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RESUMEN

El trafico, entendido como el transporte a través de los distintos organelos que
componen el sistema de endomembranas (endosomas, vacuola, reticulo, etcétera), es
fundamental para la célula vegetal durante su desarrollo y en procesos como la
organogénesis, polaridad celular, respuesta a patdgenos, estrés salino, entre otros. De
ahi que el trafico sea un proceso altamente regulado a nivel post-traduccional.
Adicionalmente, mecanismos de regulacién transcripcional han sido estudiados
despertando el interés en el rol de factores de transcripcién sobre componentes del
sistema de endomembranas vegetal. Para estudiar la regulacién transcripcional del
sistema de endomembranas, en nuestro [aboratorio se han utilizado principalmente
herramientas bioinformaticas que permitieron la construccién de la Red Transcripcional
del Trafico y la Red de Coexpresién del Trafico. La primera es una red transcripcional
que conecta factores de transcripcion del genoma de Arabidopsis thaliana con genes
del sistema de endomembranas que poseen cajas de unién para dichos factores de
transcripcion. La segunda es una red de coexpresion que conecta cada factor de
transcripcion con un gen del sistema de endomembranas cuando ambos coexpresan.
El andlisis de ambas redes permitid seleccionar los factores de transcripcion AINTLS y
AtNACO017 como posibles reguladores del sistema de endomembranas y del trafico. A
partir de los antecedentes, en el presente trabajo se planteé como hipodtesis que
AINTLY y AtNACO17 participan en ia regulacién del trafico. Para comprobar dicha
hipétesis, se analizé la internalizacion de una sonda fluorescente que da cuenta del

trafico endocitico en mutantes de NTL9 y NACO17. Esta actividad reveld multiples




fenotipos vinculados a alteracicnes del trafico en todas las lineas analizadas. Los
resultados mas relevantes indicados por estas observaciones son que NTL9 es
requerido en el trafico hacia la vacuola y que NAC017 podria estar regulando una via
de trafico hacia la vacuola que involucra el compartimento pre-vacuolar (PVC). Con el
fin de corroborar estas alteraciones del trafico, se utilizé el compuesto Sortin2, el cual
acelera el trafico endocitico e induce la formacidon de raices laterales en Arabidopsis
thaliana de manera dependiente del trafico desde PVC. El analisis de la formacioén de
raices laterales en [2 condicién control y de [a induccidn de raices laterales en
respuesta a Sortin2 en las lineas mutantes y la linea silvestre, permitid corroborar que
NACO017 y NTL9 participan del trafico endocitico hacia la vacuola y que NTL9 posee un
rol en la emergencia de raices lateraies. Para un mejor entendimiento de la regulacién
que estos factores de transcripcion estan ejerciendo sobre el trafico sera necesario
encontrar sus blancos transcriptionales. Finalmente, estos resultados en conjunto
permiten corroborar que ambos factores de franscripcidon participan del trafico
endocitico y que esto tiene un impacto en procesos importanies en la fisiologia de la
planta Arabidopsis thaliana, como es el desarrollo de raices laterales, y, en
consecuencia, comprender el trafico endocitico es importante para el mejoramiento de

especies vegetales.



Abstract’

Cellullar transport, understood as vessicle trafficking throughout the different
cellullar compartments that are part of the endomembrane sysitem (endosomes,
vacuole, endoplasmic reticulum, etc.), is essential for plant cells during plant
development and during processes such as organogenesis, cell polarity, pathogen
response, salt siress, among other processes. Because of this, cellullar transport is
highly regulated at the post-translational level. In adition, transcriptional regulation
mechanisms have been studied awaking our interest in the study of transcription factors
that could be regulating different components in the plant endomembrane system. To
address this subject, our laboratory has used mainly bicinformatic resources to build the
Trafficking Transcriptional Network and the Trafficking Coexpression Network. The first
one is a transcriptional network that conects transcription factors from the genome of
Arabidopsis thaliana with endomembrane system genes that contain binding sites for
the former transcription factors. The second resource is a coexpression network wich
connects each transcription factor with an endomembrane system gene when they both
are coexpressed. Both networks were analyzed enabling the selection of the
transcription factors AINTL9 and AINACO17 as posible endomembrane system and
endocytic trafficking regulators. Considering this background, in this work it was
proposed that AINTLY and AtNACO017 have a role in trafficking regulation. To test this
hypotesis, we analyzed endocytic trafficking of a fluorescent probe in mutants for the
transcription factors NTL9 y NACO17. This revealed several phenotypes related to

altered trafficking in all mutant lines analyzed. The most relevant conclusions indicated




by this experiments are that NTL9 is required in endocytic trafficking towards the
vacuole while NAC0O17 could be regulating a trafficking pathway towards the vacuole
involving the pre-vacuolar compartment. In order to corroborate this trafficking
alterations, the chemical compound Sortin2 was used. This compound accelerates
endocytic trafficking towards the vacuole and induces lateral root formation in a way
that is dependant on the trafficking from the PVC towards the vacuole. Lateral root
initiation analysis of NTL9 and NACO017 mutants, both in control conditions and upon
Sortin2 treatment, allowed us to corroborate that NACO17 and NTL9 are involved in
endocytic trafficking towards the vacuole and that NTL9 has a role in the emergence of
lateral roots. To a better understanding of how these transcription factors are acting as
trafficking regulators, it will be necessary to find their primary transcriptional targets.
Finally, our results indicate that both transcription factors, NTL9 and NACO017, are
involved in endocytic trafficking, affecting several processes which are important in
plant physiology, such as lateral root development, and accordingly, understanding

endocytic trafficking is also very important for agriculture improvement.




INTRODUCCION

El sistema de endomembranas (SE) en una célula vegetal esta formado por un
conjunto de distintos organelos membranosos entre los que se encuentran el Reticulo
Endoplasmatico (RE), el Aparato de Golgi (AG), los endosomas tempranos que
incluyen la Red Trans Golgi (TGN) y ofros compartimentos endosomales (EEs), ia
Membrana Plasmaética (MP), el endosoma tardio o Compartimento Pre-Vacuolar (PVC)
y la Vacuola (V). A través de estos compartimentos tiene lugar el transporte de
membranas, proteinas y otras moléculas, ya sea a través de vesiculas o de
transportadores. El frafico, entendido como el transporie de vesiculas con su
correspondiente cargo desde un compartimento de origen hacia un compartimento
blanco, ocurre principalmente a través de dos rutas: L.a Ruta Secretoria y la Ruta
Endocitica (Figura 1). En la Ruta Secretoria, las proteinas sintetizadas en el RE son
destinadas hacia el resto de los compartimentos celulares o bien son secretadas hacia
el apoplasto (Sanderfoot and Raikhel). La Ruta Endocitica, por el contrario, engloba los
pasos en el trafico que conducen a las vesiculas en la direccién opuesta (Samaj et al.,
2005; Sanderfoot and Raikhel). De esta manera, el trafico de una proteina sintetizada
de novo que se inicia en el RE es entendido como parte de la Ruta Secretoria, en tanto
que, por ejemplo, un trafico que se inicia en la MP es entendido como trafico endocitico
(Bolte et al., 2004; Sanderfoot and Raikhel). No obstante, varios pasos del trafico entre
organelos son compartidos entre ambas rutas, dado que en ambas rutas las vesiculas
se dirigen hacia la vacuola, la membrana plasmatica y TGN (Richter et al., 2009; Sama;

et al., 2005; Sanderfoot and Raikhel; Viotti et al., 2010).




Figura 1. Rutas de trafico en la célula vegetal. Las flechas indican esquematicamente
las dos grandes rutas de trafico a través del SE y la direccion en que ocurre el tréfico a traves
de ellas. En gris oscuro se indica la Ruta Secretoria, definida como flujo anterégrado a través
del SE. En gris claro se sefala el flujo retrégrado, es decir, la Ruta Endocitica. Imagen tomada

de "El libro de Arabidopsis" (Sanderfoot and Raikhel).

Diversos procesos ﬂsiolégicos son influenciados por el trafico a través del SE,
como son la mantencién del transporte polar de auxina (Dhonukshe et al., 2008;
Marhavy et al., 2011; Robert et al., 2010; Wang et al., 2013), la polaridad celular
(Dhonukshe et al., 2008; Yoo et al, 2012), la organogénesis post-embrionaria
(Hashiguchi et al., 2010; Pérez-Henriquez et al., 2012), la respuesta a estrés abidtico
(Bar et al., 2013; Ebine et al., 2011; Verslues et al., 2006) y la respuesta de estres de
reticulo (Liu et al., 2007a). Debido a su importancia, el estudio de la regulacién del SE y
el trafico ha sido de gran interés en la literatura. Se ha visto que esta regulacion ocurre

principalmente de manera post-traduccional a nivel de la formacién y especificidad del



reconocimiento y captacion de las vesiculas transportadas. Durante la formacién, es
necesario que en la membrana del organelo de origen de la vesicula ocurra el
reclutamiento de una GTPasa que permitira el ensamblaje de las proteinas de cubierta
que daran inicio a la formacion de la vesicula. La GTPasa solo puede ser reclutada a la
membrana en su forma activa, es decir, unida a GTP, [a cual es generada por el
respectivo factor intercambiador de nucledtido de la GTPasa (GEF, "GDP exchanging
factor”) (Pfeffer, 2013). Por ofro lado, existen proteinas que se localizan de manera
especifica en los distintos compartimentos del SE y que permiten el reconocimiento del
organelo de procedencia de la vesicula y la interaccidon especifica de esta ultima con el
compartimento blanco (Uemura et al., 2004). Estas proteinas son las SNARES, cuya
presencia es requerida en la vesicula (v-SNARE, 'vesicle-SNARE"), propia del
compartimento de origen y que se encuentira en la vesicula, asi como en la membrana
receptora (t-SNARE, "farget-SNARE"), propia del compartimento blanco. La asociacion
entre v-SNAREs y tSNAREs permite la interaccidn entre la vesicula y el
compartimento blanco, asi como el acercamiento y fusion de las membranas. Diversos
autores han revisado y detallado los mecanismos mencionados, asi como la gran
variedad de moléculas que intervienen en el trafico en el SE (Pfeffer, 2013; Pizarro and
Norambuena, 2014; Richter et al., 2009; Sanderfoot and Raikhel) sugiriendo que [a

regulacion de las rutas de trafico es altamente compleja.

Una forma de explorar la regulacién del SE es el uso de compuestos quimicos
que alteran las rutas de trafico. El inhibidor Brefeldina-A (BFA), cuyo blanco son las
proteinas intercambiadoras de GTP de la familia de GTPasas monomeéricas ARF-GEF,
inhibe la secrecion de proteinas causando |a agregacién de compartimentos

endosomales tempranos, incluyendo TGN, con el Aparato de Golgi y alterando la



localizacion de algunas enzimas residentes del reticulo endoplasmatico (Kahn, 2004).
Inhibidores de la enzima fosfoinositol-3-kinasa (PI3K), tales como Wortmanina (Wm) y
LY294002, interrumpen el trafico entre el PVC y [a vacuola (Takaé et al., 2012; Wang et
al., 2009), causando la agregacién de PVCs en un PVC alterado con forma de anillo
(Takac et al., 2012, 2013; Wang et al., 2009). Tanto BFA como Wm inducen cambios
en los niveles de proteinas del SE (Takac et al., 2012; Takac et al., 2011), quedando
abierta la posibilidad de que el SE esté sujeto a otros tipos de regulacién ademas de la

regulacion post-traduccional.

El rol de la regulacién a nivel transcripcional sobre el trafico en el SE se ha
observado en diversos procesos, lo que ha llevado a proponer que podrian existir
reguladores transcripcionales de rutas de trafico del SE. Por ejemplo, la proieina de la
ruta secretoria SNAP33, que funciona como una t-SNARE en la exocitosis en esta ruta,
es inducida en respuesta a patégenos y frente a estrés mecanico (Wick et al., 2003).
También, durante la maduracién de frutos, ocurren cambios en la expresion de genes
de distintas GTPasas involucradas en el trafico (Falchi et al., 2010). Durante Ia divisidn
celular, la sintaxina KNOLLE/SYP111, que es una t-SNARE que se localiza en el
fragmoplasto, es regulada positivamente a nivel transcripcional por los factores
MYB3R1/4 (Haga et al., 2007). Por otro lado, el caso mas emblematico de regulacién
transcripcional en el SE es lo que se conoce como Respuesta a Proteinas
Desplegadas ("Unfolded protein response”, UPR) que se activa ante la acumulacion de
proteinas en estados conformacionales aberranies durante altas temperaturas,
condiciones de alta salinidad y exposicion a agentes reductores como el DTT (Deng et
al., 2011; Lu and Christopher, 2008; Wang et al., 2011; Williams et al., 2010). Durante

el estrés de RE, la proteina IRE1 produce el empalme alternativo del transcrito de



BZ/P60, permitiendo la fraduccidn de una proteina que carece del dominio de
transmembrana que retiene a BZIP60 en el reticulo endoplasmatico (Deng et al., 2011).
La ausencia del dominio de transmembrana permite la accidon de BZIP80 en el nicleo
como regulador transcripcional durante UPR (Deng et al., 2011; Nagashima et al.,
2011). Por otro lado, los factores de transcripcion (FTs) BZIP28 y BZIP17, ambos
proteinas de transmembrana, son proteclizadas durante UPR, de modo que sus
porciones citoplasmaticas del extremo amino terminal son escindidas y se relocalizan
en el nlcleo, activando a nivel transcripcional la respuesta de estrés de RE (Liu and
Howell, 2010; Liu et al., 2007a, 2007b; Tajima et al., 2008). En conjunto, la accién de
FTs durante UPR conduce a la represion de niveles de proteinas de la ruta secretoria
con la retencion en el RE de las proteinas no maduras, el aumento de la expresién de
proteinas de confrol de calidad y la activacidon del mecanismo de degradacién

vinculado al RE (lwata and Koizumi, 2012; Urade, 2009).

En general se desconoce como es regulado a nivel transcripcional el SE vy el
trafico de proteinas. Ante la pregunta de qué FTs podrian ser relevantes en la
reguiacion del SE y el trafico de proteinas, surge la gran problematica metodoldgica de
qué factor o factores de transcripcion comenzar a estudiar. El Dr. Alexander Vargas y
la candidata a Doctor en Ciencias Lorena Pizarro del programa de la Faculiad de
Ciencias de la Universidad de Chile, en colaboracion con el Dr. Rodrigo Gutiérrez de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile,
generaron 2 herramientas biocinformaticas que en nuestro laboratorio se han
considerado de gran utilidad para responder a este problema: una red transcripcional y
una red de coexpresion, en adelante la "Red Transcripcional del Trafico" y la "Red de

Coexpresion del Trafico". Ambas redes tienen como input dos grupos de genes: un




conjunto de FTs y los genes del SE involucrados en transporte de proteinas. Las dos
redes asignan conexiones entre FTs y genes del SE de acuerdo a distintos criterios. En
la "Red Transcripcional del Trafico”, la conexion existe cuando en el promotor del gen
del SE hay un enriquecimiento de sitios de union a DNA del FT. En la "Red de
Coexpresion del Trafica", por otro lado, la relacion es efectiva cuando el FT y el gen del
SE coexpresan de manera positiva con una correlacion de Spearmann mayor a 0,5 de
acuerdo a datos de microarreglos. La informacion que esta disponible de estas dos
redes en el Laboratorio de Biologia Vegetal Molecular para el grupo de estudio del SE
ha sido utilizada previamente en la identificacion del FT BZIP25 como un represor del
trafico endocitico en la tesis doctoral de Lorena Pizarro, realizada en nuestro grupo de
trabajo. En dicha tesis doctoral también se muestra que la utilizacion de estas
herramientas bioinformaticas permiten predecir que BZIP28 es un regulador del SE.
Este antecedente, en conjunto con los analisis sobre la mutante de BZ/IP25, la cual
posee una dramatica aceleracién de la endocitosis de la MP y del trafico hacia la
vacuola (Lorena Pizarro, datos no publicados), han contribuido a fortalecer estas dos
redes como herramientas interesantes para nuestro grupo de trabajo en la exploracion

de la regulacion transcripcional del SE.

Quizés uno de los aspectos mas importantes de la utilizacion de redes
bioinformaticas basadas en interacciones de regulacibn o de coexpresion es [a
asignacion de nuevas funciones moleculares en un determinado proteoma, en este
caso el de Arabidopsis thaliana, cuyo genoma se encuentra completamente
secuenciado, evidenciando la existencia de una gran cantidad de locus de funcién aun
indeterminada experimentalmente. Esto sigue siendo asi incluso a pesar de la

utilizacién de otro tipo de herramientas bioinformaticas (por ejemplo, basadas en

10



homologia estructural) y el amplisimo espectro de datos experimentales reportados en
el modelo de estudio Arabidopsis thaliana. La red desarrollada por Heyndrickx y
Vadepoiele (Heyncirickx and Vandepoele, 2012), tal como en el caso de la "Red
Transcripcional del Trafico" y la "Red de Coexpresién del Tréfico", utiliza también la
estrategia de combinar redes de coexpresion y redes transcripcionales para la
prediccion funcional de genes de rol desconocido en un andlisis completo del genoma
de Arabidopsis. Este estudio es responsable de una cantidad apreciable de las
etiquetas de Gene Ontology (GO) asignadas a los locus de este genoma y valida la
relacion entre la coexpresion de distintos genes y su vinculo funcional, sugiriendo
fuertemente que los modulos funcionales en este tipo de redes incluso se conservan
entre especies (Heyndrickx and Vandepoele, 2012). Ademas, en consistencia con el
supuesto de que los genes que coexpresan también son corregulados, una red de
coexpresion permite depurar e incluso definir redes de regulaciéon transcripcional
directa (Heyndrickx and Vandepoele, 2012). En la "Red Transcripcional del Trafico" y la
"Red de Coexpresion del Trafico", se pueden utilizar estos principios para identificar los
FTs que son capaces de conectar los moédulos funcionales en el conjunto de genes
alojados en la etiqueta de GO referida a transporte de proteinas (protein fransport,
G0:0015031), de mode de predecir cuales de ellos podrian ser importantes en la
regulacién de los genes.que conectan. Cuando analizamos estas dos redes, salta a la
vista que dos FTs de transcripcidon en particular aparecen, de acuerdo a distintos
parametros, entre los FTs mas interesantes a ser estudiados en trafico en el SE de
Arabidopsis thaliana. Nos referimos a los dos FTs de la familia NAC, AtNTLO y
AtNACO17, de los cuales en particular se desconocia completamente su funcion al

momento de la construccidn de las redes mencionadas previamente, destacando la
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importancia de este tipo de aproximacién en [a prediccion funcional en procesos tan

poco caracterizados como es la regulacién transcripcional en el SE.

