col., 1993,
Lincoln y Col., 1990). Para analizar si el efecto de Sortin2 en la sefializacién es a nivel
del recepior sdluble de la auxina, se analizd el fenclipo de plantas mutanies para el
modulador del receptor de auxina AXR1 frente a tratamientos con Sortin2,

Como se observa en la Figura 22A la linea muntante axr7-12 presenta el
mismo fenotipo que las plantas silvestre al ser tratadas con Sortin2: 1) inhibicién del
crecimiento de la raiz principal y 2) pérdida de gravitropismo. La raices de las plantas
axr1-12 son capaces de crecer al ser tratadas con Sortin2 (flecha azul), pero a una
tasa mucho menor que en condiciones Control. Sin embargo, en presencia de Sortin2
25 pg/mL, la raiz no se reorienta al graviestimularlas (Figura 22A, axr7-12). Esto indica
que la presencia de AXR1 no es requerida para observar los efectos a nivel fenatipico
de Sortin2.

En el anélisis de las planias se observa una presencia, considerablemente
mayor, de raices laterales en las plantas tratadas con Sortin2 25 pg/mbL. Para
cuantificar estos resultados se decidid, entonces, analizar tres parametros fenétipicos:
1) longitud de la rafz principal (LRP) 2) el nimero de raices laterales (NRL) y 3) la
longitud de las raices laterales (LRL). Al cuantificar esto notamos que tanto las plantas
silvestre como las mutantes axr7-72 presentan, en presencia de Sortin2, una

significativa disminucion de la LRP (Figura 22B). El parametro LRL, sin embargo, no
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presenta significativas diferencias, tanto en silvestre como mutante, entre los
tratamientos, a pesar de mostrar una menor dispersién de los datos en presencia de
Sortin2 (Figura 22B). Este efecto selectivo de Sortin2 sobre el crecimiento de las
raices de la planta es coherente con el efecto diferencial de Sortin2 al analizar 1a
localizacion de PIN1 (ver seccién 3.11).

En plantas silvestres, el NRL aumenta en Soriin2 25 pg/ml en por lo menos 5
veces respecto al control silvestre (Figura 22B). Sorprendentemente, en la linea
mutante axr1-12 este pardmetro aumento aproximadamente 4 veces, en relacién a la
control silvestre. Dado que las plantas mutantes y las silvestres se comportan de la
misma manera frente a Sortin2, en términos del parametro NRL, seria indicativo de que
el producto génico AXR1 no es el blanco molecular de Sortin2, sino que algin
componente rio afriba en la sefializacién de la hormona auxina.

Con la comparacidén de fenotipos entre planta silvestre y mutante, hemos
encontrado evidencia que apoyan que el efecto de Sortin2 no es sobre la sefializacién

intracelular de auxina, sino sobre procesos previos como el flujo de la hormona a

través de los tejidos, el que esta mediado por los transportadores PIN.
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Figura 22. La linea knock out axr1-12 es sensible a Sortin2 al igual que la planta
silvestre. Plantulas silvestre y mutante axr7-12 de 7 dias crecidas verticalmente fueron
trasladadas a placas de tratamiento Control y Sortin2 25 y 50 ug/mL. La placas fueron
volteadas en 90° con respecto al vector de gravedad y analizadas después de 4 dias.
(A) Tanto las plantas silvestre (wt) como la linea axr7-12 al ser graviestimuladas, son
incapaces de reorientarse gravitropicamente. A 25 pg/mL se observa el evidente
aumento de ocurrencia de raices laterales (flechas amarillas). Las flechas azules
indican el tamafio de las plantas antes de ser trasladadas a las placas de tratamiento.
(B) Cuantificaciéon del largo de la raiz principal (LRP), del nimero de raices laterales
(NRL) y de la longitud de la raiz lateral (LRL). Los valores se presentan en diagramas
de cajas, donde el 50% de los datos estan dentro de las cajas blancas y la barra negra
horizontal representa a la mediana de los datos. Los parametros varian de la misma
forma tanto en las plantas silvestres como en la linea mutante. La LRP disminuye con
la presencia de Sortin2, mientras que el NRL tiene un incremento de al menos 5 veces
en Sortin2 25 pg/mL. La LRL tiene tendencia a disminuir con la presencia de Sortin2,
sin embargo, no hay diferencias significativas. Se usé el test estadistico ANOVA con
p<0.05 y “n” variado segun el niamero de raices laterales que se presentan en cada
condicion.
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3.16 Sortin2 no altera 1a estabilidad de la proteina AXR3, miembro de la familia de
proteinas represoras AUX/IAA.