A continuacion, detallaremos los parametros obtenidos por Lorena Pizarro
durante la caracterizacién de la "Red Transcripcional del tréfico" y de la "Red de
Coexpresion del trafico" que permiten predecir que NTL9 y NACO17 participan en [a
regulacion del trafico en el SE de Arabidopsis y ahondar en el estudio de ambos FTs in
vivo. En primer lugar, NTL9 y NACO017 regulan preferentemente genes vinculados al
transporte de proteinas con respecto a genes de Arabidopsis thaliana que no poseen la
etiqueta de fransporte de proteinas de GO. En la "Red Transcripcional del Tréfico",
NTL9 y NACO17 poseen un alto indice de Enriquecimiento (Tabla 1), parametro que
indica cuan preferentemente los genes del SE son regulados por el FT con respecto a
otros genes de Arabidopsis. El Indice de Enriquecimiento se expresa como una razén
entre genes del SE regulados por el FT y genes del resto del genoma de Arabidopsis
que presentan en su promotor cajas de union para el FT. Como se observa en la tabla
1, este indice es incluso mas alto para NTLY y NAC017 que para FTs incluidos en la

red cuyo rol en el SE ya ha sido comprobado, como son BZIP25 y BZIP28 (Tabla 1).
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Locus Factor de indice de
transcripcion enriquecimiento
AT4G35580 NTL9 2,73 '
AT1G34190 NAC017 2,9
At3G54620 BZIP25 16
Al3G10800 BZiP28 16

Tabla 1. FTs NAC regulan preferencialmente genes del SE con respecto a otros
genes de Arabidopsis thaliana. La tabla muestra el Indice de Enriquecimiento de los FTs

de la familia NAC, NTLS y NACQ17, y los FTs de la familia bZIP, BZIP25 y BZIP28, de acuerdo
a la "Red Transcripcional del Tréfico". El Indice de Enriquecimiento corresponde al cuociente
entre los genes regulados por el FT que pertenecen al SE y los que estan involucrados en ofros
procesos. Se muestra que los dos FTs de la familia NAC poseen un Indice de Enriquecimiento
incluso mayor que los dos FTs bZIP, cuya funcién en la regulacion del trafico ya ha sido

verificada.

En segundo lugar, la "Red Transcripcional del Tréfico" muestra que tanto NTL9
como NACO017 se encuentran conectados a varios genes del SE involucrados en
distintos procesos de trafico intracelular, tanto de la ruta secretoria como del trafico
post-Golgi (Tabla 2). También encontramos en esta lista de genes que ARM-4 se
encuentra conectado a estos FTs, un gen involucrado en el trafico de proteinas a
través del poro nuclear desde el citoplasma, asi como MYA2, una isoforma de miosina
que permite el anclaje de diversos organelos al citoesqueleto de actina y su
movilizacion a través del citoplasma. Es destacable que la "Red Transcripcional del
Trafico" conecta los FTs con varias proteinas involucradas en el transporte hacia la

vacuola, como son VPS45, ARAG y SYP23. Interesantemente, en [a base de datos de
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Arabidopsis (TAIR, The Arabidopsis Information Resource,
https://www.arabidopsis.org) se observa que se han asignado a NAC017 las etiquetas
de GO de destinamiento hacia la vacuola (prolein targeting to the vacuole
G0:0006623), transporte endosomal (endosomal transport GO:0016197), transporie
mediado por vesiculas (vesicle-mediated fransport GO:0016192) y fusién de membrana
celular (cellular membrane fusion GO:0006944). Todas estas etiquetas se encuentran
alojadas dentro de la etiqueta de transporie de proteinas y fueron asignadas durante el
trabajo del grupo Heyndrickx y Vadepoiele (Heyndrickx and Vandepoele, 2012). En
general, estos antecedentes nos conducen a sugerir que estos FTs de [a familia NAC
son reguladores generales del trafico a través de la regulacion directa de genes

involucrados en distintas rutas del trafico de proteinas.
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Conectado Locus Proteina Funcién Referencias
d

NTL9y AT1G26690 EMP24-L1f Transporie desde RE  {Brown and Rose, 1892,
NACGO17 p2459 a Golgi Montesinos et al., 2013)
NTL9y AT1G57620 EMP24-L2/ Transporte desde RE  (Jancowski et al., 2014)
NACO17 CYB a Golgi

NTL9y AT1G77140 VPS45 Destinamiento a la (Bassham and Raikhel,
NACO17 vacuola desde TGN  1998; Zouhar et al.,, 2009)
NTLO9y At3G45280 SYP72 SNARE localizada en (Uemura et al., 2004)
NACO17 el RE
NACO17 At3G54840 ARAG/ Transporte desde (Ebine et al., 2011)

AtRABF1 endosoma tardio a
MP

NTL9y At3G58020 ARM-4 Transportador de (Bollman et al., 2003)
NACO17 proteina, B-importina

NTL9y ATAG17730 SYP23 Traficoy (Shirakawa et al., 2010)
NACO17 destinamiento

vacuolar
NTL9y AT4G32640 cpSEC24b  Trafico vesicular tipo (Andersson and
NACO17 COPIl en el Sandelius, 2004)
cloroplasto

NTLSy At5G08080 SYP132 t-SNARE/ Fusion de (Reichardf et al., 2011)
NACO17 endosomas a MP
NACO17 At5G43900 MYAZ Movilidad de (Avisar et al., 2009;

Hashimoto et al., 2008;
Holweg and Nick, 2004,
Walter and Holweg, 2008)

mitocondrias, Golgi y
peroxisomas/ Miosina

Tabla 2. NTL9 y NACO17 se encuentran conectados a genes del SE importantes
en el trafico intracelular en Arabidopsis thaliana. La Tabla muestra que tanto NTLS
como NACO17 se encuentran conectados a genes del SE importantes en el trafico intracelular
en Arabidopsis thaliana en la "Red Transcripcional del Tréfico". Se indica el nombre de la
proteina, el locus asociado, su funcién en el SE y las referencias que muestran

experimentalmente esta funcién.
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Un tercer parametro importante es el alto grado (o bien, centralidad de grado)
de los nodos en los que se encuentran estos FTs en la "Red de Coexpresion del
Tréfico". El grado indica el nimero de conexiones que establece un nodo en una red.
El grado es uno de los indicadores de la centralidad de un nodo determinado en una
red, propiedad que poseen los nodos que son importantes en el proceso que define las
conexiones en una red (Latora and Marchiori, 2007). Algunas extrapolaciones que
pueden derivarse de un alto indice de centralidad en una red biolégica es que el nodo
esta definiendo un maodulo funcional, en este caso, un modulo que agrupa genes del
SE en la "Red de Coexpresién del Trafica". NTL9 posee un grado de 15 en la "Red de
Coexpresion del Tréfico", en tanto que NAC017 posee un grado de 21 (Tabla 3), valor
que es incluso mas alto que para BZ/P25 o BZIP60. Todos estos valores son altos en
comparacion al grado del resto de los FTs incluidos en la "Red de Coexpresion del
Tréfico" (Figura 2). Este antecedente nos sugiere que los FTs NAC podrian coordinar la
expresion de genes del SE, lo cual se condice con su rol como reguladores
transcripcionales del SE. De acuerdo a la "Red de Coexpresion del Trafico”, de los
genes que son regulados directamente (Tabla 2), MYA2, ARA6 y EMP24-L1
coexpresan con NAC077 mientras que EMP24-L1 coexpresa con NTL9. En definitiva,
los FT NTL9 y NACO17 no sdlo regulan preferencialmente procesos asociados al
transporte de proteinas en Arabidopsis, sino que mantienen conectados los genes del
SE a través de relaciones de coexpresién, definiendo médulos funcionales de genes
del SE al agrupar tanto los genes que podrian estar regulando indirectamente como

aquellos que proponemos que regulan de manera directa a nivel transcripcional.
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Locus Factor de Grado
transcripcion

AT4(G35580 NTL9 15
AT1G34190 NACO017 21
AT3G54620 BZIP25 20
AT3G10800 BZIP28 18

Tabla 3. Los FTs de la familia NAC NTL9 y NAC017 se encuentran entre los
factores de mayor grado en la "Red de Coexpresion del Trafico” similar al de FTs
que participan de la regulaciéon del SE. La Tabla muestra el grado de los FTs NTL9 y
NACO017 y de dos FTs que participan de la regulacion del SE y que también estan dentro de la
"Red de Coexpresién del Trafico", mostrando que scn similares. Los 4 FTs se encuentran entre
los que poseen un mayor grado dentro de esta red (Figura 2). Lo anterior muestra que estos
FTs NAC no solamente regulan directamente genes del SE sino que poseen un rol funcional

gue también es sugerido por sus relaciones de coexpresion con genes del SE.
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Figura 2. Los FTs de la familia NAC NTL9 y NAC017 poseen un alto grado en la

"Red de Coexpresion del Trafico". La figura muestra el histograma de grado de la "Red de
Coexpresion del Trafico", donde la menor parte de los FTs alcanzan un grado mayor a 15, lo
cual sf ocurre para NTL9 y NAC017 (Tabla 3). De este modo, NTL9 y NACO17 poseen un alto
grado en esta red. El analisis topol6gico de esta red y el grafico que se muestra fueron

realizados por Lorena Pizarro durante su tesis doctoral.

Dado que todos estos antecedentes sugieren fuertemente que tanto NTL9
como NACO017 poseen un rol en la regulacidon del frafico, a primera vista con
implicancias en una variedad de rutas de trafico en el SE, el siguiente paso fue evaluar
la funcién de estos FTs. Esto se decidid en consideracion del peso de la evidencia
aportada por la "Red Transcripcional del Trafico" y la "Red de Coexpresién del Tréfico"
y de las herramientas que se poseen en el grupo de estudio del SE en el Ceniro de
Biologia Molecular Vegetal. Al respecto, el estudio del trafico en nuestro grupo esté
enfocado en aquel que ocurre a través de los compartimentos que clasicamente son

considerados como parte del SE, como se sefiala en la Figura 1. De los genes que
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conactan a los FTs NAC, tenemos que EMP24-L1, EMP24-L2 y SYP72 forman parte
de la ruta secretoria en el trafico de vesiculas RE/Golgi; VPS45, ARA6, SYP23 y
SYP132 forman parte de la ruta endocitica y MYAZ2, cuyos efectos sobre el trafico polar
de auxina y el transporte conocido como corriente citoplasmatica (o bien, "cytoplasmic
streaming") le otorgan un rol altamente pleiotrépico en el trafico intracelular (Holweg
and Nick, 2004). Como mencionamos anteriormente, nos llamé la atencién que fres de
los genes de la lista (VPS45, ARA6 y SYP23) estan involucrados en el trafico y/o
destinamiento hacia la vacuola (Bassham and Raikhel, 1998; Ebine et al., 2011;
Reichardt et al., 2011; Zouhar et al., 2009). Por otro lado, esta reportado que la
regulacién del trafico de salida del reticulo endoplasmatico puede estar relacionada con
el destinamiento hacia la vacuola (Térmékangas et al., 2001}, por lo que el proceso de
destinamiento hacia la vacuola podria ser el factor comtn entre los blancos de NTL9 y
NACO017 propuestos desde la "Red Transcripcional del Tréfico". De los tres genes
incluidos en la Tabla 2 involucrados directamente en el destinamiento hacia la vacuola,
dos forman parte de la ruta endocitica. Por lo tanto, tomamos como primera
aproximacioén evaluar la ruta endocitica de mutantes en los FTs ya que el estudio del
trafico endocitico puede realizarse a través de trazadores lipofilicos que nos permitiran
realizar un seguimiento de la internalizacion de la membrana plasmatica en vesiculas y
su llegada hacia el tonoplasto o membrana vacuolar. Ademas, en el laboratorio
contamos con el uso de un compuesto quimico que altera el trafico endocitico hacia la
vacuola con la posibilidad de evaluar su efecto a nivel fenotipico, como se detallara a
continuacién. Es por ello que se resolvié estudiar el rol de los FTs AINTL9 y AtNAC017
en el trafico endocitico hacia la vacuola. La hipétesis de trabajo que dirige este estudio
es, en consecuencia, que AINTLS y AtNACO17 participan de [a regulacion del trafico

endocitico hacia la vacuola.
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NTL9 y NACO17 dentro de la familia NAC de FTs

NTLS y NACO017 pertenecen a la familia de factores de transcripcién de tipo
NAC, reportada solamente en plantas, identificada como la familia de factores NAM
(No Apical Meristem) ATAF1/2 CUC2 (Souer et al., 1996). Todos los factores de esta
familia presentan de 1 a 5 subdominios que en conjunto forman el dominio NAC de
union a DNA, altamente conservado. Muchos poseen ademas un dominio de
regulacién transcripcional (TRD) de secuencia variable (Jensen et al., 2010a). NACO17
y NTL9 comparten [a estructura tipica, con un dominio NAC amino terminal. El dominio
de unién a DNA de NTL9 y NACO017 se encuentra codificado en los exones 1y 2 de
NTL9 (Kim et al., 2007a) y los exones 1 y 2 de NACO17 (Ooka et al., 2003),
respectivamente. NTL9, ademdas, posee un TRD asociado a distintos tipos de
interaccion (Kim et al., 2007a; Yoon et al., 2008). A la fecha de inicio de este trabajo,
no se habia descrito experimentalmente un TRD para NAC017, aunque se predijo que
en su extremo carboxilo terminal podria tener una region de interaccion con membrana

(Kim et al., 2010).

Muchos FTs han sido identificados dentro de la familia NAC en Arabidopsis
thaliana y han sido asociados a diversos procesos biolégicos (Bu et al., 2008; Hao et
al.,, 2011; He et al., 2005; Kim et al., 2007b; Mitsuda et al., 2005; Tran et al., 2007; Xie
et al., 2000; Zheng et al., 2009). Sin embargo, hasta hoy se desconoce el rol de la
mayor parte de ellos, incluido NACO17. NTL9, por su parte, es un represor
transcripcional in vivo y su expresion es regulada en Arabidopsis thaliana durante
estrés osmético, en respuesta a giberelina exdgena e interrupcion del transporte polar

de auxina (Kim et al., 2007c; Yoon et al., 2008). La sobreexpresion del factor de
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transcripcion conlleva la induccién temprana de genes relacionados con la senescencia
y la regulacién negativa de la expresion de la proteina relacionada con la patogénesis
(PR1) (Kim et al.,, 2012; Yoon et al., 2008). Se ha demostrado que NTL9 inhibe la
expresién de PR1 mediante interaccion directa con su promotor (Kim et al., 2012).
SNI1, una proteina que se habia reportado anteriormente como un supresor del papel
de PR1 en la respuesta sistémica adquirida (Li et al., 1999; Mosher et al., 2008), actia
cooperativamente con NTL9 al interactuar con la porcion carboxilo terminal de este
dltimo (Kim et al., 2012). Durante una infeccién, calmodulina competiria con SNI1 por la
unién del extremo carboxilo terminal de NTLO y modificaria la accidén del FT NAC sobre

la expresion de PR1 (Kim et al., 20073, 2012; Yoon et al., 2008).

El trafico endocitico y el desarrollo de raices laterales

El SE es fundamental para la planta en el desarrollo de nuevos érganos como
son las raices laterales, cuya formacion a partir de la raiz principal es inducida de
manera adaptativa, aumentando el dominio de captacién de nutrientes desde el suelo.
La iniciacién y desarrollo de una raiz lateral se encuentra determinada por el trafico de
auxina, donde juega un rol esencial el SE ya que la accién de esta hormona depende
de su transporte direccionado a través de sus transportadores de eflujo (Blilou et al.,
2005). Estos transportadores se expresan de manera tefido especifica y polarizada,
permitiendo la salida de auxina en un solo sentido dentro de una célula. Se ha visto
que, cuando estos transportadores son sintetizados, son destinados indistintamente a
toda la membrana plasmatica, pero que cuando son endocitados son movilizados
preferencialmente hacia una cara de la célula (Dhonukshe et al., 2008). De este modo,

el transporte de auxina es polarizado debido a que el trafico a traves del SE se
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encuentra polarizado de manera tejido-especifica.

Recientemente, nuestro laboratorio ha descrito que el compuesto Sortin2
acelera el trafico endocitico hacia la vacuola e induce la formacién de raices laterales
(Pérez-Henrlquez et al., 2012). En dicho trabajo, se mostré que la formacion de raices
laterales inducida por Sortin2 es dependiente del trafico de proteinas que es sensible a
Wortmanina. Interesantemente, la accidon de Sortin2 muestra independencia del
receptor de auxina SCF™™ (Pérez-Henriquez et al., 2012), conocido como la clésica via
de induccién de raices laterales caracterizada hasta ahora. Dado que el compuesto
Sortin2 interfiere con el mecanismo de la planta que controla la frecuencia espacial de
los eventos posibles de iniciacion de la formacion de una raiz lateral, Sortin2 evidencia

un mecanismo de regulacién en este proceso que depende intimamente del trafico

endocitico.
Resumen del proyecto y planteamiento de los objetivos general y especifico

En el presente seminario de titulo se estudiara in vivo la funcidn de dos FTs de
Arabidopsis thaliana que, de acuerdo a informacion in silico, se encuentran
invoilucrados en la regulacion transcripcional directa del trafico endocitico hacia [a
vacuola y de otros genes del SE. Se estudiara el trafico de componentes de la
membrana plasmatica en mutantes de ambos FTs, de NTL9 y de NACO017, colocando
un énfasis particular en la llegada de estos componentes a la membrana vacuolar a
través de la ruta endocitica. Posteriormente, se utilizara el compuesto quimico Sortin2
para comprobar que el trafico endocitico hacia la vacuola se encuentra alterado. Esto

sera evaluado como la capacidad del compuesto de inducir la formacion de raices
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laterales en las mutantes estudiadas. En conjunto, estos analisis permitiran establecer
el rol de los FTs de la familia NAC NTL9 y NACO017 en el trafico endocitico hacia la

vacuola.

Pregunta a resolver:
¢ Participan los factores de transcripcion AINACO17 y AINTLY de |a regulacion

del trafico endocitico hacia la vacuola en el SE de Arabidopsis thaliana?

Hipotesis:
Los factores de transcripcion AINTLY y AtNACO17 participan en la regulacion

del irafico endocitico hacia la vacuola y de la formacion de raices laterales en

Arabidopsis thaliana.

Objetivo General:

Caracterizar el rol de los factores de transcripcion NTL9 y NACO17 en el trafico

endocitico y la formacion de raices laterales en Arabidopsis thaliana.

Objetivos especificos:

1. Obtener lineas mutantes que puedan presentar una alteracién de la funcién

de los factores de transcripcién AINTLO y AINACQ17 de Arabidopsis thaliana.

2. Estudiar el trafico endocitico en mutantes de Arabidopsis thafiana de los
factores de franscripcién AINTLO y AINACO17.

3. Estudiar el rol de los factores de transcripcion AtNTL9 y AtNACO17 en la

induccion de raices laterales por Sortin2 en Arabidopsis thaliana.
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MATERIALES Y METODOS

Esterilizacion, cultivo de plantas y tratamientos con Sortin2, Todas las lineas de
mutantes de Arabidopsis thaliana fueron obtenidas del ABRC Seed Stock Center
(http:/fabrc.osu.eduf). Las semillas silvestres utilizadas pertenecen al ecotipo Col-0.
Asimismo, las lineas utilizadas son mutantes insercionales del ecotipo Col-0. Las
semillas fueron esterilizadas con etanol 95% por 5 minutos, seguido de un lavado con
etanol 70% y Triton 0,1% por 15 minutos y 6 lavados con agua estéril. Todos los
lavados fueron efectuados en agitacion a temperatura ambiente. Las semillas fueron
estratificadas por un periodo de 48 horas a 4°C. La siembra se realizd en placas
cuadradas (fransparentes, 500 cm? de superficie, colocadas en posicidn vertical) con
50 mL de medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) 0,22% pfv, sacarosa 1% phv,
mioinositol 0,01% p/v, acido 2-(N-morfolino)-etanosulfénico monohidrato 0,05% plv,
ajustado a pH 5,7 antes de la adicion de fitoagar 0,7% p/v. Las plantas, tanto cuando
fueron cultivadas como cuando fueron tratadas, fueron incubadas a 5000-6000 LUX
durante 96 horas con un fotoperiodo de 16 horas luz a 22°C mas 8 horas oscuridad a
20°C. Para observar raices laterales, las plantas fueron traspasadas luego de 7 dias
post-siembra a placas de 6 pocillos (transparentes, 9,5 cm?® de &rea de cultivo), 7
plantas por pocillo, con 3 mL de medio MS liquido 0,5X 1% de agarosa en cada pocillo.
Los tratamientos con Sortin2 se realizaron a una concentracién de 12,5 pg 6 25 pg/mL
de Sortin2. Tanto el tratamiento como el control poseen una concentracion final de 1%
DMSO. El tratamiento con Sortin2 fue realizado por tres dias. Previo al traspaso de las

plantas a medios conteniendo Sortin2 o 1% DMSQO, las soluciones mencionadas fueron

24



incubadas en condiciones equivalentes a las condiciones de cultivo de las plantas. Las
soluciones de Sortin2 fueron preparadas a partir de una solucién de trabajo de 20

mg/mL diluida en DMSO que es mantenida en oscuridad a -20°C.

Genotipificacién de mutantes. Las secuencias de los loci del genoma de Arabidopsis
thaliana AT4G35580 y AT1G34190, que codifican los marcos de lectura abierto de los
genes NTL9 y NAC017, respectivamente, fueron obtenidos de la base de datos TAIR
(http://www.arabidopsis.ora/), asi como la ubicacién aproximada de los insertos de T-
DNA de las mutantes disponibles. Se trabajo en este seminario de titulo con las
siguientes lineas mutantes: nti9-1 (SALK_065041C), ntl9-2 (SALK_102041C), nac017-
3 (SALK_025104C), nac017-4 (SALK_026937C). Los partidores, sefialados con la
nomenclatura "mutante(F 6 R)" en la Tabla 4, fueron disefiados en base a la secuencia
aledafa al inserto y todos poseen una T, de 56°C. La region susceptible de ser
amplificada por los partidores fue corroborada con la herramienta PRIMER BLAST,
disponible en el sitio Pubmedgov del National Institute of Health (NIH,

http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/). Dicho BLAST fue realizado en las

bases de datos disponibles de genoma vy transcriptoma de Arabidopsis thaliana y

comprueba que los partidores son especificos para las regiones de interés.

El DNA gendmico fue extraido a partir de planiulas de 7 dias post siembra con
el método de extraccion de CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) descrito a
continuacién. Para la obtencion del DNA gendmico, 10 plantas fueron colocadas en
nitrégeno y trituradas. Se agregé 700 L de una solucidén de CTAB 2% piv, 0,4% B-
mercaptoetanol, NaCl 1,4 M, 100 mM Tris HCI pH 8 y 20 mM EDTA. Posteriormente, la

solucién fue incubada a 65°C por 45 minutos en agitacion a 1.200 RPM. La centrifuga
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utilizada es el modelo M-24A Boeco. Luego, las muestras fueron centrifugadas a
13.000 RPM por 7 minutos y se descartaron los residuos centrifugados al fondo del
tubo. El DNA fue purificado desde el sobrenadante mediante una extraccion organica
con una mezcla de 700 pL de cloroformo : alcohol isoamilico (24 : 1). La solucion fue
mezclada por 5 minutos y centrifugada a 8.000 RPM por 5 minutos. Posteriormente, se
realizé una segunda extracciéon con cloroformo : alcohol isoamilico 24 : 1. A la fase
acuosa de esta extraccién se agregd 650 pL de isopropanol, y se incubd por 20
minutos a -20°C, precipitando el DNA genémico. Este fue centrifugado por 15 minutos
a 13.000 RPM vy el pelet resultante fue lavado con 100 pL de etanol 70%. Finalmente,
el pelet fue resuspendido en 50-100 pL de agua libre de nucleasas. La integridad del
DNA gendmico se evalud en electroforesis en gel de 1,5% de agarosa por 30 minutos a

90 V de 5 L de la solucidn final de DNA gendémico extraido.

A partir de DNA de las mutantes y de las plantas silvestres, se realizaron las
genotipificaciones mediante PCR. Las reacciones de PCR fueron realizadas con la
polimerasa de DNA Pag5000 de Agilent Technologies de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Los productos amplificados en cada genotipificacién con los partidores
correspondientes (ver Tabla 4) fueron los fragmentos de los siguientes alelos:
ACTINA1/11 (partidores ACTINAS' y ACTINA3'"), NPTII (partidores NPTIIS' y NPTII3'},
alelo mutante (cqn los partidores mutanteR y Lb1.3) y alelo silvestre (con partidores
mutanteF y mutante R). Luego, se realizd electroforesis de 5 pL de cada producto de

reaccién para el analisis de resultados.

Electroforesis y visualizacion de resultados. La visualizacion de DNA y RNA, de [os

productos de PCR, digestion y qPCR y de los estandares de peso molecular de DNA
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fue efectuada en el equipo Syngene Darkroom (Model Multigenius, Serial Number
SYDR/2082). Esto se realizd con posterioridad a la incubacion del gel de agarosa
correspondiente en una solucién de bromuro de etidio 1 ng/L por 20 minutos en cada
caso, con [a excepcion de la visualizacion de RNA, que fue pretefiido como se sefiala
mas adelante. La electroforesis se realizé a 70 V 6 90 V en geles de agarosa 1,5-2%
utilizando como solucién de corrida el tampén TAE 1X (Tris base 0,484% p/v, acido
acético 0,1142%v/v, EDTA 0,056M), TBE 0,5X (Tris base 0,54% pfv, acido bérico
0,275% piv, EDTA 0,05 M) o MOPS 1X (MOPS 3,349% plv, acetato de sodio 0,328%
p/v, EDTA 0,01 M, pH 8), segiin sea sefialado. En cada caso el gel fue preparado
diluyendo la agarosa en un tampon idéntico al utilizado como tampén de corrida. Los
estandares de peso de DNA utilizados fueron el de 1 kb (Thermo Scientific
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder 250 to 10,000 bp DNA Ladder), el de 100 pb (Thermo
Scientific GeneRuler™ 100bp 100 to 1000bp DNA Ladder) y el de 50pb (Thermo
Scientific GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use, 50-1000 pb), utilizando 5 pL
(250 ng) en cada carga. Se utilizé el programa GeneSnap version 7.12 para la

adquisicién de imagenes y su edicion.

Digestion de productos de PCR. La identidad de los productos de PCR que se logrd
amplificar fue corroborada mediante digestiones con enzimas de restriccion. Las
digestiones fueron realizadas al producto de PCR resultante de la reaccién con la
enzima Pag5000. La reaccion de digestién corresponde a una dilucién 1:3 de este
producto, y fue incubada por 16 horas a 37°C. Las enzimas utilizadas fueron Apal,
Kpnl, Bgl [l y Spel (Fermentas) y se utilizaron de acuerdo a las instrucciones del
fabricante para digestién de productos de PCR. Se realizd electroforesis en gel de

agarosa de los productos de digestion para su posterior evaluacion.
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Extraccion de RNA. Se extrajo RNA de un total de 6 plantas de 14 dias mediante el kit
Invitrap® Spin Plant RNA Mini Kit de Stratec Molecular con la solucion DCT

(http://www.invitek.de/products and service/products/single tube kits/total rna isolati

on/e2959/index_eng.html). Esto se realizé tanto para plantas silvestres como para las

lineas mutantes de NACO77. La concentracion y calidad del RNA fue estimada en
nanodrop GE Nanovue™ 28923216, midiendo la absorbancia a 230, 260 y 280 nm. La
integridad del RNA fue comprobada en electroforesis denaturante en un gel 1,5% de
agarosa, MOPS 1X y 1% formaldehido. Cada muestra fue preparada con 1 pg de RNA
en el amortiguador de carga que contiene formamida, azul de bromafenol, xileén cianol,
hidréxido de sodio y EDTA (Buffer 3x Winkler Cddigo BM-0310). Las muestras fueron
denaturadas por 10 minutos a 70°C e inmediatamente sometidas a electroforesis. La
electroforesis fue realizada a 90 V en amortiguador MOPS 1X (diluido en agua tratada
con DEPC) por 1 hora. El RNA fue visualizado como se sefiala en la seccion

"Electroforesis y visualizacion de resultados” de "Materiales y Métodos".

Tratamiento con DNAsa de los RNA extraidos. Para realizar la sintesis de cDNA a
partir de los RNA ya extraidos, éstos fueron tratados, en primer lugar, con DNAsa. La
reaccion de digestion del DNA fue realizada con 0,13 U de DNasa | (Cédigo Fermentas
#ENO0521) por ug de RNA y 0,1 U de Ribolock (Cddigo Fermentas #EO 0381) por ug de
RNA a 37°C por 40 minutos. La DNAsa fue inactivada afadiendo EDTA a una

concentracién final de 2,27mM e incubando por 10 minutos a 65°C.

Para la sintesis de cDNA, se realizé una denaturacién y preincubacién con

Oligo dT (AP) del RNA (Tabla 4) agregando 0,2 ng del partidor (la solucién de uso se
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prepara a 0,5 pg/mL) por cada pug de RNA tratado con DNAsa. Esta solucién fue
incubada por 5 minutos a 70°C y luego fue conservada en hielo hasta la sintesis de

cDNA.

Sintesis de cDNA. Se realizé sintesis de cDNA a partir de RNA de lineas silvestres y
lineas mutantes homocigotas de NACOT7 mediante RT-PCR. La reaccion de
transcripcion reversa fue efectuada en un volumen total de 50 pL, a los cuales se
agregé 3 pL de transcriptasa reversa ImProm-ll (Promega, A3800), 10 uL de
amortiguador 5x (ImProm-lII™ 5X Reaction Buffer). La reaccion contiene, ademas,
dNTPs 0,5 mM, MgCl, 5 mM, Ribolock (Fermentas) 0,02 ng/uL y 7,5 yg de RNA
incubado con cligo AP. Como control de que el RNA no se encontraba contaminado
con DNA, se realizd una reaccion de RT-PCR a la cual no se agregd franscriptasa
reversa para evaluar en ella la presencia de DNA mediante PCR contra ACTINA1/11.
La sintesis del cDNA fue realizada incubando la mezcla de reaccién en las siguientes 3
etapas: 25°C por 35 minutos, 42°C por 60 minutos y 70°C por 15 minutos. La calidad
de los cDNA fue evaluada mediante PCR conira ACTINA1/11 (Tabla 4) con la
polimerasa Pag5000. Los productos fueron visualizados y analizados como se senala

en la seccién " Electroforesis y visualizacién de resultados " de "Materiales y Métodos".

PCR en tiempo real. Se llevd a cabo la cuantificacion de los niveles relativos del
transcrito de NAC0717 y de los iranscritos provenienfes de los genes de referencia
ACTINAZ (ACT2, AT3G18780), UBIQUITINA10 (UBI10, AT4G05320) vy del gen que
codifica para la subunidad A3 de la proteina fosfatasa 2A (PP2A, AT1G13320). Esto se
realizd mediante PCR cuantitativo (qPCR), utilizando como templado el cDNA de lineas

silvestres y lineas mutantes homocigotas de NACO17, cuya preparacion se describio
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anteriormente. Los partidores utilizados fueron qACT70F y qACTT0R para ACT2,
qUBI10F y qUBIT0R para UBI10, qPP2AF y qPP2AR para PP2A y qNACO17F y
gNACO17R para NACO17 (ver Tabla 4) y permiten la amplificaciéon de la regidn del
cDNA sintetizada a partir de la regién 3' UTR de cada transcrito. Para las reacciones de
gPCR se utilizd el kit "Brilliant Il SYBR® Master Mix with ROX" de Agilent
Technologies. La solucion "Master Mix 2X" del kit sefialado contiene la enzima
polimerasa, dNTPs, cloruro de magnesio, el tampén de reaccion y la sonda SYBR-
Green, que emite fluorescencia al estar unida a DNA de doble hebra, permitiendo la
deteccion del producto de reaccion de qPCR en tiempo real. Cada reaccion de gPCR
posee un volumen final de 20 pL y contiene 10 pL de la solucién "Master MIX 2X", 0,3
pL de una dilucion 1 :500 de ROX 1 mM (proveido por el kit Brilliant 111), 5 uL de una
dilucién 1 : 625 de una mezcla de los partidores a 250 pM y 5 uL de una dilucién del
templado. La concentracién apropiada de la dilucion de cDNA se determino realizando
una prueba de la reaccion de qPCR con los distintos pares de partidores, utilizando
como templado diluciones de cDNA silvestre y evaluando la eficiencia de cada reaccién
y la especificidad de los partidores a cada dilucién. La dilucion seleccionada fue de 1 :
200. La amplificacién se realizé en el equipo Stratagene Mx3000P {Agilent
technologies, modelo 401511) con el siguiente protocolo: 10 minutos de denaturacion
inicial a 95°C y 60 ciclos de amplificaciéon, donde cada ciclo posee una etapa de 10
segundos de denaturacion a 95°C seguida de 30 segundos a 60°. En esta titima etapa
de 30 segundos se fusiona la etapa de alineamiento de los partidores conira su
templado y la fase de extension de la polimerasa, que se realizan a la misma
temperatura. Después de cada amplificacién, se realizé una curva de renaturacién y
posterior denaturacién con el siguiente protocolo: 1 minuto de denaturacion,

renaturacion del templado hasta los 55°C, 30 segundos a 55°C, denaturacién del
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templado hasta 95°C y 30 segundos a 95°C. El analisis de esta curva fue utilizado
como criterio para evaluar la especificidad de los partidores (la presencia de un tnico
maximo en la curva de disociacién), especificidad que también fue confirmada
realizando electroforesis en gel de agarosa de los productos de gPCR, como se sefala
en la seccién " Electroforesis y visualizacion de resultados"” de "Materiales y Métodos".
La reaccién de qPCR fue realizada sobre 3 réplicas biolégicas de ¢cDNA con al menos
3 réplicas técnicas cada una. Las curvas de amplificacion y disociacion fueron
obtenidas y analizadas con el programa MXPro-MX3000P (version 4.1). La eficiencia
para cada reaccién y para cada par de partidores fue analizada en el programa
LinRegPCR (version 2013.0). El mejor gen de referencia fue seleccionado analizando
la variacion de la expresién relativa de los 3 genes de referencia en los cDNA
evaluados con el macro para Excell NormFinder (NormFinder_0953) utilizando

Microsoft Excell 2007.

Estudio del trafico endocitico con FM4-64. La endocitosis de FM4-64 fue observada
en células de la epidermis dentro de la zona meristematica distal y la zona de
transiciéon de la punta de la raiz en plantulas de Arabidopsis thaliana de 7 dias. Las
plantulas fueron traspasadas a medio MS 0,5X 1% sacarosa liquido (idéntico al medio
MS detallado anteriormente, excepto que sin adicion de agarosa) conteniendo FM4-64
5 pM, donde fueron incubadas a la temperatura de 4° C para evitar la internalizacion
del trazador por endocitosis durante la tincién. Las plantas fueron incubadas por 20-30
minutos y luego fueron lavadas a temperatura ambiente en medio liquido MS 0,5X 1%
sacarosa para ser sometidas a los tratamientos. Luego, fueron montadas en medio MS
liquido. El seguimiento de la internalizacion del trazador fue realizado siempre en

condiciones de oscuridad mediante microscopia confocal en el equipo LSM 510 Carl
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Zeiss. La internalizacion de la sonda fue observada desde el tiempo 5 minutos y cada
media hora hasta alcanzar los 120 minutos o bien la visualizacion de la llegada de la
sonda al tonoplasto. El laser utilizado para la excitacion del fluoréforo FM4-64 es el de
543 nm utilizando el filiro HFT 488/543. Las imagenes fueron obtenidas con el
programa Zeiss LSM 5 y analizadas con el programa Imaged version 1.47n. Las
imagenes fueron tomadas con una resolucién de 1024x1024 pixeles y una profundidad
de 8 bits con un acercamiento digital de 2x, utilizando un objetivo 40x de inmersién en
aceite. Se realizaron 3 réplicas independientes en cada una de las cuales se

observaron al menos 3 plantas de cada linea.

Cuantificacién de raices laterales en Arabidopsis thaliana. Para [a cuantificacién de
de raices laterales las plantas tratadas con Sortin2 o con DMSO (control} en medio MS
liquido fueron traspasadas a etanol 70% durante 1-2 dias. Posteriormente, fueron
lavadas con medio MS 0,5X 1% sacarosa y se determiné el lérgo de raiz principal. Las
raices fueron aclaradas y montadas en acido lactico durante 1 a 3 dias previo a la

cuantificacion de primordios y raices laterales emergidas.

Andlisis de significancia estadistica. El programa GraphPad Prism versién 5.0 fue
utilizado tanto para realizar el analisis estadistico de los experimentos realizados como
para la confeccion de los graficos que se muestran. Se realizaron los test de Student
pareado de dos colas (para la comparacién del nimero de raices laterales) y de
muestra Unica de dos colas (para la comparacion de la expresion relativa). En todos los

graficos la barra de error representa el error estandar.
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Nombre Secuencia del partidor

nti9-1F 5' CAGATTCAGACCTACCGATG 3'
ntig9-1R 5' AAATATCCCATTTGGTGAGAC 3'
ntl9-2F 5' TCATCAGGTGAGTATTIGTTG 3’
nti9-2R 5 TTTTCTCTGCTTAGACGTTTC 3'
nac017-3F 5 AAACTCACCCTCATCTCAG 3'
nac017-3R 5 TTTGCCTCCTTTGAAACAC 3
nac017-4F 5 GTTCCATGACGTITCCATG 3
nac017-4R 5 ACCAGACAGTCTACTTIGIG &'
Lb1.3 5 ATTTTGCCGATTTCGGAAC 3
qNACO17F 5 CAGTTCGAGTCTCAGGTAGAA 3'
qNACO17R 5 GGTCAATAATCCCATGAACACT 3'
qUBI10F 5' ACCAGCAGCGTCTCATCTT 3'
qUBITOR 5 GCATAACAGAGACGAGATTTAGAA 3'
qPP2AF 5 GATACTTTGTCGTGTGTTGTCTT 3'
aPP2AR 5' CAAATACGCCCAACGAACAA 3'
qACTZF 5' GCTTCTCCATTTGTTTGTTICAT 3
qACTZR 5' GGAATAAAGAGGCATCAATTCGA 3'

Oligo AP 5 CGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTITTTTITTEITIFIT 3
ACTINAF 5 CACACTTTCTACAATGAGCT 3'
ACTINAR 5 GCAGTGATCTCTTTGCTCAT 3'

NPTIIF 5 CAAGATGGATTGCACGCA &

NPTIIR 5' CTATGTCCTGATAGCGGT 3'

Tabla 4. Lista de partidores. Secuencias de [os partidores utilizados en este trabajo para la

amplificacion de ACTINA1/11 y de alelos mutantes y silvestres relativos a los loci AT1G34190 y
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AT4G35580 de Arabidopsis thaliana, asi como los partidores que amplifican el gen NPT del
vector pROK2 y el partidor complementario a la secuencia del borde izquierdo (Lb1.3) del
mismo vector. También se muestran los partidores utilizados para la cuantificacion de Ia
expresion relativa. Estos partidores son sefialados anteponiendo una q y el nombre del gen
cuya expresion se analizo. Los partidores utilizados en la genctipificacion llevan el nombre de la
mutante correspondiente y la letra F (Forward) o R (Reverse). Oligo AP corresponde al partidor
utilizado para realizar la transcripcién reversa teniendo como templado RNA extraido de las

distintas lineas mutantes estudiadas en este trabajo y 1a linea control.