Dentro de la seiializacion intraceiular de auxina se ha demostrado que diversos
procesos moleculares son requeridos para que la sefial de la auxina se traduzca en un
cambio fisiolégico. El receptor nuclear soluble de la auxina SCF™ juega un papel
fundamental, ya que permite ia degradacidn mediada por proteosoma de los
represores de los factores de transcripcion ARF. El represor AXR3, miembro de la
familia AUX/IAA, es ubiquitinado por el complejo SCF™?-Auxina y luego degradado de
manera de activar a los ARF (Mockaitis y Estelle, 2008). Para comprobar que el efecto
de Sortin2 no es sobre [a estabilidad de AXR3, se analizo la tasa de degradacion de

este represor nuciear en presencia de auxina exdgena y en presencia de Sortin2.

Para esto se uso la linea transgénica HS::AXR3:GUS (Gray y Col., 2001). Esta
linea contiene un promotor HS inducible por temperatura (37°C) y la fusidn de AXR3 a
un reportero. El reportero de AXR3 es la enzima g-glucoronidasa codificada por GUS.
La presencia de la proteina AXR3 se detecta indirectamente con la actividad de la
enzima codificada por GUS. Esta enzima puede hidrclizar sustratos comerciales como
X-Gluc generando coloracion azul (ensayo histoquimico), asi como el sustrato MUG
produciendo un producto fluorescente MU (ensayo fluorométrico). Mediante ensayo
histequimico se comprobé que el tiempo de induccién (2 hrs) utilizado (Gray y Col,,
2001; Hayashi y Col., 2003) es suficiente para inducir la expresién del transgen

AXR3:GUS (Figura 23B).

Para la cuantificacién de la actividad de la enzima codificada por GUS, se usa
el ensayo fluorométrico. Primero, para descartar {a saturacién de la reaccion, se

comprobd la linealidad de la reaccidn enzimética de GUS (Figura 23A), para distintas
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cantidades de proteina tofal. Luego, se decidié trabajar con la cantidad de proteinas

totales cuya curva de reaccitn enzimaética tiene un mejor ajuste lineal.

En la Figura 23C, se observa la actividad de GUS en tiempos posteriores a la
induccidn por calor: DMSO 1% (Control), Auxina 10 uM y Sortin2 50 pg/mL. Como es
de esperar, en presencia de auxina la actividad de GUS decae con e! tiempo por fa
accién del complejo SCT"R-Auxina que ubiquitina al represor AXR3. En presencia de
Sortin2, sin embargo, la actividad de GUS se mantiene en torno a la actividad inicial,
indicando que Sortin2 ne se comporta como auxina y que no altera la estabilidad del
represor AXR3. La condicién control (DMSO 1%) comprusba que la degradacion de
AXR3 observada en la condicion Auxina es producto de la interaccion de la auxina con

el receptor nuclear y no de las condiciones de {ratamiento.

La estabilidad del represor AXR3 no se ve afectado por Sortin2 a diferencia de
lo que hace auxina, comprobando que Sortin2 no se comporta como esta hormona, De
manera que el efecto que genera Sortin2 en la planta es el resultado de eventos
distintos a la degradacién de los represores Aux/IAA. Estos resultados junto al
comportamiento fenotipico de axrf apuntan a que Sortin2 no afecta la sefializacién
intracelular de auxina, sino eventos rio arriba de esta. Entonces, la deslocalizacion de

los transportadores de auxina PIN explicarian los fenotipos a nivel de planta completa.




69

A B
1509 = 754
=d— 50 g 2
- 2549 :
2 100{ - 10w
=
2
e
E 50-
cl ] L] ] L)
° N » $ ®

Tiempo de reaccién (min.)

c
=2 =& DAMSO
g 60-
‘511 == NAA 1O M
; == Sortin2 50 pgml
=
» 40"
&
e
g
b=
5 20
Qo
&
=
=
=
E 0 T T T T 1
Y o & & @

Tiempo después de la induccion (min.)

Figura 23. Sortin2 no altera la tasa de degradacién del represor de la sefializacién
de auxinas AXR3. Plantulas de 7 dias de la linea HS:AXR3NT:GUS fueron sometidas
a 37 °C por 2 horas para inducir la expresion del gen AXR3NT:GUS. (A) Se comprobé
la linealidad de la actividad enzimatica de GUS a distintas cantidades de proteinas
totales desde extracto de plantulas inducidas. (B) Se corroboré la expresion del gen
con un ensayo histoquimco de GUS. (C) La tasa de degradacion de AXR3, medida por
la actividad de GUS, no es alterada cuando las plantas son tratadas con Sortin2 post
induccién a 37 °C. Se muestra el promedio y el error asociado de dos réplicas
experimentales con sus respectivas réplicas técnicas.
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DISCUSION

4.1 Sortin2 aitera la ruta endocitica del sistema de endomembranas

Diversas evidencias presentadas en esta tesis apoyan el efecto de Sortin2
sobre la ruta endocitica del sistema de endomembranas. Las mas importantes son que
Sortin2: 1) Acelera la internalizacién de un trazador de endocitosis 2) Induce
acumulacién de proteinas de membrana plasmética en vacuola y 3) Marcadores de
componentes de {a ruta endocitica son afectados.