Continuacién de la leyenda de ia Tabla 4.
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RESULTADOS

Objetivo 1: Obtencion de lineas mutantes que pueda presentar una alteracion de
la funcion de los factores de transcripcion AtNTL9 y AtNAC017 de Arabidopsis

thaliana.

Con el fin de estudiar la funcién de los factores de transcripcion AtNTLY y
AtNACO017 en el tréfico endocitico y procesos relacionados, se propuse como modelo
de estudio la utilizacién de mutantes de Arabidopsis thaliana para estos factores de
transcripcion, las cuales pudieran presentar una alieracién de la funcidn de éstos. Se
considerd deseable que las mutantes presentaran una pérdida de funcién y que ésta
pudiera verse reflejada en una disminucién en los niveles de transcrito, ya que, por un
lado, no se dispone de anticuerpos que permitan la deteccidn de NTLS o de NAC017 v,
por otro lado, es el tipo de alteracién que dara mejor cuenta de la funcién del factor de
transcripcion. Las mutantes disponibles para NTL9 y NAC017 al momento de iniciar
este trabajo correspondian principalmente a mutantes SALK, las cuales son mutantes
insercionales generadas por .el SALK Institute Genomic Analysis Laboratory (SIGNAL,
http://signal.salk.edu/; Alonso, 2003) y que poseen interrumpido su genoma con un
fragmenio de T-DNA. Dicho fragmento proviene del plasmido pROK2 (Figura 3A) y
corresponde a la region que se encuentra entre los bordes derecho e izquierdo (Right
Border 6 RB y Left Border 6 LB), incluyendo ambos bordes. Como se observa en la
Figura 3A, la region mencionada contiene el gen de resistencia a kanamicina, NPTII,

bajo el promotor de nopalina sintasa (NOS) y el promotor del virus del mosaico de la
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Figura 3. Caracteristicas de las mutantes insercionales SALK. Las mutantes
SALK son mutantes insercionales que tienen interrumpido su genoma con un fragmento del
vector pROK2. A) Elementos del vector pROK2, el cual es utilizado para la generacion de las
mutantes SALK. Los elementos del T-DNA que se encuentran en el genoma de las mutantes
SALK son aquellos comprendidos entre el RB y el LB (Bordes derecho e izquierdo,
respectivamente) y constituyen un inserto de 4,2 kb que incluye las secuencias de ambos
bordes, el gen NPTII bajo el promotor de nopalina sintasa (NOS), un promotor 35S seguido de
un terminador NOS, otro terminador NOS al final del gen NPTII y las secuencias de los bordes
LB y RB. B) Esquema de una regién del genoma de Arabidopsis thaliana en la que se ha
insertado el fragmento del vector pROK2. Utilizando como informacion la secuencia proxima
al borde izquierdo del fragmento, es posible estimar la ubicacion de la porcion del T-DNA en el
genoma y con ello generar partidores que permitan corroborar la identidad de mutantes SALK.
Se requieren dos partidores que flanquean la insercién y un partidor que hibride
especificamente en el fragmento de T-DNA, en este caso, el partidor Lb1.3, que hibrida en el

borde izquierdo del T-DNA.
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coliflor (35S) seguido de un terminador nopalina sintasa (NOS), en tanto que un
segundo terminador NOS se encuentra al final del gen NPTIl. Es importante tomar en
cuenta que la expresion del transgén NPTIl en Arabidopsis thaliana no conduce a
alteraciones pleic;trépicas en su transcriptorna (Ouakfaoui and Miki, 2005), de modo
que los efectos observados en este tipo de mutantes dependen del lugar y orientacion
del inserto (Eike, 2004; Wang, 2008). Se ha visto que la insercion de T-DNA conduce
con mayor probabilidad a una disminucién en los niveles de transcrito de genes
mutados cuando el inserto se encuentra en un exon o rio arriba del inicio de [a
transcripcion (Wang, 2008). Tomando en cuenta este criterio como punto de partida,
las mutantes insercionales a ser estudiadas fueron escogidas como se describe a

continuacion.

Se buscd en la base de datos TAIR (http://www.arabidopsis.orgfindex.jsp)
cudles eran las mutantes SALK disponibles con interrupcion del locus AT4G35580, que
codifica para el factor de transcripcién AtNTL9, o del locus AT1G34190, que codifica
para el factor de transcripcion AtNACO17. En la base de datos, ademas, se sefiala
parte de la secuencia de un fragmento amplificado a partir del DNA gendmico de cada
mutante utilizando un partidor gque hibrida especificamente en el LB del inserto. Esta
secuencia coincide con la secuencia silvestre de la regidén del genoma de Arabidopsis
thaliana adyacente a la mutacién insercional y se indica en la base de datos a qué lado
de esta secuencia se encuentra el inserto y, por ende, la orientacion de este inserto.
Debido a la incerteza en la lectura de la secuenciacion del inicio del fragmento
amplificado, sabemos que entre la secuencia publicada y el inserto hay alrededor de
300 pb cuya secuencia no puede ser determinada. De este modo, se infiere que el LB

del inserto de T-DNA se encuentra a alrededor de 300 pb de la secuencia senalada en
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la base de datos (Figura 3B). A esta posicién, 300 pb rio arriba de la secuencia
sefalada en [a base de datos y su regidn adyacente, en la que también puede hallarse
la insercion de T-DNA, nos referiremos de ahora en adelante como el sitio posible de la
insercion. Este sitio fue identificado en las mutantes de la base de datos y se
descartaron aquellas en las que el inserto pudiera encontrarse en un intron de los
genes de interés. Se dio preferencia a las mutantes en que el evento insercional
estuviera en los exones. En este caso, se interrumpen los exones que codifican para el
dominio NAC de unién a DNA de NTL9 o de NACO17, lo que en ambos casos
corresponde a los exones 1 y 2 (Figura 4). El dominio NAC de NTL9 fue identificado en
el trabajo de Kim y colaboradores (Kim et al., 2007a) y corresponde a la regién amino
terminal (Figura 4A). La extension del dominio NAC de NACO017 fue buscada en este
trabajo mediante la herramienta ScanProsite (http:/prosite.expasy.org /scanprosite/)
utilizando como input la secuencia aminoacidica de NACQO17 (NCBI Reference
Sequence: NP_564440.1, http://www.ncbi.nim.nih.gov/protein /NP_564440.1) e incluye
desde el aminoacido 16 al 166 del factor de transcripcion. Ademas, se aplicd una
Ultima consideracion metodolégica a la eleccidn de fas mutantes, que fue la
disponibilidad de germoplasma de mutantes confirmadas como portadoras del inserto
en homocigosis de acuerdo a Ia'base de datos. Este hecho, aunque debia ser
confirmado, sugeria que las mutantes homocigotas eran viables para su estudio. Se
quiso lineas mutantes homocigoias para este proyecto ya que las plantas heterocigotas
podrian no presentar un fenotipo tan claro como las plantas homocigotas, Por ofro
lado, se espera que las mutantes sean viables ya que, debido a la gran importancia
que tiene el tréfico en muchos procesos bioldgicos, como se ha descrito anteriormente
en la Seccion "Introduccién", la redundancia funcional haya sido favorecida

evolutivamente para genes del sistema de endomembranas. En consecuencia, las
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mutantes escogidas fueron: nif9-7 (SALK_065051) y ni/9-2 (SALK_102041C) para el
locus AT4G35580; y las mutantes nac0717-3 (SALK 025104C), nac017-4
(SALK_026937) y la mutante nac077-1 (SALK_022174C) para el locus AT1G34190.
Aquellas lineas cuyo cédigo SALK termina en una letra C son aquellas que estaban

indexadas como homocigotas en la base de datos TAIR.

Se estimo que el inserto se ubica aproximadamente en el primer exén de NTL9
en el alelo mutante nt/9-2 y en el exén 2 de NTL9 en el alelo mutante ni/9-1, de tal
modo que en ambas mutantes el inserto interrumpiria la regién que codifica para el
dominio NAC de NTL9. Noétese que el LB se orienta hacia el 5' UTR en ntf9-2 y hacia el
3' UTR en n#9-1 (Figura 4A). Cabe sefialar que la mutante nf/9-7 ya habia sido
caracterizada como una mutante de peérdida de funcion de NTL9 con respecto a su rol
en el estrés osmdtico y senescencia (Yoon et al., 2008) y, posteriormente, se observd
lo mismo con respecto al rol de NTL9 en la represion de la proteina relacionada con la
patogénesis, PR1 (Kim et al., 2012). Con respecto a las mutantes del loci AT1G34190,
en las 3 mutantes escogidas el LB se orienta hacia el extremo 3' del gen, estimandose
que la interrupcidn insercional se encuentra al inicio del exdn 2 en la mutante nac017-1
(probablemente interrumpiendo la regidon que codifica para el dominio NAC de
NACO017) y al inicio del ex6n 4 en la mutante nac017-4. En la mutante nac017-3 la
ubicacion aproximada del inserto es previa al inicio de [a transcripcién de NAC017,
probablemente interrumpiendo la regién 3'UTR del locus AT1G34180 (NAC016). Se ha
reportado que la interrupcion del 3'UTR con un fragmento de T-DNA puede incrementar
los niveles de transcrito del gen afectado, probablemente debido al enhancer que se
encuentra en el promotor 358 (Wang, 2008). Dado que este enhancer se encuentra

cerca del LB, es decir a mas de 4 kb del 3'UTR NACO0716 en la mutante nac017-3,
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; Figura 4. Esquema de los genes AT1G34190 y AT4G35580 de Arabidopsis
thaliana y la ubicacion de las inserciones de T-DNA en los genes de interés en
‘ las mutantes estudiadas en este trabajo. A) Esquema del locus AT4G35580 que
codifica para el factor de transcripcion NTL9. NTL9 posee un dominio NAC de unién a
DNA codificado en sus dos primeros exones, regiéon que se encuentra interrumpida tanto en
la mutante nt/9-1 como en |la mutante nt/9-2. B) Esquema del locus AT1G34190 que codifica
para el factor de transcripcion NAC017. El dominio de unién a DNA de NAC017 se encuentra
codificado en los primeros 2 exones de su marco de lectura abierto, regién que esta
interrumpida en la mutante nac017-1. NAC017, ademas, posee un dominio regulatorio que en
la mutante nac017-4 no podria transcribirse. En la mutante nac017-3 el fragmento insercional

interrumpe la regién previa al inicio de la transcripcion del gen NAC017.
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es poco probable un efecto en la expresién de NAC016 debido a la mutacién y, en la
ausencia de mejores lineas candidatas confirmadas como homocigotas, se solicito la
mutante nac017-3. Ademas, cabe tomar en cuenta que, a diferencia de lo que ocurre
con las mutantes ntf9-1/2 y nac017-1, las cuales presentan interrumpida la regién que
codifica el dominio de unién a DNA, siendo posible afirmar una pérdida de funcion sin
evaluar los niveles de expresion de NTL9 o de NACO17, esto era menos claro en la
mutante nac017-4, haciendo aconsejable agregar al menos una mutante alélica al
estudio a realizar. Al respecto, aunque se habia predicho la existencia de una regién de
transmembrana codificada de manera posterior a la interrupcion insercional presente
en la mutante nac017-4 (Kim et al., 2010), esto no se confirmd ni estuvo reportado un
rol para esta region en la funcién de NACO17 hasta mucho después de la obtencion de
las lineas mutantes en este seminario de titulo (Ng et al., 2013). Por el trabajo de Ng y
colaboradores, ahora sabemos que la region descrita permite la localizacion de
NACO017 en la membrana del reticulo endoplasmatico, donde la accion de una proteasa
romboide permite la traslocacion del factor de transcripcién al nicleo, de modo que la
mutante SALK nac017-2, que produce una proteina carente de esta region de
asociacion a membrana, constituye una mutante de ganancia de funcion de NACO17
(Ng et al., 2013). Debido a que la localizacién de la interrupcion insercional en la
mutante nac077-2 es similar a la encontrada en nac017-4 (Ng et al., 2013) y que una
localizacion similar del inserto SALK no necesariamente conduce al mismo tipo de
alteracion de la expresion relativa del gen interrumpido (Wang, 2008), se tuvo en
cuenta que seria necesaria la evaluacidén de la expresién de NAC017 para saber si la
mutante nac017-4 corresponderia a una pérdida de funcién (disminucion de Ia
expresion relativa de NAC0177) o una ganancia de funcion (mantencion o aumento de la

expresion relativa de NAC017). De tal manera que, en consideracién a la informacion
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disponible en ese momento, semillas de los 5 germoplasmas escogidos fueron
solicitadas al banco de semillas de Arabidopsis thaliana ABRC (Arabidopsis Biological
Resource Center, http://abrc.osu.edu/). La localizacion del inserto en cada una de estas

mutantes se resume en la Tabla 5.

mutnie ocional  mutante | loots, Lugwposbledol
nti9-1, cbnac SALK_102104C AT4G35580 Ex6n 2 de NTL9
ntl9-2 SALK_065051 AT4G35580 Exén 1 de NTL9
nac017-3 SALK_025104C AT1G34190 Precede al inicio de la
transcripcion de NAC017
nac017-1 SALK_022174 AT1G34190 Exan 2 de NACO17
nac017-4 SALK_026937 AT1G34180 Exén 4 de NACQ17

Tabla 5. Resumen de las mutantes SALK que fueron escogidas para el estudio de

los FTs NTLS y NACO017 en este trabajo. Se escogieron 5 mutantes SALK en las que el
elemento insercional se encuentra en algin exén o previo al inicio de la transcripcién, ya que en
estas ubicaciones el inserto de T-DNA puede conducir a la disminucién de los niveles de
transcrito del locus interrumpido. En [a tabla, se resume la informacion de la localizacion del
inserto en cada mutante y su cadigo SALK. EI‘[ugar posible del sitic de la insercién es 300 pb
rio arriba de la secuencia aledafa al inserto publicada en la base de datos TAIR y
posteriormente se requirié confirmar si el inserto se encontraba en este lugar o mas lejos de la

secuencia de |a base de datos.

Una vez obtenidas las semillas de las 5 mutantes insercionales para los

factores de transcripcion NTL9 o NACO17, éstas fueron propagadas generando una
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linea independiente por cada semilla de Arabidopsis thaliana. Debido a problemas en
el cultivo y propagacion, solamente se obtuvieron lineas con parental de los stock de
ABRC de las mutantes n#f9-1, ntl9-2, nac017-3 y nac017-4. Para no llevar a
conclusiones erréneas con respecto a este punto, adelantamos que en un trabajo
publicado a un afo del inicio de este seminario de titulo se mostrd que la mutante
nac017-1 es viable y es una mutante de pérdida de funcion del factor de transcripcién
NACO017 (Ng et al., 2013}, de modo que el hecho de no haber obtenido esta linea se

debe exclusivamente a imprevistos experimentales y no a un problema de viabilidad.

Con el fin de verificar la identidad del parental de las lineas obtenidas de la
propagacion del germoplasma mutante y corroborar el sitio de la mutacion insercional,
se realizé una genotipificacién utilizando como templado DNA genomico de un conjunto
de plantas de cada una de las lineas obtenidas. Esta genotipificacion consiste en [a
deteccion mediante PCR tanto del inserto de T-DNA en la regién esperada del DNA
gendmico extraido (en la mutante) como del alelo silvestre (en mutantes heterocigotas
y plantas silvestres), de modo que, al identificar los alelos presentes en cada conjunto
de plantas, se obtendra el genotipo del parental, el cual comparten todas las plantas de
cada conjunto y corresponde a una unica planta propagada por autocruce. En primer
lugar, se verifico la calidad del DNA gendmico extraido corroborando [a amplificacion
del gen de actina con partidores que amplifican simulidaneamente dos fragmentos, los
que provienen de los loci codificantes para las isoformas ACTINAT y ACTINA11 de
Arabidopsis thaliana (Tabla 4). Obtenida la amplificacion de ACTINA1/11, es decir,
solamente en muestras de calidad comprobada del DNA gendmico, se verifico la
presencia del gen NPTII, que se encuentra en el fragmento de T-DNA insertado en el

genoma de las mutantes (Figura 3A) y que esta ausente del genoma de plantas
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silvestres de Arabidopsis thaliana. Una vez confirmado que las plantas mutantes
poseen el gen NPTIl y, en conclusién, un fragmento de T-DNA insertado en su
genoma, se debid confirmar que dicha insercion se encuentra en la regién prevista en
cada mutante. Para ello, se realizdé un PCR utilizando dos partidores: uno que hibrida
de manera especifica en la region LB del T-DNA (Lb1.3, Tabla 4) y uno que hibrida de
manera especifica en el genoma de Arabidopsis thaliana. Este Gltimo partidor, en
adelante "Reverse" (R, Figura 3B), fue disefiado para hibridar cerca del sitio putativo de
la insercién tanto en la mutante como en la planta silvestre, de manera que en la
mutante hibrida en sentido opuesto que el partidor Lb1.3 y el PCR efectuado con
ambos partidores en presencia del alelo mutante amplifica un fragmento, cuyo tamario
sera determinado mediante electroforesis de DNA en gel de agarosa. La presencia del
amplificado permitira inferir que en la progenie analizada esta presente el alelo mutante
y que, en consecuencia, el parental posee al menos un alelo mutante. El partidor Lb1.3
es incapaz de hibridar en el genoma de plantas silvestres del ecotipo Col-0 (utilizadas
como control ya que las mutantes SALK corresponden a mutantes del ecotipo Col-0),
por lo tanto, el mismo PCR efectuado sobre DNA genomico silvesire no generaré
ningun producto amplificando con este partidor. Tampoco se generara ningtn producto
mediante el mismo PCR sobre DNA de plantas mutantes que posean una mutacién
insercional en otra regién del genoma, ya que el partidor genémico es especifico para
la region del gen de interés de Arabidopsis thaliana. Esto es importante de notar ya
que, si bien la mayor parte de las mutantes SALK poseen solamente una mutacion
insercional, también podria ocurrir que exista una segunda insercién en su genoma. En
este caso, la segregacion de la segunda insercién podria llegar a encontrarse con un
resultado que prueba, simultdneamente, la presencia del gen NPTII y la ausencia de

interrupcion insercional en la regién del genoma evaluada de manera especifica.
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Adicionaimente, la determinacién del tamafio del producto permitira confirmar con
mayor precision el lugar de la mutacion insercional. Es decir, el tercer PCR (utilizando
los partidores LB1.3/R), efectuado sobre DNA de [as lineas mutantes, responde 3
preguntas: ;es el parental de esta linea portador del alelo mutante?, ;se encuentra la
mutacion insercional en la region de interés? y sen qué lugar del genoma de las
mutantes, alrededor del sitio putativo, se encuentra efectivamente el fragmento de T-
DNA?; vy, eventualmente, podria responder la cuarta pregunta que es jexiste una
segunda mutacion insercional en estas lineas?, si es que se enconirara una linea
portadora de la segunda mutacion insercional y no de la mutacién insercional de
interés. El mismo PCR que es realizado sobre DNA de plantas silvestres, con resultado
de ausencia de producto, por su parte, confirma la especifidad del PCR en [a deteccion
del alelo mutante. Finalmente, mencionabamos el requerimiento de estudiar plantas
homocigotas. Para ello se realiza un cuarto PCR con el partidor R y un segundo
partidor que hibrida también de manera especifica en el genoma silvestre, el partidor
Forward o F. El partidor F hibrida en el sentido contrario que el partidor R y ambos
hibridan tanto en el genoma de plantas mutantes como en el de plantas silvestres ya
que la secuencia en la que hibridan flanquea el inserto (Figura 3B). Debido a la
procesividad de la enzima polimerasa utilizada y el tiempo de extension utilizado
durante la reaccién de PCR, el PCR realizado con los partidores F y R solo genera un
producto utilizando como templade DNA gendmico silvestre. En tanto, en eslas
condiciones la enzima es incapaz de amplificar el alelo mutante, donde el tamarfio del
producto, debido a la presencia del inserto, es mayor al que puede ser amplificado por
la polimerasa. Debido a que basta una planta con un alelo silvestre en la progenie
analizada para que se obtenga el producto de este PCR, la ausencia de producto en la

reaccion con los partidores F y R que utiliza como templade DNA gendmico mutante
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implica que ninguna de las plantas analizadas contiene el alelo silvesire y, en
conclusién, que el parental corresponde a una mutante homocigota. En [a tabla 4 se
indican los partidores F y R disefados para cada mutante insercional. Una
representacion del resultado hipotético de la genotipificacion de una planta o progenie
de parental silvestre, otra de parental mutante heterocigoto y otra de parental
homocigoto, puede ser encontrada en la Figura 5. En la Figura 5, en la planta o
progenie silvestre se amplifica el gen de actina y el alelo silvestre pero no el alelo
mutante ni tampoco NPTII, en la planta o progenie de parental mutante heterocigoto se
amplifica actina, NPTII, el alelo mutante y ademas el silvestre y, por ultimo, en una
planta o progenie de parental mutante homocigoto se amplifica actina, NPTIl y el alelo
mutante pero no el silvestre. Los partidores fueron disefiados para obtener fragmentos
de distinto tamafio en los diferentes PCR que detectan el alelo mutante (alrededor de
500 pb) en comparacion con el PCR que detecta el alelo silvestre {alrededor de 1 kb).
El disefio de partidores se realizé de esta manera para facilitar la identificacién de los

productos de PCR en electroforesis en gel de agarosa.