Concordantemente mediante dos estrategias independientes, marcadores de
compartimentos y drogas que alteren el sistema de endomembranas, encontramos que
el blanco celular de Sortin2 podria estar rio abajo de los endosomas tempranos

(EE/TGN) y rio arriba los endosomas tardios (LE/PVC).

4.1.1 Internalizacién del trazador de endocitosis FM4-64

Sortin2 provoca que el trazador de endocitosis FM4-64 tarde la mitad del tiempo
en traficar hasta el tonoplasto (Figura 11). Con este trazador se logré comprobar el
efecto de Sortin2 sobre el proceso general de endocitosis, ya que FM4-64 es un
marcador que no es selectivo para los distintos tipos de endocitosis (Boite y Col.,
2004). Esto implica que Sortin2 alteraria componentes o mecanismos de trafico que
son relativamente comunes en el trafico vesicular endocitico. Sin embargo, este
resultado conirasta con la capacidad que tiene Sortin2 en discriminar entre las vias de
tréfico de los transportadores de auxina PIN1, PIN2, PIN7 y AUX1, ya que solo altera a
PIN1 y PIN2, pero no altera AUX1 ni PIN7 (Figura 6). Este resultado implicaria que
Sortin2 altera componentes especificos que son compartidos para el trafico de PIN1 y

PIN2. Esto concuerda con antecedentes de nuestro laboratorio, en donde se ha
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identificado que la mutante de S. cerevisiae para el gen que codifica la cadena liviana
de clatrina (clc7) es resistente al efecto de Sortin2. Ademas, se ha descrito que la
internalizacién endocitica de PIN2 es dependiente de clatrina. Esto sugiere que el
mecanismo molecular por el cudl Sortin2 induce la intemnalizacién de PIN2 a la vacuola

podria involucrar endocitosis mediada por clatrina.

Dentro de las estrategias usadas actualmente para el anélisis con FM4-64 se
encuentran; analisis in planta y andlisis en cultivos celulares vegetales como células
BY-2, de tabaco. La estrategia usada en esta tesis, in planta, ha sido descrita como
una mejor estrategia, Esto porque, al usar cuitivos celulares se ha demostrado que a
algunas concentraciones, las tinciones FM, como el FM4-64, tienen el potencial de
perturbar la localizacion de proteinas integrales de membrana plasmética. Sin
embargo, esto no ocurre cuando se ufilizan andlisis in planfa, especificamente
evaluando la localizacién de proteinas de membranas plasmética como PIN2 y PIP2A
(Jelinkova y Col., 2010). Dado que la localizacion de PIN2 y PIP2A también fue
analizada en esta tesis, resulté ser de vital importancia el escoger una estrategia para

analizar FM4-64 que no presente contradicciones con los experimentos realizados.
4.1.2 Uso del inhibidor de sintesis de proteinas cicloheximida (CHX)

La acumulacién proteinas de membrana plasmética en vacuola, que Sortin2
induce, se podria deber tanto a proteina proveniente de la ruta secretoria (biosintética)
como de la ruta endocitica. Se descartt la posibilidad de que la acumulacién de PIN2
en vacuola se debiera al trafico de proteina por la ruta secretoria, usando e! inhibidor
de sintesis proteico CHX. Esto porque, Sortin2 induce acumulacién de PIN2 en vacuola

aun en presencia de CHX (Figura 13), implicando que la proteina acumulada proviene
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desde la membrana plasmética en donde habia sido destinada previamente al
tratamiento con CHX.