De acuerdo al disefio experimental que hemos descrito, se realizé la
genctipificaciéon de las lineas mutantes de los genes NTL9 y NACO17. Para ello, se
diseriaron los partidores F y R de acuerdo a la estrategia mencionada anteriormente
(Figura 3B}, teniéndose un par de partidores distintos para la genotipificacion de cada
mutante (Tabla 4). Asi se identifico e} genotipo del parental de cada una de las lineas
mutantes con los partidores correspondientes, resultado que se detalla enla Tabla 6 y
que fue validado mediante la comparacién contra el genotipo de las [ineas silvestre del
ecotipo Col-0, utilizadas como control en cada genotipificaciéon. En primer lugar,

entonces, se corrobord que las plantas silvestres utilizadas presentan el alelo silvestre
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— homocigota

| —
el Mutante
st A insercional

T e—— heterocigota

Figura 5. Resultado esperado de la genotipificacion de plantas de Arabidopsis
thaliana que permite la identificacion de mutantes SALK homocigotas. Se
muestra el resultado de la genotipificacién de una planta silvestre (panel superior), una planta
heterocigota para la mutacién insercional (panel central) y una planta que presenta la
mutacion insercional en sus dos alelos (panel inferior). Mediante PCR, se detectan 4
elementos genémicos: ACTINA (A), NPTII (N), el alelo mutante (L) y el alelo silvestre (S).
Para estudiar las mutantes homocigotas, se seleccionan aquellas plantas que presentan el

alelo mutante y carecen del alelo silvestre para un determinado gen de interés.
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en homocigosis. Como se indica en la Tabla 7, el DNA gendmico de la linea Col-0
utilizada permite amplificar los fragmentos provenientes de ACTINA1/11 y de los alelos
silvestres de los genes NTL9 y NACO17, y carece del fragmento que proviene del gen
foraneo NPTIl y del alelo mutante. Con este resultado, se confirma que la linea
silvestre utilizada presenta el alelo silvestre en homocigosis y que no presenta la
mutacién insercional de T-DNA en su genoma. De los germoplasmas mutantes
evaluados, para 2 de ellos se confirmaba en la base de daios que su genoma
presentaba el alelo mutante en homocigosis. Este hecho solamente se confirmé para
las lineas del germoplasma ni/9-2, en las que a partir de DNA de todas ellas se
amplificé mediante PCR unicamente el fragmento del alelo mutante y nunca el
fragmento del alelo silvestre. En las lineas analizadas de los otros 3 germoplasmas,
ntl9-1, nac017-3 y nac017-4, se identificaron lineas en que el parental es mutante en
heterocigosis (se amplifico el fragmento del alelo mutante y ademas el fragmento del
alelo silvestre) e incluso una linea sin inserto (no se amplificéd el fragmento del gen
NPTII ni del alelo mutante, pero si el fragmento del alelo silvestre), segregante del
germoplasma nac017-1. Por otro lado, se obtuvieron lineas homocigotas para todas las
mutaciones insercionales de interés. Estas lineas mutantes homocigotas son las que
se continuaron utilizando durante este seminario de titulo. En la tabla 6 se indican
todas las lineas analizadas y el resultado obtenido, el cual se ha descrito en este

parrafo,
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L
Germoplasma Linea

Presencia (+) o ausencia (-) de

del que proviene producto de PCR para el alelo
el parental A N L S respectivo
ntl9-1 3 + + + - Mutante homocigota
4 + + + - Mutante homocigota
5 + + + + Mutante heterocigota
B + + + - Mutante homocigota
nti9-2 8 + + + - Mutante homocigota
9 + + + - Mutante homocigota
10 + + + - Mutante homocigota
11 + + + - Mutante homocigota
nac017-3 31 + + + - Mutanie homocigota
39 + - - + Sin inserto
40 + + + - Mutante homocigota
41 + + + - Mutante homocigota
N15 + - + + Mutante heterocigoia
N16 + + + - Mutante homocigota
N17 + + + + Mutante heterocigota
N18 + + + + Mutante heterocigota
nac017-4 34 + + + - Mutante homeocigota
36 + + + + Mutante heterogota
37 + + + - Mutante homocigota

Tabla 6. Resumen de las lineas mutantes genotipificadas para la identificacion de

mutantes homocigotas de los factores de transcripcion NTL9 y NACO017.

Las

mutantes ni#f9-1, nfl3-2, nac017-3 y nac017-4 fueron obtenidas desde el banco de germoplasma

y propagadas para ia obtencion de material de trabajo. La identidad de las lineas obtenidas fue

verificada mediante la esfrategia de genotipificacion descrita en el texto previo a esta tabla. A =

ACTINA, N = NPTIIL, L = alelo mutante, S = alelo silvestre. El signo (+) indica que se obtuvo la

amplificacion del fragmento de la regién genomica sefialada en la columna y el signo (-) indica

la ausencia del fragmento indicado. Para las lineas heterocigotas, n=1. Para las lneas

homocigotas, n=3.
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Germoplasma Mutacién insercional Presencia (+} o ausencia {-) de
cuya ausencia se producto de PCR
comprobd N L

nit9-1

nil9-2
hac017-3
nacQ17-4

Col-0 : i

+ 4+ 4+ P
+ 4 D

Tabla 7. Genotipificacion de las lineas silvestres utilizadas como control durante
este seminario de titulo. El genotipo de las plantas Col-0 utilizadas durante los distintos
experimentos de este trabajo fue corroborado mediante la estrategia descrita anteriormente. A =
ACTINA, N = NPTII, L = alelo mutante, S = alelo silvestre. El signo (+} indica que se obtuvo la
amplificacion del fragmento de la regién gendmica sefialada en la columna y el signo (-) indica
la ausencia de amplificacion de! fragmento indicado. Como se indica, se comprobé que la planta
silvestre Col-0 (control) no posee el gen NPTIl de Agrobacterium tumefaciens que se encuentra
en el fragmento de T-DNA en el genoma de [as mutantes insercionales SALK y que todos los
fragmentos de los alelos silvestres de NTL9 y NACO17 son amplificados. Los fragmentos de los
alelos mutantes estudiados, ntf9-1, ntl8-2, nac017-3 y nac017-4, en cambio, estan ausentes del

genoma de la planta silvestre. n=6.

El resultado de la genotipificacion de [as lineas homocigoias obtenidas (Tabla
6) puede observarse en la Figura 6, donde se muestra la genotipificacién de una linea
mutante homocigota para cada factor de transcripciéon, NTL9 o NACO17, mediante los 4
PCR que se realizan sobre 3 muestras: DNA mutante, DNA silvestre y un control
negativo que corresponde a [a reaccion de PCR sin templado. Como deciamos, en la
planta silvestre se obtuvo solamente la amplificacion de los fragmentos de ACTINA y

del alelo silvestre. En cada mutante, por otro lado, se obtuve la amplificacion del

fragmento de ACTINA, del fragmento de NPTII, indicando la presencia del inserto de T-




DNA; y del fragmento de su respectivo alelo mutante, indicando que el inserto de T-
DNA se encuentra en el lugar de interés. Lo anterior, en conjunto con la ausencia del
alelo silvestre, indica que el parental de las lineas evaluadas presenta la mutacién en
ambos alelos. En la Figura 6 vemos, ademas, los tamafios de los productos de PCR de
cada fragmento amplificado. El producto del PCR de actina se visualiza como una
doble banda, de manera consistente con los tamarios esperados de 795 pb y 850 pb
de los fragmentos provenientes de ACTINAT y ACTINA11, respectivamente. El
fragmento que amplifican los partidores de NPTIl utilizados posee un tamafio
consistente con el esperado, esto es, de 655 pb de acuerdo a la secuencia de NPTIl en
el plasmido pROK2 (http://signal.salk.edu/pBIN-pROK2.txt-new). Los fragmentos de los
alelos silvestres también poseen tamafios esperados, los que corresponden a 1080 pb
para el fragmento que esta interrumpido en nf/9-1, 1017 pb para el fragmento que esta
interrumpido en nt/9-2, 1214 pb para el fragmento que esta interrumpido en nac017-3y
1029 pb para el fragmento que esta interrumpido en nac017-4. Para los alelos
mutantes, se habia estimado cual seria el tamafio del fragmento amplificado si la
interrupcion insercional se encontrara exactamente a 300 pb de la secuencia obtenida
a partir de DNA gendmico mutante y que esta indicada en la base de datos. Los
tamafios estimado/real corresponden a 411/425 para el fragmento de ntf9-1, 479/400
para el fragmento de nff9-2, 569/500 para el fragmento de nac017-3 y 452/500 para el
fragmento de nac017-4. Estos tamafios, que se resumen en la Tabla 8, confirman la
posicion de las interrupciones del exdén 2 de AT4G35580 en la mutante nff9-1, del exén
1 de AT4G35580 en la mutante nil9-2, de la regidn rio arriba del inicio de la
transcripcién de AT1G34190 en la mutante nac077-3 y del exdn 4 de AT1G34190 en la
mutante nac017-4. A estas observaciones cabe afnadir que el tamafio calculado del

fragmento del alelo mutante de nac077-3 ubica la mutacién insercional a 17 pb del
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término de Ia transcripcion de NAC0186, distancia que no supera la resolucién con que
podemos definir mediante electroforesis el tamafio de los fragmentos amplificados, por
lo que se requiere otro tipo de experimentos para determinar si la insercién se
encuentra efectivamente dentro del 3'UTR de NACO16. En conclusion, se obtuvieron
mutantes homocigotas provenientes de 4 de los 5 germoplasmas que se planifico
estudiar y se confirmo la localizacion de la interrupcién del genoma de estas 4
mutantes con respecto a los loci que codifican para NTL9 y NACO017. Esto tltimo
permitio proseguir con los estudios sobre estos 4 germoplasmas, ya que comprueba
que las mutantes son buenas candidatas a presentar una alteracion de la funcién del
factor de transcripcion NTLS o de NACO17, seglin sea el caso. Debido a que, como se
dijo anteriormente, cuando la interrupcion insercional se encuentra en un exén o rio
arriba del inicio de la transcripcién es mas probable que conduzca a una disminucién
de los niveles de transcrito (Wang, 2008), dicha alteracién podria corresponder a una

pérdida de funcién de NTL9 o de NACO17 en las mutantes obtenidas.
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Figura 6. Genotipificacién de lineas homocigotas de mutantes de los factores de
transcripcion NTL9 y NACO17. En cada fila se muestra el resultado de genotipificacion
representativo de lineas homocigotas para las mutaciones insercionales nt/9-1, ntl9-2, nac017-3
y nac017-4. Para cada genotipificacion se sefiala el resultado para la mutante homocigota (al
centro), para la linea silvestre control (a la izquierda) y el control negativo (a la derecha) de cada
una de las 4 reacciones de PCR que permiten amplificar los fragmentos de las regiones
genémicas de ACTINA (A), de NPTII (N), del alelo mutante respectivo (L) y del alelo silvestre
(S). n=3. A la izquierda se indica qué mutacion insercional se buscaba en homocigosis en cada
genotipificacién en cada una de las lineas mutantes analizadas en la columna central. En cada
imagen se encuentran el estandar de peso de DNA de 1 kb (a la izquierda) y de 100 pb (a la

derecha. Las flechas indican la posicicion de las bandas de 1 kb y la de 0,5 kb, homologables a
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todas las fotos de la figura. Los tamafios de los fragmentos amplificados se sefialan en la Tabla

8.

Continuacién de la leyenda de la Figura 6.

.

Locus Alelo del que proviene Tamario Tamafio
el fragmento amplificado esperado experimental
AT4(G35580 ntf9-1 411 425
ntf9-2 479 400
AT1G34190 nac017-3 569 500
nac017-4 452 500

Tabla 8. Resumen de los tamaiios experimentales de los fragmentos de los alelos
mutantes amplificados en mutantes insercionales de los factores de
transcripcion NTL9 y NACO017. E! tamaiio esperado de! producto de PCR obtenido al

amplificar el fragmento del alelo mutante con los partidores Lb1.3 y R fue calculado y
comparado con el tamafio experimental determinado durante la genotipificacién para cada una
de ias mutantes de NTL9 o de NACO17. Aunque existe una variacién entre el valor experimental
y el valor esperado calculado previamente, los tamafios experimentales de los fragmentos de
los alelos mutantes son consistentes con la localizacion de las mutaciones insercionales

descrita en la Tabla 5.

Para corroborar que los fragmentos de los alelos mutante y silvestre que fueron
amplificados anteriormente provienen efectivamente de las regiones genémicas de
interés, se realizé una digestion con enzimas de restriccion de cada uno de los
fragmentos amplificados, el fragmento del alelo silvestre y el fragmento del alelo

mutante, obtenido en la genotipificacién de cada una de las 4 mutantes. Para cada par
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de fragmentos, es decir, el fragmento del alelo mutante, obtenido de la linea mutante
homocigota, y el fragmento del alelo silvestre, obtenido de la linea silvestre, se utilizé
la misma enzima de restriccion. Esto ultimo conduce a que uno de los fragmentos
generados en la digestién tenga el mismo tamafio y secuencia tanto en la digestion del
alelo mutante como en la digestion del alelo silvestre, ya que corresponde al extremo
de los fragmentos que se encuentra del lado de la secuencia en que hibrida el partidor
R. Ademas, se escogieron enzimas para las que los fragmentos de los alelos mutantes
presentaran un unico sitio de corte, lo que también resulté en un Unico sitio de corte
para los fragmentos de los alelos silvestres amplificados en la genotipificacién de nitl9-
1, nt19-2 y nac017-4. El fragmento del alelo silvestre amplificado en la genoctipificacion
de nac017-3, por su parte, posee dos sitios de corte para la enzima escogida, por lo
gue su digestion completa genera tres productos de digestion. Las enzimas escogidas
fueron Kpnl para la digestion del fragmento del alelo mutante de nf/9-1 y su contraparte
silvestre, Apal para el fragmento del alelo mutante de ni/9-2 y su contraparte silvestre,
Bglll para el fragmento del alelo mutante de nac077-3 y su contraparte silvestre y, por
ultimo, Spel para el fragmento del alelo mutante de nac0717-4 y su contraparte silvestre.
Se determind cuales eran los tamanos de los producios de la digestion de los
fragmentos amplificados en la genotipificacion de las 4 lineas mutantes, tamarios que
se detallan en la Tabla 9. Al realizar la digestion, vemos que se confirmé el nimero y
tamario de los fragmentos generados, tal como se detalla en la Tabla 9. El resultado de
esta digestion se describe a continuacién y se puede observar en la Figura 7. Para la
digestiéon de cada uno de los fragmentos del alelo mutante se obtuvieron dos bandas
que, de acuerdo a sus tamafios, corresponden a los productos de la digestion del
fragmento. En los 4 casos, existe una tercera banda (apenas detectable para el caso

de nac017-4) cuyo tamafio es consistente con el tamafio del fragmento integro del
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alelo mutante y su presencia se debe a que el rendimiento de la reaccion de digestion
no permitié la digestion de todo el templado agregado a la reaccion de digestién. Si
comparamos €l tamafio del templado sin digerir en la reaccién de digestiéon con el
tamario del fragmento sin digerir, de acuerdo a lo que se observa en la misma figura,
vemos que existen pequefias diferencias atribuibles al estado del DNA en la misma
reaccion de digestion, ya que existe una tendencia a una movilidad electroforética
ligeramente menor a la esperada para todas las bandas, que se hace notoria para las
bandas de tamarfios pequefios. No obstante, se confirma que los fragmentos
amplificados desde los alelos mutantes ntf9-1, nt9-2, nac017-3 y nac017-4, presentan
un tnico sitio de corte para las enzimas de restriccién utilizadas, permitiendo sostener
que proceden de la regidn gendémica del DNA mutante que se encuentra interrumpida
por la insercion del fragmento del T-DNA. Ademas, los tamarfios de los productos de
digestién siguen siendo consistentes con los tamarios esperados. Un resultado similar
se obtuvo con la digestion de los fragmentos del alelo silvestre que proceden de las
regiones que en las mutantes se encuentran interrumpidas por el fragmento de T-DNA,
como se observa en la misma figura (Figura 7). La digestién de los fragmentos de los
alelos silvestres que se encuentran interrumpidos en las mutantes nt!9-1, nti9-2 y
nac017-4, resulta en una banda que corresponde a parte del templado que no ha sido
digerido y, adicionalmente, dos bandas de los tamafios esperados que corresponden a
los productos de la digestidén con la enzima de corte Gnico para esos fragmentos, En la
digestion del fragmento del alelo silvesire que se encuentra interrumpido en la mutante
nac017-3 se observan 3 bandas. Dos de ellas corresponden a los tamafios esperados
de la digestion completa del fragmento: una banda de mayor tamafio que corresponde
al producto de la digestién cuyo tamafio es de 916 pb y una banda de menor tamario

en que se encontrarian los otros dos productos de la digestion, de tamarios 155 pb y
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143 pb. Los dos productos de menor tamario provienen de los extremos del fragmento
del alelo silvestre y la digestion incompleta del mismo explica la tercera banda
visualizada, que corresponde al fragmento del alelo silvestre que ha sido cortado por la
enzima Bglll solamente en uno de los dos sitios de corte presentes en el templado.
Consistentemente, el tamarfio de esta banda se acerca a los 1100 pb. Si comparamos
el tamario de la banda mas pequefia obtenida de la digestion de cada fragmento de!
alelo mutante y del alelo silvestre correspondiente, vemos que su tamario es idéntico.
Esto es consistente con la observacion que se realizé en un principio de que el extremo
del fragmento que esta del lado de la secuencia en que hibrida el partidor R es idéntica
tanto en el alelo silvesire como en el alelo mutante. En conjunto, estos resultados
permiten afirmar que los fragmentos amplificados, tanto desde DNA gendmico silvestre

como mutante, proceden de las regiones de interés.
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Enzima Tamarios esperados de la digestion del fragmento digerido (pb)
Alelo mutante Alelo silvestre
Kpnl nti9-1 123*y 280 123* y 957
Apal ntl9-2 111*y 300 111*y 906
Bglll nac017-3 165* y 360 1565*, 916" y 143
Spel nac017-4 240%y 260 240* y 889

Tabla 9. Tamafios esperados de los productos de la digestion de los fragmentos
amplificados desde los alelos mutantes y silvestres de NTL9 y NAC017. Se
muestran los tamarios esperados de los productos de la digestion de los fragmentos
amplificados desde los alelos mutantes de las mutantes insercionales estudiadas y de los
fragmentos del alelo silvestre correspondiente. El producto de la digestibn que proviene del
extremo del fragmento del alelo en que se encuentra la secuencia complementaria al partidor R
se indica con un asterisco. Con dos asteriscos se seftala el producto de la digestion que
proviene de la region central del fragmento amplificado desde e! alelo silvestre en Ia

genotipificacion de nac017-3 luego de la digestién con Baglil.
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Figura 7. Verificacién del patrén de digestiéon de los fragmentos amplificados

desde los alelos silvestre y mutante de NTL9 y NACO017. Se muestra la digestion (D)
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de los productos de PCR definidos como los alelos mutante y silvestre en relacion a la region de
T-DNA de cada mutante junto a su control sin digerir (C). En cada foto se encuentran los
estandares de peso de DNA de 50 pb (a la izquierda) y de 100 pb (a la derecha). Con las
flechas rojas se indican los tamafios de los productos de la digestién y el templado sin digerir.
Las variaciones de tamafio con respecto a las descritas en la tabla 9 no son significativas, de
acuerdo a la resolucién de los geles, confirmando que los productos de PCR provienen de las

regiones génicas de interés.

Continuacién de la leyenda de la Figura 7.

Finalmente, para dar por cumplido el primer objetivo de este trabajo es
necesario analizar si las mutantes obtenidas seran Utiles para poder evidenciar el rol
funcional de NTLS y de NAC017, es decir, si pueden presentar una alteraciéon de la
funcién suficiente para presentar un fenotipo observable. De acuerdo a los andlisis
previos que muestran que la localizacion del inserto es en el primer exén de NTL9 en la
mutante ni/9-2 y en el segundo exon de NTL9 en la mutante nt/9-7, ambas mutantes de
NTL9 presentan una pérdida de la funcion del factor de transcripcion NTL9. En el caso
de la mutante nt/9-2, se espera que esta pérdida de funcién sea total debido a la
imposibilidad de generar una proteina con su correspondiente dominio de unidén a DNA.
En el caso de la mutante ni/9-1, si bien la mutante podria generar una proteina con
gran parte de este dominio, la mutante ya ha sido reportada como una mutante de
pérdida de funcion en que la proteina relacionada con la patogénesis (PR1), blanco
transcripcional del represor NTL9, se encuentra inducida basalmente, lo cual confiere a
la mutante resistencia a patégenos. Debido a lo anterior, sabemos que la pérdida de
funcién en esta mutante, aunque tal pérdida pudiera ser parcial, es suficiente para

\
alterar la fisiologia de la planta.
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En el caso de [as mutantes de NACO17, la comprobacion de la alteracién de Ia
funcién del factor de transcripcién requirié de mas antecedentes. Para resolver este
problema, se cuantifico la expresion relativa de NAC077 en las mutantes nac017-3 y
nac017-4. Para comenzar, se buscé en la base de datos EFP Browser en qué tejidos
de Arabidopsis thaliana se expresa NAC017. Se encontrd que el factor de transcripcion
se expresa en todos los tejidos de Arabidopsis thaliana excepto en las silicuas y que
los mayores niveles de expresion reportados se obtienen en polen maduro y hojas
senescentes, aunque ya hay expresién del FT en las primeras hojas de la roseta de
Arabidopsis. Se resolvio extraer RNA de plantas de 14 dias, tiempo que se estimé mas
que suficiente para obtener la cantidad de tejido necesaria para los andlisis posteriores.
Se exirajo RNA a partir de plantas Col-0 y mutantes nac017-3 y nac017-4. Se realizd
una transcripcién reversa, obteniéndose el cDNA que se utilizé como templado para
cuantificar la expresion relativa de NAC017 mediante gPCR. La calidad, tanto del RNA
como del cDNA, fue corroborada mediante electroforesis y PCR convencional, como se
detalla en la Seccion "Materiales y Métodos". Como genes de referencia del gPCR,
fueron amplificados ACTINA, UBIQUITINA y PP2A, de los cuales se determind
mediante la herramienta NormFinder que UBIQUITINA correspondia al gen de
expresion mas estable, por lo que fue utilizado como normalizador. La expresién
relativa de NACO17 fue calculada mediante el método de Pfaffl, habiendo determinado
la eficiencia de cada par de partidores con el programa LinkRegPCR. De este modo, la

expresion relativa de NACO17 fue determinada como:

Expresion relativa de NACO17 = [Eficiencia ¢tmutante -CtColoh iy
[EﬁCienCia (Ct mutante - Ct C°|-0)]UBI‘]O
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, donde el Ct es la cantidad de ciclos en que comienza la amplificacién. Durante
el transcurso de este trabajo se realizaron 3 réplicas biolégicas de la cuantificacion de
la expresidn relativa de NACO717. La expresion relativa de NAC017 en cada mutante
fue comparada con la expresién relativa de NAC077 en la planta silvestre que, por
definicion, es igual a 1. Se encontré que nac017-3 presenta una expresion relativa
promedio de NACO17 de 1,7 veces la expresion reiativa en la planta silvestre, en tanto
que nac017-4 tiene una expresién relativa promedio de NAC017 de sdlo 0,014 veces
los niveles de transcrito en la planta silvestre. A continuacién, se realizé una prueba
estadistica con el test de t de Student de dos colas para una muestra Gnica con el
objetivo de determinar si la expresion relativa promedio en cada mutante es
significativamente distinta de una expresién relativa igual a 1, es decir, de la expresion
relativa de NAC017 en el ecotipo silvestre. Con esta prueba estadistica se obtuvieron
un valor de p=0,666 para el analisis sobre la mutante nac077-3 y un valor de p menor a
0,0001 para el analisis sobre la mutante nac077-4. Esto nos indica que Igs niveles de
transcrito de NAC017 en la mutante nac017-4 son significativamente menores que los
encontrados en la planta silvestre y que la mutante es "knock-down" para este factor de
transcripcion. Por otro lado, se requieren mas réplicas biolégicas para establecer si la
mutante nac017-3 presenta una alteracién de funcién de NAC017 a nivel de transcrito.

Estos resultados se muestran en la Figura 8.
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Figura 8. Expresion relativa de AtNAC077 en las mutantes mutantes nac017-3 y
nac017-4. En el grafico se muestra en escala logaritmica, expresada como potencia de
2, la expresion relativa de AtNACO77 en mutantes insercionales del factor de
transcripcion nac017-3 y nac017-4. La expresion relativa es obtenida como la razon de
cambio entre niveles de transcrito de NAC017 en cada linea mutante con respecto a la
expresion en Col-0. Se utilizé como normalizador la expresién del gen de referencia

UBIQUITINA10. n = 3 ** = p << 0,001 Prueba estadistica utilizada: t de Student.
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Objetivo 2: Estudiar el trafico endocitico en mutantes de Arabidopsis thaliana
que presentan una alteracién de la funcion de los factores de transcripcion

AtNTLS y AtNACO17.

Para responder a la pregunta de si acaso los FTs NTL9 y NAC017 participan de
la regulacién del trafico endocitico en Arabidopsis thaliana, se estudié el trafico de un
trazador de membrana en las mutantes homacigotas de los FT NTL9 y NAC017. El
trazador utilizado, FM4-64, permite marcar la membrana plasmatica y luego seguir la
movilizacién de la sonda hacia el interior de estas células. Dado que la molécula FM4-
64 solamente emite fluorescencia tras ser excitada si es que se encuentra asociada a
una membrana y ya que el FM4-64 no puede atravesar la membrana por difusién
(Bolte et al., 2004), la internalizacion de la sonda es observada principalmente a
medida que ocurre la endocitosis de componentes de la membrana plasmatica. Estos
componentes son llevados hacia la vacuola, lo cual ocurre a través de la ruta
endocitica. A través de la observacién en el tiempo de la internalizacion de FM4-64 es
posible distinguir la tasa de endocitosis de componentes de la membrana plasmatica y
la velocidad con que estos componentes llegan al tonoplasto. De este modo, el
trazador de membrana FM4-64 es una herramienta muy potente para detectar
anomalias esperables como resultado de la alteracién del trafico endocitico, lo cual
permite responder al objetivo general del presente trabajo, que consiste en estudiar el

trafico endocitico hacia la vacuola.
En primer lugar, plantas Col-0 y mutantes (de las lineas homocigotas nac017-3,
nac017-4, nti9-1 y nti9-2) fueron teftidas con la sonda FM4-64. La tincidn se realizé a

4°C, condicion en que la endocitosis es inhibida, lo cual permite limitar la
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internalizacién de la sonda y distinguir los primeros endosomas en que sera movilizada
la molécula de FM4-64. Luego, se realizé la reactivacidon de la endocitosis al llevar las
plantas a temperatura ambiente. Finalmente, se realizd el seguimiento de Ia
internalizacion de la sonda, la cual fue registrada al tiempo inicial (5 minutos) y alos
30, 60, 80 y 120 minutos o hasta la visualizacién del tonoplasto. La observacion se
realizd en un corte dptico paralelo al eje de la raiz principal sobre las células de la
epidermis dentro de la zona de transicion de la punta de la raiz (Figura 9, tomado de
Jaillais and Chory, 2010), células que en este plano tienen una morfologia
caracteristica semejante a un cuadradoe, por lo que su identificacion es sencilla.
Ademas, en estas células se observan claramente los compartimentos del SE
marcados por el frazador debido a que se encuentran en la superficie de la raiz, regién
en la que puede penetrar el laser del microscopio confocal y, por tanto, es posible
excitar la molécula de FM4-64 y registrar su fluorescencia. Durante la endocitosis del
trazador en plantas silvestres, a tiempo inicial el marcador se encuentra Unicamente en
la membrana plasmatica y en endosomas tempranos, los cuales se observan como
estructuras punteadas (Figura 10). Posteriormente, el marcador sigue acumulandose
en los endosomas, de modo que a los 60 minutos se observan endosomas de mayor
tamario que a 5 o que a 30 minutos, alcanzando su tamafio maximo a los 90 minutos
(Figura 10). Adicionalmente, cuando han transcurrido 120 minutos de internalizacién
del trazador, observamos que éste ya marca el tonoplasto, el cual es visualizado
rodeando completamente la vacuola. La vacuola es una estructura de gran tamario que
puede ocupar un porcentaje muy alto del volumen celular. £l nimero de vacuolas por
célula y su forma es variable, pudiendo ser perfectamente redondas o bien alargadas o

achatadas en alguno de sus bordes (Figura 10, Col-0 120 minutos).
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Figura 9. Zonas de crecimiento y tipos celulares presentes en la punta de la raiz
de Arabidopsis thaliana. La zona de transicion (" Transition Zone") esta comprendida por
las células que han dejado de proliferar activamente, como si lo hacen las células
meristematicas, y que aun no han comenzado a elongar. Por tanto, la zona de transicion se
encuentra entre la zona meristematica ("Meristematic zone") y la zona de elongacion
("Elongation zone"). En esta zona, la capa celular sefialada como epidermis (en verde),
corresponde a las células en las que se observo la internalizacion del trazador FM4-64. Otro
aspecto a notar en esta imagen es la capa de células del periciclo (" Pericycle”, en azul) que
rodea el haz vascular. En esta capa se encuentran las células que son capaces de generar
una raiz lateral, como se sefialard durante el desarrollo del objetivo 3. Imagen tomada de

Jaillais and Chory, 2010.
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Cuando observamos el curso de la endocitosis del trazador FM4-64 en
mutantes de NTL9, vemos que las mutantes presentan diferencias en el niimero y en
el tamafio de los endosomas en comparacion con la linea silvestre (Figura 10) y en el
tiempo de llegada del trazador a la membrana vacuolar (Figura 10 y Figura 11). La
mutante nf/9-2 presenta mayor cantidad de endosomas que Ia linea silvestre a los 30
minutos y la acumulacién del trazador en los endosomas sigue aumentando mas alla
de los 90 minutos, tiempo en que se alcanza el maximo tamaiio de los endosomas en
la linea silvestre. Esta acumulacion del trazador en los endosomas prosigue atin hasta
los 120 minutos sin haber alcanzado aun la membrana vacuolar, generando
endosomas de gran tamafio (Figura 10). En la mutante nt/9-1 se alcanzan endosomas
de tamafio similar al maximo observado en la linea silvestre pero mas rapidamente,
teniendo lugar a los 60 minutos en lugar de a los 80 minutos (Figura 10). También a los
90 minutos se observa un gran nimero de endosomas en la mutante nt/9-1, mayor que
el que se llega a observar en la linea silvestre a los 90 minutos (Figura 10). Para el
caso de ambas mutantes de NTL9, a los 120 minutos el trazador atin no ha alcanzado
el tonoplasto (Figura 10). Si continuamos monitoreando la internalizacién del trazador
(Figura 11) vemos que a los 150 minutos el trazador ha alcanzado el tonoplasto en
ambas lineas mutantes. Esto nos indica que el trafico hacia la vacuola se encuentra
enlentecido en las mutantes de NTL9. Por otro lado, las alteraciones observadas en
endosomas pueden deberse a que la endocitosis de la membrana plasmatica se
encuentra acelerada o bien a que el trafico hacia la vacuola se encuentra afectado en
un paso de [a ruta endocitica posterior a la llegada del trazador a los endosomas. Dado
que los endosomas, en cuanto a su nimero y tamario, se observan de manera similar
en las mutantes y en la linea silvestre en el tiempo inicial (5 minutos), esto sugiere que

el rol de NTL9 seria importante en el trafico desde endosomas hacia la vacuola mas
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que en la endocitosis de la membrana plasmatica. Sin embargo, otros experimentos

son requeridos para confirmar cuél es especificamente el rol de este FT en el trafico

endocitico.

E Vacuola

120 m 150 m 150 m Tiempo

Figura 11. El tiempo de llegada del trazador FM4-64 al tonoplasto se encuentra
enlentecido en mutantes del FT NTL9. La internalizacion del trazador FM4-64 al

tonoplasto es visualizada a los 120 minutos en la linea silvestre y a los 150 minutos en las
lineas mutantes del FT NTL9 (nt/9-1 y ntl9-2). Flechas amarillas: Vacuolas. La barra de tamafio

es de 5 ym para todas las imagenes.

El andlisis de la internalizaciéon del trazador de membrana FM4-64 tambien
mostré resultados interesantes para el caso de las mutantes del FT NACO017. La
mutante nac017-3 presenta disminuida la endocitosis de la membrana plasmatica,
como puede apreciarse por la menor marca del trazador en los endosomas que se
observa al tiempo inicial (5 minutos) en comparacion con la linea silvestre en la Figura
12. A los 60 minutos, se observan endosomas de mayor tamario y en mayor densidad
que en la planta silvestre y, ademas, el trafico hacia la vacuola se encuentra

enlentecido (Figura 12). Por otro lado, a distintos tiempos de la internalizacién de FM4-
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64, en esta mutante se identificaron unos cuerpos con forma de anillo, los cuales son
similares a los descritos en la literatura que se vinculan a la fusién homotipica de PVCs
(Gu and Innes, 2012; Saito et al., 2002; Takac¢ et al., 2012). Este antecedente sugiere
que un paso de la ruta endocitica que involucra el PVC se encuentra alterado en la
mutante. Lo anterior podria estar ocurriendo en ambas mutantes de NACO77, ya que
en la mutante nac017-4 también se observan cuerpos con [a morfologia descrita,
siendo posible que correspondan al mismo compartimento (Figura 12). La acumulacion
de endosomas en la mutante nac077-4 se hace evidente mas tempranamente incluso
que para la mutante alélica nac017-3, observandose ya a 30 minutos un numero de
endosomas mayor que en la planta silvestre a 30 minutos. La endocitosis de la
membrana plasmatica en la mutante nac017-4 es muy similar a la de la planta silvestre
a los 5 minutos (Figura 12). La llegada del irazador FM4-64 a la vacuola se observa a
los 120 minutos, de manera similar a lo que ocurre en la planta silvestre (Figura 12).
Estos resultados indican que la mutante nac017-3 posee una alteracion de [a funcion
de NAC017 ya que la linea mutante posee un fenotipo significativo. Segun sugieren los
resultados, el proceso alterade en esta mutante es el trafico endocitico que involucra el
PVC. Consistentemente, los cuerpos alterados observados son similares a los que se
encuentran en la mutante alélica nac017-4. Ademas, el FT también estaria involucrado
en la endocitosis de la membrana plasmatica, ya que este proceso se encuentra
enlentecido en la mutante nac0717-3 (Figura 12), sugiriendo que el FT podria estar

activando un represor de este proceso.