El trafico de PIN2 a vacuola no es un fenémeno inusual en la planta, ya que
frente a ciertos estimulos como la oscuridad, las células responden destinando a PIN2
a la vacuola (Laxmi y Col., 2008). Esto implica que Sortin2 produce su alteracion
gatillando una via de trafico que no es nueva y que es usada por las células frente a
ciertas condiciones. Esta idea se refuerza con los requerimientos celulares que este
trafico posee. El tréfico de PIN2 a vacuola producido por oscuridad y por Sortin2
requieren de un citoesqueleto de actina como un tréfico PVC-vacuola funcional (Figura
17, Kleine-Vehn y Col., 2008)

La destinacidén de PIN2 a vacuola es un medio de control para el nivel de
proteina celular. Por lo tanto el efecto de Soriin2 destinando PIN2 a vacuola podria
estar ligado a un aumento de la abundancia celular del transportador. Esto, sin
embargo, fue descartado, ya que el andlisis de los niveles de transcrito de PIN2
revelaron que estos no se ven alterados por tratamientos con Sortin2 (Figura 18). Esto
sugiere que la acumulacion de PIN2 en vacuola, causada por Sortin2, no es producto
de un exceso de transcripcion de PIN2 en las células, sino, un efecto en el irafico de

esta proteina.

4.2 ldentificacion del blanco celular de Sortin2 en la ruta endocitica

4.2.1 Localizacion de proteinas marcadoras de la ruta endocitica

Antecedentes anteriores han mostrado que Sortin2 altera el trafico de una
proteina soluble, por la ruta secretoria, hacia la vacuola (Norambuena, resuitados no

publicados). Pero, Sortin2 ademas induce Ia localizacién de proteinas de membrana




73

plasmatica, por la ruta endocitica, en vacuola, segin resultados presentados en esta
tesis. Interesantemente, existe un compartimento del SE en plantas que intersecta a
esta dos rutas, endosoma temprano/TGN (Viotti y Col., 2010). Esos antecedentes
plantearon que el efecto de Sortin2 podria estar rio abajo de este compartimento
compartido entre ruta secretoria y endocitica, EE/TGN. Los posibles candidatos como
blanco celular para Sortin2 fueron compariimentos como los endosomas tardios
(LE/PVC) o vacuola o, incluso, en el trafico que hay entre estos compartimentos, Esta
idea se refuerza con antecedentes anteriores de nuestro laboratorio, donde se observd
que la distribucién de marcadores de compartimentos de la ruta secretoria (Reticulo
Endoplésmico vy Aparato de Golgi), permanecen inalterados en tratamientos con
Sortin2. Esta evidencia conjunta generaba un planteamiento tedrica acerca del blanco
celular de Sortin2 localizado entre EE/TGN y LE/PVC.

De manera muy interesante, cuando analizamos la localizacién de marcadores
de compartimentos del SE encontramos que la localizacién del marcador de EE se
produce normaimente indicando que los pasos previos a esta destinacién no es
alterada por Sortin2. Y, ademas, que el tréfico hacia los organelos mas tardios como
PVC y vacuola si estdn aiterados por Sortin2, ya que los marcadores de estos
compartimentos mostraron una localizacién aberrante (Figura 9). Esta evidencia
permitié comprobar que, calzando con lo planteado en base a antecedente previos, el
bianco celular de Seoriin2 estaria en componentes del trafico entre EE/TGN y LE/PVC
(ver Modelo en Figura 24).

En adicion al planteamiento tedrica y a la estrategia usando marcadores, existe
una tercera evidencia que apoya blanco celular de Sortin2. Esta evidencia se basa en
el uso de otras drogas que alteral tréfico en el ES. Sortin2 causa desagregacion de
PIN2 acumulada en cuerpos de BFA. Dado que en esios cuerpos se encuentran

agregados endosomas tempranos (EE) y endosomas de reciclaje (RE) (Dettmer y Col.,




74

20056; Robinson, Jiang y Schumacher, 2008), plausible proponer que el blanco esté rio
debajo de los EE/TGN. Ademas, coherentemente con lo observado con los marcadores
de la ruta endocitica, el blanco celular de Sortin2 esta rio arriba de los endosomas
tardios, dehido a que el efecto del Sortin2 sobre PIN2 requiere de un trafico PVC-
vacuola funcional, segun los andlisis con la droga wortmanina (ver Modelo en Figura

24 y Figura 17).

4.2.2 Drogas que alteran el trafico de proteinas a través de la ruta endocitica

El beneficio del uso de Brefeldina A y Wortmanina para corroborar la propuesta
de que Sortin2 altera el trafico entre los endosomas tempranos tardios, evidencia la
importancia de contar con drogas cuyo blanco, al menos celular, sea conocido, de
manera de poder establecer, mediante fratamientos en conjunto con ciertas drogas,
nueva informacién referente al trafico en el SE. En este contexto es una nueva droga
con efectos celulares y posiblemente con blancos moleculares diferentes a las ya
descritas es un aporie significativo.

Nuestros antecedentes muestran que este efecto de Sortin2 es distinto al
causado por BFA. El blanco molecular de Brefeldina A es la proteina GNOM,
involucrada en la formacién vesicular (Geldner y Col., 2001). BFA acilia acumulando
proteinas de membrana plasmatica, que trafican via endacitosis, intraceluiarmente en
los llamados cuerpos de BFA. Sortin2, en cambio, destina la proteina PIN2, PIN1 y
BRIt a la vacuola. Esto sugiere fuerfemente que el blanco molecular de Sortin2 no
es/son elflos mismo/s que BFA.

El efecto de Sortin2 no solo es distinto del de BFA sino que también es rio abajo
que el de BFA. El hecho de que el efecto de BFA es inhibido en tratamientos con

Sortin2, abre la posibilidad de que Sortin2 actlie comeo un inhibidor de endocitosis que
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impide observar la acumulacién de PINZ en los cuerpos de BFA, en tratamientos de 2
horas (Figura 14A). Sin embargo, en los tratamientos més prolongados durante 6
horas, se comprobd que el efecto de Sortin2 es en eventos posteriores al efecto de
BFA, ya que no se observa en los cuerpos de BFA por lo que induciria el trafico de
proteina PIN2 hacia vacuola (Figura 16).

Una segunda evidencia, ain mas conclusiva, apoya lo anterior. Esto es que
Sortin2 logra desagregar la acumulacion de PIN2 en los cuerpos preformados de BFA.
Cuando se afiadié Sortin2 en plantas con cuerpos de BFA se observé ia una
relocalizacion de PIN2 intracelular (Figura 16A). PIN2 se localiza, primero, en cuerpos
de BFA y en vacuola, sugiriendo trafico de proteinas desde un compartimento al otro y
luego, en tratamientos mas largos, se cbservd sélo acumulacion de PIN2 en vacuola
apoyando que la proteina acumulada en vacuola proviene de la acumulada en los
cuerpos de BFA (Figura 16B). Es importante destacar el hecho de que la proteina
PIN2 tomd menos tiempo, en acumularse en vacuola, en plantas pretratadas con BFA
que en plantas no pretratadas, probablemente porque hay una mayor cercania dentro
de la ruta endocitica en el primer caso.

El efecto de Sortin2 no solo es distinto que el de BFA sino también diferente al
de wortmanina. Wortmanina inhibe el tréfico desde LE/PVC a vacuola, mientras que
Sortin2 altera el tréfico rio arriba de LE/PVC. Esto es coherente con que wortmanina
inhiba la acumulacion de PIN2 en vacuola por efecto de Sortin2 (Figura 17B).

Cabe destacar que Sortin2 es una droga distinta a otras drogas cuyo efecto en
el sistema de endomembranas ya ha sido descrito previamente. No hay otra droga que
en plantas altere el trafico acelerdndolo, entre endosomas tempranos y tardios.
Ademas, en general, Sortin2 acelera el proceso endocitico a diferencia de todos los

otros compuestos que la inhiben {Paciorek y Col., 2005).
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Figura 24. Modelo del blanco celular de Sortin2. (A) Sortin2 no altera la localizacién
del marcadores de endosomas tempranos (visto bueno), pero si altera marcadores de
endosomas tardios y de vacuola (flecha roja). El blanco celular es localizado ri6 abajo
del organelo que no es afectado y rio arriba de los organelos que son alterados por
Sortin2 como esté indicado con el circulo rojo. (B) Sortin2 induce trafico de PIN2 por la
ruta endocitica hacia vacuola. Aceleraria la llegada de PIN2 a vacuola desagregando
los cuerpos de Brefeldina A (flecha roja) y por lo tanto su efecto estaria rio abajo del
blanco de Brefeldina A. Como el efecto de Sortin2 requiere del trafico que es inhibido
por Wortmanina (Wm), su blanco estaria localizado rié6 arriba de Wm. El tréafico
propuesto como el blanco celular de Sortin2 esta entre los endosomas tempranos y los
tardios y coincide con el que se desprende del andlisis con marcadores.

4.3 Sortin2 no altera la morfologia ni funcionalidad del citoesqueleto

Se ha descrito que ciertas drogas que inhiben el transporte de auxina (AT,
Auxin Transport Inhibitors,) y que actiGan como estabilizadores de actina alteran la
localizacién de PIN1 (Geldner y Col., 2001, Dhonukshe y Col., 2008). Dado que Sortin2
también altera la localizacion de PIN1, se hizo necesario analizar el efecto de Sortin2
sobre el citoesqueleto para descartar que este efecto fuera una consecuencia indirecta

de una alteracién en el citoesqueleto.