En definitiva, ambos FT, NTL9 y NACO017, se encuentran involucrados en el
funcionamiento del trafico hacia la vacuola. El FT NTL9 participa del trafico hacia la

vacuola, en tanto que NACOQ17 participa de la endocitosis de la membrana plasmatica,
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el trafico hacia la vacuola y, posiblemente, del trafico a través del PVC. Para el caso de
ambos FTs, las mutantes analizadas muestran fenotipos que sugieren una interrupcion
del trafico hacia la vacuola, evidenciando un rol para estas proteinas en la regulacion

del trafico neto hacia la vacuola y, por ende, del balance entre los flujos de vesiculas

entre compartimentos del SE.
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Objetivo 3: Estudiar el rol de los factores de transcripcién AtNTL9 y AINACO017 en

la induccion de raices laterales por Sortin2 en Arabidopsis thaliana

Dado que tanto las mutantes de NTL9 como [as mutantes de NACOT7
presentaron anomalias en el trafico hacia la vacuola del trazador de membrana FM4-
64, se prosiguid con el estudio del rol de ambos FT en el desarrollo de raices laterales.
Como se describié previamente, el compuesto Sortin2 induce la formacién de raices
laterales al acelerar el trafico endocitico hacia la vacuola (Pérez-Henriquez et al.,
2012). Esta accion de Sortin2 sobre el desarrollo de Arabidopsis depende, en
particular, del trafico desde el PVC hacia la vacuola que es sensible al compuesto
Wortmanina. La accidon de Sortin2 es reversible y dosis dependiente, de modo que el
mayor efecto inductor del compuesto se obtiene a una concentracién de 25 pg/mL y a
mayores concentraciones el efecto inductor es menor (Pérez-Henriquez et al., 2012).
Ademas, el compuesto Sortin2 ejerce un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la
raiz principal que es también dosis dependiente (Pérez-Henriquez et al., 2012), Para
estudiar el efecto del compuesto Sortin2, plantas mutantes y silvestres fueron tratadas
con el compuesto a la concentracién de mayor efecto inductor en el ecotipo silvestre
(25 pg/mL) y a una concentracion de 12,5 pg/mL, que es considerada una dosis baja.
Se registré el largo de raiz principal y se cuantificaron los eventos de formacién de una
raiz lateral a lo largo de la raiz principal en cada planta. Con estos dos datos se calculd
el Indice de Raices Laterales (IRL), que corresponde al nimero de raices laterales
relativo al largo de la raiz principal. El compuesto Sortin2 provoca un aumento de este
indice, es decir, un aumento de la densidad de raices laterales en la raiz de
Arabidopsis thaliana. Ademas, se estudio el efecto del compuesto en el desarrollo de

raices laterales en las mutantes, identificando el estado de desarrollo de estos
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organos, El desarrolio de una raiz lateral se divide principalmente en dos etapas:
aquella que corresponde a un desarrollo tempranc (estadio no emergido o primordio) y
aquella que corresponde a un desarrollo mas avanzado o tardio (raiz lateral emergida)
del desarrollo de una raiz lateral. Una raiz lateral se origina en la capa celular del
periciclo, [a cual rodea el haz vascular (Figura 9). Las células del periciclo, que tienen
la identidad de células fundadoras, pueden dar inicio a una serie de divisiones
celulares, primero en sentido anticlinal y luego en sentido periclinal, dando lugar a una
estructura en forma de domo que crece hasta emerger de la capa celular mas externa
de la raiz principal (Péret et al., 2009). A partir de este momento, la estructura pasa de
ser considerada un primordio de raiz lateral a ser considerada una raiz lateral emergida
(Casimiro et al., 2001; Péret et al., 2009), como puede observarse en la Figura 13
(Berkowitz et al., 2008). Distinguir entre primordios y raices laterales emergidas nos
ayudara a caracterizar el rol en el desarrollo de raices laterales de las alteraciones del
trafico endocitico observadas en las mutantes, ya que el compuesto Sortin2 tiene un rof
en la iniciacién de raices laterales y en su emergencia, asi como también en la
reactivacion de primordios cuyo desarrollo se encuentra amestado en estadios

tempranos (Datos no publicados de! laboratorio).

Cuando analizamos el largo de raiz en mutantes de NTL9, observamos que la
mutante ntf9-1 posee un largo de raiz similar al de la planta silvestre en la condicion
control y a una baja concentracién de Sortin2, pero que a una mayor concentracion del
compuesto sufre una mayor inhibicién del crecimiento de la raiz principal que la planta
silvestre (Figura 14 A). Cuando analizamos el nimero de raices laterales totales en
esta mutante vemos que en la condicién control este nimero es similar al de la planta

silvesire, pero que el numero de raices laterales inducidas por Soriin2 a la
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Figura 13. Desarrollo de una raiz lateral en Arabidopsis thaliana. La raiz lateral es
un organo postembrionario que se genera en la capa celular del periciclo. Por medio de
divisiones celulares consecutivas se forma una estructura con forma de domo (flechas rojas,
A, B y C). Mientras el domo se forma, la raiz lateral es denominada "primordio". Cuando la
punta alcanza la capa celular mas externa de la raiz principal, el primordio pasa a ser una
"raiz lateral emergida" (D). Esta estructura sigue elongando (E y F) y se desarrolla de manera
similar a la raiz principal. Es mas, a partir de células del periciclo de las raices laterales
pueden formarse otras raices laterales llamadas raices terciarias, las que recapitulan el

desarrollo de la raiz lateral. Modificado de Berkowitz et al., 2008.
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concentracion baja del compuesto es menor que en la planta silvestre. De este modo,
la mutante posee una menor sensibilidad al compuesto (Figura 14 C). Al obtener el
IRL, vemos también que en el tratamiento con una baja concentracién del compuesto
hay una menor induccion del IRL en la mutante nt/9-1 que en la linea silvestre (Figura
14 E). Esto confirma que la mutante nt/9-1 posee una reduccion de la sensibilidad a
Sortin2, ya que la diferencia observada se traduce en un menor aumento de Ia
densidad de raices laterales en la mutante con respecto a la linea silvestre Col-0. No
obstante, tanto el nimero de raices laterales como el IRL es similar para la linea
silvestre y mutante ntf9-1 a una concentracién de Sortin2 mayor. Por otro lado, la
mutante nf/9-2 posee un menor largo de raiz tanto en la condicidon control como en
ambos tratamientos con Sortin2 (Figura 14 B). Al analizar el nimero de raices
laterales, vernos que la mutante de por si tiene un menor nimero de raices laterales,
pero que ambos tratamientos con Sortin2 aumentan las raices [aterales totales a los
niveles alcanzados en la planta silvestre (Figura 14 D). Esto sugiere que la mutante
nti9-2 posee una sensibilidad al aumento de la densidad de raices laterales inducido
por Sortin2 similar a la de la planta silvestre, lo cual se confirma al ver que el IRL es
similar al de la planta silvestre en las 3 condiciones evaluadas (Figura 14 F). Estos
resultados sugieren que existe una relacion entre la alteracién de la funcién del FT
NTLO en el trafico endocitico y el crecimiento de la raiz principal de Arabidopsis
thaliana. Dado que la induccion de raices laterales en respuesta a Sortin2 es distinta
en ambas mutantes alélicas, los resultados también llevan a considerar que los efectos
observados en respuesta a Sortin2 podrian deberse a otro tipo de alteracién distinta de

la perdida de funcién del FT. Esto sera revisado
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Figura 14. La mutante nt/9-1 presenta una menor sensibilidad al aumento de la
densidad de raices laterales inducido por el compuesto Sortin2. Se muestra el

largo de raiz (A y B) el numero de raices laterales totales (C y D) y el Indice de raices
laterales (E y F) para las mutantes del FT NTL9 nt/9-1 (graficos de la izquierda) y nt/9-2

(graficos de la derecha). Ambas mutantes alélicas presentan una mayor inhibicion que la
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planta control en el crecimiento de la raiz principal. La mutante alélica nfl9-7 es resistente al
aumento del nimero de ralces iaterales y al aumento de la densidad de raices laterales en la
rafz principal inducidos por Sortin2. La mutante nt!9-2 posee un menor nimero de raices
laterales en la condicion control, pero en fratamientos con Sortin2 alcanza un numero de
raices laterales similar a la planta silvestre. La densidad de raices laterales de la mutante
ni9-2 es similar al de la planta silvestre, tanto en la condicién control como en tratamientos
con Sortin2. Se utilizé prueba de t de Student de dos colas. *=p < 0,05, *p<001y*™p<
0,001. Efecto de cada tratamiento con Sortin2 con respecto a su control en DMSO es

estadisticamente significativo pero los asteriscos han sido omitidos de los graficos.

Continuacion de la leyenda de la Figura 14.

durante la discusion de este trabajo.

Como se ha visto previamente en el laboratorio, Sortin2 actla tanto induciendo
nuevos eventos de formacion de raices laterales como promoviendo la emergencia de
los primordios desde la raiz principal (Pérez-Henrigquez, datos no publicados). De modo
que, a continuacion, analizamos el estadio del desarrollo en que se encontraban las
raices laterales en las mutantes de NTL9 v la linea silvestre, tanto en la condicion
control como en ambos tratamientos con Sortin2. Graficamos el aumento de primordios
o de raices laterales emergidas inducido por Sortin2, expresado como una razén de
aumento con respecto a la condicion conirol (DMSO). En primer lugar, notamos que,
en la linea silvestre, [a concentracidén mayor del compuesto Sortin2, que es la que
produce una mayor respuesta en el aumento de la densidad de raices laterales, induce

un aumento de primordios mayor que la concentracion baja de Sortin2 (Figuras 15 Ay
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C). Sin embargo, la razén de aumento de raices laterales emergidas inducida por
Sortin2 es similar a ambas concentraciones del compuesto (Figuras 15 B y D). Esto
sugiere que el mayor efecto obtenido en el aumento del Indice de raices laterales a la
concentracion mas alta (25 pg/mL) se debe principalmente al aumento producido en el
namero de primordios, es decir, de eventos de formacién de novo de una raiz lateral.
Cuando analizamos las mutantes del FT NTL9, observamos que en la mutante nit/9-7
se produce un menor aumento del nimero de primordios en comparacion con el
control, tanto a una conceniracion baja como una concentracién mayor de Sortin2
(Figura 15 A). En la linea mutante nt/9-1, por otro lado, la razén de aumento de raices
laterales emergidas inducida por Sortin2 es similar a la de la planta silvestre. En
conclusion, la mutante nt/9-1 presenta una menor sensibilidad a Sortin2 debido a que €l
compuesto no logra ejercer un efecto sobre el aumento de primordios de la misma
manera que en la linea silvesire. En la mutante nt/9-2, a pesar de que la densidad de
raices laterales es similar a la de la planta silvestre, al analizar el efecto de Sortin2
sobre las raices laterales seglin su estadio de desarrollo se observan diferencias
significativas en comparacion al ecotipo silvestre en los distintos tratamientos. A una
baja concentracion de Sortin2 se observa que, al igual que en la mutante nf/9-2, existe
un menor incremento de los primordios en relacion al control en respuesta al
tratamiento (Figura 156 C). No obstante, la mutante presenta un mayor aumento que la
planta silvestre en el nimero de raices [aterales emergidas a la concentracion alta de
Sortin2 (Figura 15 D). Esto sugiere que la disminucién en el numero de primordios
inducidos por Sortin2 en la mutante ni/9-2 podria deberse a un aumento de la
emergencia de los mismos en lugar de la disminucion de la iniciacidon de eventos de
formacion de una raiz lateral. En conjunto, los resultados observados en ambas

mutantes indican que la alteracion del trafico endocitico debido a la pérdida de Ia
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Figura 15. La induccién de primordios de raiz lateral y de raices laterales
emergidas por Sortin2 se encuentra alterada en mutantes del FT NTLS. Se
grafica la razén de cambio con respecto al tratamiento en DMSO producida por dos
concentraciones de Sortin2, 12,5 pg/mL (verde claro) y 25 pg/mL (verde oscuro), en el
numero de primordios (A y C) o en el numero de raices laterales emergidas (B y D) para las
mutantes alélicas del FT NTL9 nt/9-1 (A y B) y nti9-2 (C y D). En ambas mutantes alélicas el
aumento en los primordios inducido por Sortin2 es menor con respecto a la linea silvestre.
Por otro lado, la mutante nt/9-2 presenta ademas un mayor aumento de las raices laterales
emergidas. Se realizé una prueba de t de Student de dos colas. *=p < 0,05, " =p <001y
** p < 0,001. En los graficos A y C existen diferencias significativas entre ambos tratamientos

dentro de cada linea (significancia no mostrada en el grafico).
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funcién del FT NTL9 esta vinculada a una respuesta diferencial al efecto de Sortin2
sobre la arquitectura radicular con respecto al ecotipo silvestre, siendo mayor el efecto
sobre la emergencia en mutantes de pérdida de funcién del FT. No obstante, para
comprender el efecio de Sortin2 sobre la emergencia debemos evaluar la emergencia
en la condicién control en mutantes de NTL9. Para ello, analizamos el cuociente entre
el nimero de primordios y el nimero de raices laterales emergidas en la condicién
control, para la linea silvestre y las lineas mutantes de los FTs NAC. Este cuociente
daré cuenta en general del estadio en que se encuentran los eventos de raiz lateral en
las distintas lineas analizadas y sera de menor valor mientras una mayor proporcion de
estos eventos de raiz lateral correspondan a raices laterales emergidas. De esta
manera, observamos que este cuociente es significativamente mas alto para la
mutante nf/9-2 en comparacion a [a linea silvestre y que la linea mutante nt/9-1 sigue la
misma tendencia (Figura 16). Este resultado nos indica que NTLS es requerido para la
emergencia de raices laterales en Arabidopsis dado que su pérdida de funcion
conduce a que una menor proporcion de los eventos de raiz lateral hayan alcanzado el
estadio correspondiente a una raiz lateral emergida en comparaciéon con la linea
silvestre. Interesantemente, al analizar este cuociente en las lineas mutantes de
NAC017 vemos que es similar en ambas al cuociente de la linea silvestre (Figura 16),
mostrando que la emergencia no se encuentra alterada significativamente en las dos
mutantes de NAC017 a pesar de que, como se vera mas adelante, ambas presentan
una alteracion en el largo de |a raiz. Esto también refuerza que el efecto observado es

especifico para la pérdida de funcién de NTLS.
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Figura 16. EI factor de transcripcion NTL9 es requerido en la emergencia de
raices laterales en Arabidopsis thaliana. Se evalu6 el estadio de las raices laterales en
la condicidn control (1% DMSO). Al graficar el cuociente entre el nimero de primordios y
raices laterales emergidas en las distintas Iineas luego del tratamiento control, observamos
que las lineas mutantes de NTL9 presentan una menor emergencia que la linea silvestre, La
emergencia en las mutantes de NACOQ17 es similar al ecotipo silvestre. Las lineas mutantes
de NTL9 poseen una densidad de raices laterales similar a la de la planta silvestre. Se indica
la significancia de las diferencias con respecto al ecotipo silvestre de acuerdo a pruebade T

de Siudent de dos colas. *=p < 0,05; - =p<0,1.
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Al evaluar el largo de raiz, vemos que ambas mutantes de NAC017, nac017-3 y
nac017-4, poseen un menor largo de raiz principal tanto en la condicién control como
en ambos tratamientos con el compuesto Sortin2 (Figura 17 A y B). También se
observa que ambas lineas poseen un menor nimero de raices laterales en condiciones
de crecimiento control (Figura 17 C y D). En el fratamiento con una baja concentracién
de Sortin2, sin embargo, sélo nac0717-4 posee una sensibilidad reducida al compuesto
al evaluar el nimero total de raices laterales (Figura 17 D). Interesantemente, ambas
mutantes poseen una tendencia contraria en el tratamiento con una baja dosis de
Sortin2 al evaluar la densidad de raices laterales a lo [argo de la raiz principal. Vemos
que la mutante nac017-3 presenta una mayor sensibilidad que el ecotipo silvestre a
una baja concentracion de Sortin2 en tanto que nac077-4 mantiene una sensibilidad
reducida al compuesto (Figura 17 E y F). La mutante nac017-3, ademas, posee una

menor densidad de raices laterales en la condicién control (Figura 17 E).

Cuando evaluamos el efecto de Sortin2 en el aumento de primordios y de
raices laterales emergidas con respecto al control, vemos que las mutantes alélicas de
NACO17, nac017-3 y nac017-4, mantienen tendencias opuestas entre ellas (Figura 18).
Por un lado, una baja dosis de Sortin2 induce en la mutante nac077-3 un mayor
nimero de primordios y también de emergencias laterales en comparacion al efecto
producido en la linea silvestre (Figura 18 A y C). En la mutante nac017-4, en cambio,
Sortin 2 aumenta en menor medida que en las plantas Col-0 las raices laterales
emergidas (Figura 18 D). Dado que la mutante nac0717-4 presenta una pérdida de
funcion a nivel de transcrito y que nac017-3 muestra una tendencia a una expresién
relativa de NACO17 mayor que la linea silvestre (Figura 8), estos resultados sugieren

que la mutante nac017-3 podria corresponder a una ganancia de la funcién de
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Figura 17. La induccidn de raices laterales en respuesta a Sortin2 se encuentra
alterada en mutantes de NAC017. Se muestra el largo de raiz (A y B), el numero de
raices laterales totales (C y D) y el Indice de raices laterales (E y F) para las mutantes del FT
NACO017 nac017-3 y nac017-4. Ambas mutantes alélicas presentan una mayor inhibicion que
la planta control en el crecimiento de la raiz principal (A y B). Las mutantes también poseen
una raiz principal mas corta (A y B) y con un menor numero de raices laterales (C y D). Al
evaluar la densidad de raices laterales, la mutante nac017-3 es mas sensible al compuesto y
nac017-4 es menos sensible (E y F) en relacién a la planta silvestre. Se utilizé la prueba de t
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de Student de dos colas. * = p < 0,05, *™* p < 0,01 y ***p < 0,001. El efecto de cada
tratamiento con respecto al control es estadisticamente significativo, no obstante, no se
muestra en el grafico.

Continuacién de la leyenda de la Figura 17.

NACO017. Estos resultados son consistentes con una relacion entre la alteracién de la
funcién entre el FT NAC017 y el desarrollo de raices laterales, tanto en condiciones

control como en tratamientos en el mecanismo inducido por Sortin2.

Finalmente, vemos que el analisis del desarrollo de raices laterales en lineas
mutantes de los FTs NTL9 y NACO17, tanto en condiciones control como en
tratamientos con un compuesto que altera el trafico endocitico y, como consecuencia,
el desarrollo de las raices laterales, revela importantes diferencias con respecto a la
linea silvestre en la arquitectura radicular de las lineas mutantes. Esto confirma gue la
alteracion de la funcion de ambos FTs, los cuales poseen un rol en el trafico endocitico
hacia la vacuola, tiene un impacto en el desarrollo de raices laterales en Arabidopsis
thaliana. Dado que la alteracién de la funcién de ambos FTs resulta en una respuesta
diferencial con respecto a la linea silvestre al compuesto Sortin2 que actia a fravés de
la modulacién del trafico endocitico, estos resultados sugieren que el rol en el trafico
endocitico de ambos FTs es capaz de impactar en el desarrollo de raices laterales en

Arabidopsis thaliana.
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Figura 18. El desarrollo de raices laterales inducido por Sortin2 se encuentra
alterado en mutantes de NACO017. Se grafica la razén de cambio con respecto al
tratamiento en DMSO producida por dos concentraciones de Sortin2, 12,5 pg/mL (verde
claro) y 25 pg/mL (verde oscuro), en el nimero de primordios (A y C) o en el numero de
raices laterales emergidas (B y D) para las mutantes alélicas del FT NAC017 nac017-3 (A'y
B) y nac017-4 (C y D). Mientras la linea nac017-3 presenta una sensibilidad aumentada con
respecto al control Col-0, tanto en el aumento de primordios (A) como en el aumento de
raices laterales emergidas inducido por Sortin2 (C), la linea nac017-4 presenta una
sensibilidad reducida a Sortin2 al evaluar el aumento de raices laterales emergidas (D). Se
realiz6 una prueba de t de Student de dos colas. *=p < 0,05, *=p<0,01y ** p <0,001. En
los graficos A y C existen diferencias significativas entre ambos tratamientos dentro de cada

linea (significancia no mostrada en el grafico).
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DISCUSION Y PROYECCIONES

Para estudiar el rol de los FT NTL9 y NAC017 en el tréfico endocitico, se optd
. como estrategia por la utilizacion de mutantes insercionales disponibles en el banco de
semillas ABRC Seed Stock Center. A pesar de que varias de estas lineas fueron
sefialadas como ya disponibles como homocigotas para las mutaciones insercionales,
la genotipificacién de las lineas reveld que algunas de ellas eran portadoras del alelo
silvestre. De ahi la importancia de realizar la genotipificacion, la cual aseguré la
corroboracion de la viabilidad de las plantas mutantes homaocigotas para ambos FT. En
el caso de NACO017, se ha confirmado recientemente que otras mutantes de pérdida de
funcién de NAC0717 son viables (Ng et al., 2013) y la mutante de NTLS, nif9-1, utilizada

en este trabajo, habia sido reportada anteriormente como viable (Kim et al., 2012).