Para el estudio de la morfologia del citoesqueleto de actina, se ha usado

clasicamente la proteina de fusién fimbrina:GFP. En este trabajo se usé la fusién de
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GFP con uno de sus dos dominios de unién a actina (ABD2), porque es un marcador
que entrega una menor fluorescencia background y es una mejor herramienta para el
analisis de citoesqueletc de actina en células del meristema de la rafz (Wang y Col,,
2004). Ademas, la distribucion que presenta el marcador ABD2:GFP entrega mas
informacion ya que permite aobservar claramente las fibrillas delgadas y gruesas de

citoesqueleto de actina (Wang y Col., 2004)).

Sortin2 no provoca los efectos que han sido asociados a los estabilizadores del
citoesqueleto de actina. Este tipo de drogas, que estabilizan al citoesqueleto, como
Jasplakinolide y los ATl's, provocan un engrosamiento de los filamentos de actina
(Dhonukshe y Col., 2008). La cuantificacion del ancho de los filamentos de actina,
marcados mediante ABD2:GFP, mostré que a diferencia de otras drogas, Sortin2 no
provoca este fenotipo (Figura 10B). Ademas la distribucion de estos filamentos en la
célula se observaron normales en los tratamientos con Sortin2 indicando que este
compuesto no alteraria los mecanismos de establecimiento de las fibrillas de actina y
que el blanco molecular de Sortin2 no afectaria mecanismos de establecimiento del

citoesqueleto.

No solo el establecimiento y morfolegia del citoesqueleto es importante en el
trafico vesicular sino también su funcionalidad. Para estudiar la funcicnalidad del
citoesqueleto se observé el movimiento de organelos asistida por citoesqueleto
(Loubéry y Col., 2008). Los tratamientos con Sortin2 no provocaron una alteracion en el
movimiento de los endosomas como si lo hicieron otras drogas, como Oryzalin y
Latrunculina B, cuyo efecto es la depolimerizacidn del citoesqueieto (Figura 10C). Esto
indica que el blanco molecular de Sortin2 es distinto al de drogas depolimerizadoras de

citoesqueleto, ya que no altera su funcionalidad.
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La evidencia conjunta del andlisis de la morfologia y funcionalidad del
citoesqueleto apoya la idea de que el efecto que Sortin2 tiene sobre la localizacién de
las proteinas de membrana serfa un efecto directo sobre el trafico de estas y no una

consecuencia de una irrupcién en el citoesqueleto.

4.4 Caracteristicas, ventajas, e importancia de Sortin2

Sortin2 presenta las caracteristicas requeridas para el uso de drogas con fines
en investigacién en biologia celular. El efecto de Sortin2 es inducible y muestra
ademas una dosis dependencia (Figura 12). Adicionalmente, antecedentes previos en
nuestro laboratorio, indican que el efecto de Soritn2 es reversible para los efectos
fisiologicos que le ocasiona a las plantas tratadas. Todas estas caracteristicas son
requeridas para las drogas usadas en investigacion, en especial en el estudio de trafico
del SE, porque eniregan una mayor utilidad al momento de disefiar los experimentos.
Por ejemplo, la inducibilidad, permite hacer anélisis donde la condicién inicial puede ser
evaluada y estudiada y luego comparadas con la situacién resultante del tratamiento.
La dosis dependencia, es caracteristica de una droga cuyo efecto es modulable y por
lo tanto permite estudiar gradientes de severidad en los fenotipos analizados. Por
ultimo la reversibilidad, permite observar la perdida de un determinado fenotipo si es
que se retira de los tratamientos y ademés se pueden recuperar los organismos luego
de los tratamientos si es requerido.

Ofra caracteristica muy ventajosa de Sortin2 es que su efecto es ademas
selectivo logrando discriminar entre distintas vias de trafico. Esto porque, en las
mismas condiciones de tratamiento con Sortin2, se observé deslocalizacion de PIN1 y
PIN2, pero no de AUX1 y PIN7 (Figura 6). Esta selectividad permite que Sortin2 pueda
ser util ai momento de investigar vias de trafico a través del SE. Esta selectividad de

Sortin2 es coherente con los antecedentes de la literatura, ya que se ha demostrado
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que el trafico subcelular del transportador de influjo AUX1 usa una via distinta de PIN1
(Kieine-Vehn y Col., 2006). El efecto de Sortin2 alteraria componentes distintivos que
regulan el tréfico de estas dos proteinas, permitiendo discriminar entre dos vias de
tréfico que han sido descritas como distintas.

La ausencia de efecto sobre el transportador de auxina PIN7 podria estar
relacionado con la accesibilidad del quimico a las células de la columela donde se
expresa la proteina. Experimentos que permitan evaluar la accesibilidad que el quimico
posee a esos tejidos estan considerados para la continuacién de esta investigacion.
Sin embargo, estos resultados son coherente con lo descrito para otra droga como
Endosifinal (ES1) con la que se han detectado diferencias en el trafico entre PIN7 y
ofras proteinas PIN (Robert y Col., 2008).

La importancia del efecto de Sortin2 para la planta, radica en que es una droga
cuyo efecto tiens implicancias en su fisiologfa. La relocalizacion del transportador PIN2
a la vacuola, por ejemplo, es vital para la fisiclogia de la planta, ya que la vacuola litica
ha sido descrita como el lugar de degradacion y de reciclaje de componentes celulares
y por lo tanto, es importante para el desarrollo, senescencia e incluso para la muerie
celular programada (Surpin y Raikhel, 2004). Dado que Sortin2 induce la destinacién
de PIN2 a la vacuola se vuelve relevante entender la relacién de este fenémeno con
los efectos fisioldgicos de Sortin2; la inhibicién del crecimiento de la raiz y ia pérdida de

orientacién gravitropica.

4.5 Sortin2 es distinto de otras drogas usadas para estudiar el sistema de
endomembranas.

Ya hemos visto que Sortin2 actGa en un blanco celular distinto al drogas
clasicamente usadas en biologia celular como Brefeldina A y Wortmanina (ver seccion

4.2.2). Pero ademas es distinto que otfras drogas, recientemente descritas, como
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Endasidina1 (ES1). ES1 también altera la localizacion ciertas proteinas de membrana
plasmatica como PIN2 y BRI1 (receptor de hormonas brasinosteroides, Roberis y Col.,
2008). Sin embargo, solamente Sortin2, a diferencia de ES1, es capaz de inducir la
internalizacion de ofras proteinas de membrana plasmética como PIN1. Esto indicarfa
que Sortin2 es capaz de alterar selectivamente a la maquinaria de trafico de PIN1 con
respecto a otras proteinas como PIN2 y BRI1. Estas diferencias no son percibidas bajo
el efecto de ES1, entregando una valiosa utilidad al uso de Sortin2 como una nueva
droga en el estudio del SE.

Es distinto ademas de drogas que alteran ¢l citoesqueleto como Latrunculina B
(Figura 17) y Oryzalin (Figura 10). Eso posiciona a Sortin2 con un gran potencial para

ser usado en investigaciones de biologia celular,

4.6 Sortin2 y el desarrollo de la planta

4.6.1 Desarrollo de plantas mediado por un correcto trafico vesicular

El efecto de Sortin2 en la plantulas crecidas en tratamiento parece ser mas
severo en la regién subsuelo que en ia parte aérea de la planta (Pérez, 2009). Esto
podria estar indicando que los mecanismos celulares que se ven afectados por Sortin2
tienen mayor incidencia en el desarrollo de la rafz.

En el desarrollo de la raiz, se establecen procesos relacionados con Ia
distribucién de auxina (Macgregor y Col., 2008; Swarup y Col., 2008). Sortin2 afecta
estos procesos en las plantas, ya que inhibe notablemente el crecimiento de la raiz
principal, aumenta la ocurrencia de la raiz secundaria e inhibe la capacidad de
reorientacion gravitrépica de la rafz (Figura 20 y 22). Muchos de estos procesos

fisiolégicos de las plantas son mediados por eventos celulares a través del trafico
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subcelular de proteinas, como los transportadores de auxina, por el sistema de
endomembranas.

Los procesos mediados por el SE se ejemplifican con Sortin2 al inducir ia
destinacion de PIN2 a la vacuola, ya que esto inhibe la capacidad de la planta de
sensar una nueva posicion gravitrépica. La reorientacién de la punta de la raiz es un
proceso orquestado por el tréfico intracelular y la abundancia del transportador PIN2 en
la parte superior e inferior de la rafz, permitiendo un flujo hormonal y una elongacion
celular diferencial (Abas y Col, 2008, Kleine-Vhen., 2008). Sortin2 inhibe la
degradacién diferencial del transportador PIN2 (Figura 21) expiicando la pérdida de la
reorientacion gravitrépica de las plantas (Figura 20). Este alteracién estaria dada por
una destinacién constitutiva de PIN2 a vacuola de degradacién inducida por Sortin2, lo
que forna a la punta de la raiz incapaz de responder a las sefiales que permiten Ia
degradacion diferencial del transportador.

No solo la localizacién y la actividad de PIN son importantes para el proceso de
transporte de auxina, sino que también los niveles de degradacion y sintesis de los
transportadores. La posibilidad que Sortin2 inhibe la abundancia diferencial del
fransportador debido a efectos a nivel de la transcripcién del transportador fue
evaluada. Soriin2 no altera los niveles de PIN2 evaluados por medio de RT-PCR
(Figura 18).

Sortin2 altera la localizacién del transportador PIN1 mas severamente en la raiz
principal que en las raices adventicias (Figura 19), lo que correlaciona con que la
ocurrencia de raices adventicias es promovida en plantas crecidas en Sortin2 (Pérez,
2009). Estos resultados podrian explicar el incremento en el nimero de raices laterales
en plantulas expuestas a Sortin2, ya que la hormona auxina acta como una sefial de

formacion y desarrollo de las raices laterales (Swarup y Col., 2008). Es probable que la
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irrupcion en el transporte de la auxina y una acumulacién de ésta, provocada por
Sortin2, sea el causante de una mayor aparicion de rafces laterales.

4.6.2 Sefializacion intracelular de auxina

Sortin2 no tiene un efecto sobre la sefializacion intracelular de auxina. Aunque
los efectos fisiolégicos y celulares de Sortin2 estén ligados por la importancia de la
hormona auxina, hemos mostrado gue son una consecuencia de los efectos rio arriba
de la sefializacién intracelular de la hormona (Figura 22 y 23).

Se descarté que Sortin2 altere la sefializacién intracelular de auxina por al
menos dos tipos de evidencia. Primero, se registraron el mismo tipo de alteracion
fisiologica tanto en plantas silvestres como en lineas mutantes axr1. La proteina AXR1
participa en el primer paso de la sefializacién intracelular de auxina, ya que esta

F™®. Esto sugiere que los efectos de Sortin2 serian

encargada de activar al receptor SC
consecuencia de alteraciones rio arriba de AXR1 en la sefializacién de la hormona
auxina. Los efectos fisiolégicos analizados fueron tres distintos tipos de procesos: el
largo de la raiz principal, numero de raices laterales y longitud de la raiz lateral, lo que
le da robustez al andlisis realizado (Figura 22).

Un segundo tipo de evidencia proviene del estudio de la degradacion de
represores transcripcionalesde la familia AUX/IAA, como AXR3. Auxina requiere de un
segundo paso, en su sefializacién intracelular, el cual es la degradacion de Ios
represores de la familia AUX/IAA de la cual AXR3 es uno de sus miembros. Como se
observo con la linea AXR3:GUS, la degradacion de este represor no es un proceso que
sea alterado por efecto de Sortin2, ya que la degradacion del represor fue acelerada
solo frente a tratamientos con auxina exdgena (Figura 23)

Los resultados en su conjunto, con la mutante axrf y la linea transgénica

AXR3:GUS, nos revela que Sortin2 interfiere la localizacién de los transportadores PIN
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y esto sugiere que el proceso afectado es el transporte mediado por proteinas PIN de
la auxina. Ademas e! hecho de que Sortin2 no tiene la capacidad estimular la
degradacién de AXR3 nos indica que Sortin2 no actia como una hormona auxina.
Todos estos antecedente refuerzan la idea de que el efecto de Sortin2 es (inico,

distinto al de otras moléculas pequefias, alterando el trafico en el SE.
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CONCLUSION

- Sortin2 altera la localizacion de proteinas de membrana plasmética destinandolas a
vacuola. Este efecto es selectivo, ya que afecta solo a algunas proteinas.

- Sortin2 afecta la ruta endocitica porque acelera la endocitosis del trazador FM4-64 y
destina a PIN2 a vacuola. Sortin2 induce el trafico de PINZ por |2 misma via que usa
bajo estimulos de oscuridad, ya que requiere de citoesqueleto de actina y trafico
LE/PVC-vacuola funcional.

- Sortin2 no afecta la morfologia ni la funcionalidad del citoesqueleto.

- Sortin2 altera componentes especificos de la ruta erdocitica. Altera endosomas
tardios/PVC y vacuola, pero no altera endosomas tempranos/TGN.

- El blanco celular de Sortin2 estd entre las vias de trafico entre los endosomas
tempranos/TGN) y los endosomas tardios/PVC), segin dos tipos de evidencia;
localizacién de marcadores y co-tratamientos con las drogas.

- El efecto de Sortin2 es diferente al ofras drogas que afectan el sistema de
endomembranas y depolimerizadores de citoesqueleto, por lo que se perfila como una
droga distinta de las clasicamente usadas en biologia celular.

- Sortin2 impide la degradacion diferencial de PIN2 concordantemente con inhibir la
respuesta gravitropica en plantas desarrolladas.

- Sortin2 estimula la aparicion de raices laterales e inhibe el crecimiento de la raiz
principal en plantulas de 7 dias.

- Somnz afecta la sefializacion de auxinas rio arriba a la formacién del complejo SCF-
TR y de la degradacién de los represores de la familia Aux/IAA
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