El hecho de que varias mutantes alélicas homocigotas para esios FT sean
viables lleva a pensar en la importancia bioldgica que puede tener que NTL9 y NACO17
participen como reguladores del trafico en general. Los FTs de la familia NAC solo se
encuentran presentes en plantas, por lo que es esperable que sus funciones estén
vinculadas a respuestas especificas de este taxén. Por ejemplo, participan de etapas
especificas del desarrollo vegetal (Aida et al., 1997, Jensen et al.,, 2010; Kim et al,,
2013; Mitsuda et al., 2005), de la accién de hormonas vegetales (Bu et al., 2008; He et
al., 2005; Jensen et al., 2010; Xie et al., 2000) y de la respuesta a esireses en
organismos vegetales (Hao et al., 2011; Kim et al., 2012; Seo et al., 2010; Yoon et al.,

2008; Zheng et al., 2009). Este uitimo es el caso de NTL9, involucrado en el estrés
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osmético (Yoon et al, 2008), senescencia (Yoon et al., 2008) y la respuesta a
patogenos (Kim et al., 2012). NAC017, por su parte, es un regulador positivo directo de
la oxidasa alternativa (AOX1) durante la sefializacién retrégrada mitocondrial (Ng et al.,
2013). En este proceso, la actividad de AOX1 es necesaria para redirigir el
metabolismo en respuesta a una disminucion en la eficiencia de la cadena respiratoria
(Garmier et al., 2008). Por otro lado, NAC017 también regula directamente FTs de la
familia NAC de respuesta a citoquininas que regulan negativamente la senescencia
(Ng et al., 2013), por lo que NACO17 también podria estar mediando una respuesta
protectora especifica de la planta durante el estrés mitocondrial. De este modo, NTL9 y
NACO017 podrian estar regulando el trafico en conjunto con otros procesos como parte
de una respuesta a estrés especifica de plantas. Ademas, existiria una redundancia
funcional dentro de la regulacién de las vias de trafico controladas por estos FTs. Esto
se observa, ademas, en la Red Transcripcional, donde ambos FTs comparten la

mayoria de sus blancos transcripcionales {Lorena Pizarro, datos no publicados).

Se ha predicho a través del Indice de Enriquecimiento en la Red Transcripcional
del Trafico que NTL9 y NACO17 podrian regular genes de trafico de manera
preponderante con respecto a ofros genes de Arabidopsis. Sin embargo, cabe analizar
hasta qué punto llega el valor predictivo de esta herramienta. Por ejemplo, es
necesario considerar que en la construccion de la Red Transcripcional del Trafico se
utilizé una prediccion de cuales eran las cajas de unién para ambos FT de [a familia
NAC. La informacién experimental de cuales eran los sitios de union de NTLS y de
NAC017 fue reportada en 2012 (Kim et al, 2012) y 2013 (Ng et al., 2013),

respectivamente, posterior a la construccidén de la Red Transcripcional del Trafico.

Cuando realizamos una busqueda preliminar en el genoma de Arabidopsis de una caja




consenso para NTL9, de secuencia 5'AATAATGCTT3, la cual fue construida
manualmente en base al trabajo de Kim y colaboradores (Kim et al, 2012),
encontramos esta caja en el promotor de PR7 y de varios genes que codifican para
peptidasas que podrian estar involucradas en la respuesta a patégenos.
Interesantemente, también encontramos esta caja en el promotor de una RAB GTPasa
y de algunos transportadores aniénicos. Sin embargo, no se hallaron cajas en los
promotores de los genes identificados por la Red Transcripcional del Trafico como
blancos directos de NTL9 ni una preponderancia en particular de la presencia de genes
de trafico. Por otro lado, en el trabajo de Ng y colaboradores (Ng et al., 2013) se
muestra que 28% de los genes cuya expresion se encuentra alterada en la mutante
que expresa una forma del FT NACO017 constitutivamente activa, pertenecen a
respuesta a estrés bidtico y abiético mientras que solo el 4,6% tienen la funcion de
transporte dentro de la célula. Asf vemos que, en el caso de NTLO y de NACO17, la
interpretacién de lo que representa el Indice de Enriquecimiento no esta siendo
validada por los datos experimentales de ofros grupos o por nuestros datos
preliminares, los cuales, ademas, entregan informacién sobre grupos de genes
regulados por ambos FTs que son distintos de aquellos presentes en la Red
Transcripcional del Trafico. Los datos experimentales de otros grupos publicados
recientemente y nuestros datos sugieren que el ro! preponderante de ambos FTs es
efectivamente la respuesta a estrés (biético, en el caso de NTL9, y oxidativo, en el
caso de NAC017). No obstante, la Red Transcripcional del Trafico permite vincular a
ambos FTs al trafico y al destinamiento vacuolar, lo cual ha sido corroborado en este
trabajo. Dado que las mutantes presentan fenotipos esperados dentro de lo que es
capaz de predecir la Red Transcripcional del Trafico parece poco probable que la

prediccion del sitio de unién para ambos FTs sea errada. No obstante, podria ser un
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sitio de union distinto, alternativo al reportado experimentalmente, lo cual debera ser
evaluado revisando la metodologia utilizada en la Red Transcripcional del Trafico y sus
datos crudos. La Red Transcripcional del Trafico también predice un rol para NTL9 y
NACO17 en el trafico desde el reticulo endoplasmatico. En el caso de NACC17,
sabemos que participa de la respuesta de esirés de reticulo ya que BZIP60 es
regulado positivamente como parte de la respuesta a estrés promovida por el FT NAC
(Ng et al., 2013). En conjunto, estos antecedentes sugieren que la Red Transcripcional
del Trafico si permite predecir el rol en el trafico para ambos FTs, pero es probable que
los roles preponderantes de los FTs NTL9 y NACO17 correspondan a procesos mas
amplios en Arabidopsis que engloban o bien dependen del trafico endocitico. Esto
parece ser también el caso de otros FTs candidatos obtenidos utilizando la Red
Transcripcional del Trafico y la Red de Coexpresion del Trafico como herramientas. Al
respecto, cabe sefialar como antecedente que, durante el trabzjo de la tesis doctoral
de Lorena Pizarro, se construy6 también una tercera herramienta bioinformatica que es
la Red Regulatoria del Trafico. Esta red posee como input las conexiones definidas en
la Red Transcripcional del Trafico y en la Red de Coexpresion del Trafico. En la Red
Regulatoria del Trafico, un FT estd conectado a un gen del SE cuando ambos
coexpresan y ademas el promotor del gen del SE presenta cajas para el FT, es decir,
cuando la conexion existe a la vez en la Red de Coexpresion del Trafico y en la Red
Transcripcional del Trafico. Dado que NTL9 y NACO17 en general estan conectados en
la Red de Coexpresion del Trafico con genes del SE distintos de los genes blancos que
predice la Red Transcripcional del Trafico, ambos FTs estan conectados a muy pocos
genes del SE en la Red Regulatoria del Tréfico, lo que hizo poco interesante en este
trabajo observar [a topologia de los nodos de ambos FTs. No obstante, en ese analisis

se seleccionaron candidatos reguladores del trafico en base a diferentes criterios
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incluidos en la construccién de dicha red, y ambos FT NAC se encuentran entre los 7
mejores candidatos. Estos 7 candidatos son: BZIP25, BZIP28, NACO17, NTL9, UNE12,
MYC3 y AT1G03040. De ellos, ambos FTs bZIP y NACO017 estan involucrados en el
estrés de reticulo. Los FTs UNE12 y AT1G03040 coexpresan consistentemente con
NTLS, mientras que NTL9 y UNE12 se encuentran en la red de GO de "regulacion de
respuesta de defensa" (GO : 0031347) de acuerdo a la base de datos actualizada de
microarreglos ATTED (version 7.1, http://atted.jp/). Lo anterior sugiere que NTL9 y
UNE12 estarian siendo corregulados compartiendo una funcién biologica. EI FT
MYC3/MZA15, por otro lado, activa la respuesta a jazmonato (Cheng et al., 2011}, por
lo que esta involucrado en el estrés salino (Ismail et al., 2012; Wang et al., 2004),
estrés mecanico y respuesta a herbivoros (McConn et al., 1997) y otros patégenos
(Thomma et al., 1998). Estos antecedentes apuntan a fortalecer que mediante estas
herramientas estamos seleccionando FT candidatos involucrados en distintas
respuesta a estrés y que es en este contexto en que el trafico estaria siendo modulado
por reguladores maestros. Ademas, notamos que los datos de coexpresién son los que
dan la mayor consistencia y valor predictivo a las herramientas bioinformaticas del
laboratorio que han sido utilizadas para seleccionar candidatos que participen de la
regulacién del sistema de endomembranas. Esto es consistente con lo que se ha
reportado previamente de que los modulos de coexpresion definen modulos
funcionales conservados (Heyndrickx and Vandepoele, 2012) y sugieren que las redes
de coexpresion, aunque pueden ser complementadas con datos transcripcionales, son

suficientes para la prediccion funcional de genes cuyo rol se desconoce.

Una vez mostrado el rol en el trafico endocitico de ambos FTs, es de gran

importancia evaluar las herramientas que llevaron a [a prediccion de este rol ya que la
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principal proyeccion de este trabajo es la demostracion de que dicho rol es ejercido
mediante regulacién transcripcional directa y el hallazgo de los blancos directos cuya
regulacion explique los fenotipos observados. Blancos candidatos pueden ser
seleccionados mediante la basqueda in silico de la caja de unién de cada FT, ya sea
de la caja reportada por la literatura o de la caja predicha por la Red Transcripcional del
Trafico en el genoma de Arabidopsis thaliana. Al optar por [a segunda alternativa, no
obstante, se debe tener en cuenta que la Red de Coexpresion del Trafico sefiala una
baja coexpresion, en general, entre los blancos putativos propuestos por la Red
Transcripcional del Trafico y ambos FTs, de modo que en este caso los datos de
coexpresion validan escasamente los datos transcripcionales. Dado que, como se ha
discutido, son los datos de coexpresion los que validan mayormente la prediccién de
roles funcionales, podria ser una buena estrategia dar prioridad al estudio de
candidatos que coexpresen con cada FT, independiente de la caja que se utilice para
seleccionar tales candidatos. En el caso de buscar la caja de [a Red Transcripcional del
Trafico, estos candidatos serian los genes presentes en la Red Regulatoria del Trafico:
ARA6, MYA2 y AT1G26690 para el caso de NAC017 y AT1G26690 para el caso de
NTL9. También podria construirse una nueva red reguiatoria a partir de una red
transcripcional basada en la caja reportada experimentalmente y de una red de
coexpresién que utilice una base de datos mas actualizada. Esto ultimo podria ser de
gran utilidad debido al gran crecimiento que han experimentado este tipo de bases de

datos recientemente.

En este trabajo se mostré que los FTs de la familia NAC NTLS y NAC017
participan del trafico endocitico en Arabidopsis thaliana. Al estudiar el trafico del

trazador FM4-64 en mutantes de NTL9 o de NACO017, se observaron 4 fenotipos
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distintos: una menor internalizacién de componentes de la membrana plasmatica en
endosomas, endosomas de gran tamario, endosomas alterados con forma de anillo y
una disminucién en la velocidad del trafico entre la membrana plasmatica y la vacuola.
De tal manera, el trazador FM4-64 permitié identificar alteraciones a distintos niveles
en el trafico endocitico. Cuando evaluamos las dos mutantes de NTL9, observamos
que ambas presentaban un retraso en el trafico hacia la vacuola y la acumulacion del
trazador en endosomas de mayor tamafio y mas rapidamente en comparacion a [a
linea silvestre. Dado que estos fenotipos son apoyados en dos mutantes alélicas, la
alteracion de la funcién del FT seria responsable del fenotipo. En este caso,
corresponderia a una pérdida de funcion debido a que se comprobd en la
genotipificacién que la mutacion insercional interrumpia la regién que codifica el
dominio de unidn a DNA del FT, lo que impide la generacion de un transcrito funcional
en estas mutantes. Sin embargo, el fenotipo de agregacion de endosomas parece mas
severc en la mutante nt/9-7 que en la mutante nt/9-2. También se observa esta
diferencia al realizar los tratamientos con Sortin2, donde nt/9-1 presenta una
sensibilidad reducida al compuesto, de modo que también el fenotipo en tratamientos
con Sortin2 es mas severo y esto podria asociarse al grado de alteracién de [a funcion
del FT. Cuando analizamos el genoma de las mutantes para comprender esta
diferencia, consideramos que el dominio NAC de unién a DNA posee 4 subdominios
que se encuentran codificados en los 2 primeros exones de NTL9 (Kim et al., 2012). De
acuerdo al andlisis de los tamafos de los fragmentos amplificados desde los alelos
mutantes de nif9-2 y nt/9-1, en la mutante nt/9-2 el inserto de T-DNA se ubica al inicio
del marco de lectura de NTL9, mientras que en nif9-1 el inserto se ubica al final del
exon 2. De acuerdo con ésto, ntf9-1 podria generar un transcrito que presenta los 3

primeros subdominios del dominio NAC y nt/9-2 seria incapaz de generar un dominio
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NAGC, atin parcialmente funcional. Esto se contrapone a lo observado inicialmente de
que la mutante nti9-1 presenta un fenotipo més severo que la mutante nf/9-2. Por otro
lado, sabemos que nif9-1 corresponde a una pérdida de funcién con respecto a su
efecto transcripcional sobre genes de senescencia y que, consistentemente, este
efecto es contrario al de una linea que sobreexpresa un transgén que codifica para una
forma trunca, constitutivamente activa de NTL9 (Yoon et al., 2008). Ademas, hemos
visto preliminarmente que nt/9-1 sobreexpresa un transcrito de NTL9 de gran tamario
que incluye dentro de su secuencia el inserto de T-DNA. De este modo, proponemos
que la diferencia entre los fenotipos observados en las mutantes se debe a que el alelo
mutante de n#/9-71 es dominante negativo con respecto al alelo NTL9. Dado que los FT
NAC requieren unirse al DNA como heterodimeros u homodimeros para ejercer su rol
transcripcional (Olsen et al., 2005), una explicacién a la dominancia negativa de este
alelo es que la mutante nf/9-1, ademas de presentar la pérdida de la funcion del FT
NTL9, estaria generando una protefna gue posee un dominio NAC incapaz de
asociarse a la caja de unién de NTL9, pero que conservaria su capacidad de formar
dimeros con algin otro FT de la familia NAC. De hecho, de acuerdo a la herramienta
ScanProsite (http://prosite.expasy.org/scanprosite/), el inicio del primer exén de NTL9
codifica para una region similar a un dominio SANT (Prosite entry : PDOC51293), que
permitiria la interaccién proteina-proteina con FTs de la familia MYB. Finalmente, es
muy improbable que en la mutante nt/9-2 se esté generando un producto proteico
anormal y, ademas, sabemos que los efectos de la mutacién insercional en mutantes
SALK se deben Unicamente a la alteracion de la funcién de los genes cercanos a las
regiones que interrumpen (Eike, 2004; Ouakfaoui and Miki, 2005; Wang, 2008). Es por

ello que concluimos que los fenotipos observados en ambas mutantes alélicas se
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deben a la pérdida de la funcién del FT NTL9 y que este FT efectivamente participa del

trafico endocitico hacia la vacuola.

Para entender mejor como el trafico hacia la vacuola se encontraba alterado en
las distintas mutantes, se utilizaron tratamientos con Sortin2, que es un compuesto que
acelera de manera general e! trafico endocitico hacia la vacuola. En este contexto, la
evaluacion del desarrollo de raices laterales permitia medir el efecto de! compuesto en
una etapa especifica de la ruta endocitica, ademés de cumplir con el objetivo de buscar
la importancia de ambos FTs de [a familia NAC en un proceso fisioldgico que depende
en general de la ruta endocitica. Dada la naturaleza de los fenotipos encontrados al
evaluar la internalizacidon del trazador FM4-64, Sortin2 daria un indicio de qué tipo de
endosomas estan involucrados en las vias afectadas por la pérdida de funcion del FT.
Como se observo en el estudio del trafico endocitico, en los tratamientos con Sortin2 la
mutante nff9-1 presenta un fenotipo mas s;evero que la mutante nt9-2. Es asi que la
reducida sensibilidad a una baja concentracion de Sortin2 en la mutante nt/9-1 podria
ser parte del efecto de la expresion del alelo dominante negativo. Esto es similar a lo
observado durante el analisis del trafico endocitico por cuanto la mutante nf/9-1 es
similar a la mutante alélica n#f9-2, de modo que presenta fenotipos atribuibles a la
pérdida de la funcién del FT NTL9, pero ademas presenta caracteristicas que pueden
deberse a la dominancia negativa del alelo nt/9-1. Tanto n#9-2 como ntf9-1 presentan
un menor nimero de primordios inducidos por Sortin2. No obstante, en la mutante nt/9-
2 notamos que esto se debe a que los primordios han emergido de la raiz principal.
Dado que en tratamientos con Sortin2 no se observan primordios cuyo desarrollo se

encuentra detenido (datos no publicados de nuestro grupo de laboratorio), las raices
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laterales emergidas aumentan significativamente en la mutante n#/9-2 debido a que el
desarrollo de las raices laterales se encuentra acelerado con respecto al ecotipo
silvestre. En la mutante nf/9-71 también existe un aumento en el nimero de raices
laterales emergidas inducidas por Sortin2. Estos resultados tambien son sugerentes
con r'especto al mecanismo de accidn de Sortin2, que todavia no se encuentra
totalmente caracterizado. Sortin2 actia tanto induciendo la iniciacién como la
emergencia de raices laterales. Dado que, en presencia de Sortin2, la pérdida de
funcién de NTL9 promueve la emergencia sin alterar el nimero de eventos de una raiz
lateral, ambos efectos ocurren por vias independientes y NTL9 participa en la
emergencia de raices laterales. Ademas, dado que en la mutante nt/9-2 se alcanza una
densidad de raices laterales similar a la del ecotipo silvestre a ambas concentraciones
de Sortin2, concluimos que NTL9 participa de una ruta de trafico distinta de aquella
dependiente de PI3K que ocurre desde el endosoma tardio PVC. Por ejemplo, esta
ruta podria ser un trafico desde un endosoma temprano hacia la vacuola que no pasa

por PVC.

Dado que este trabajo fue planteado en base a la evaluacion del trafico sensible
a Sortin2 con el fin de entender qué rutas del trafico endocitico se encuentran alteradas
en las distintas mutantes, se evalud primeramente el nimero de eventos de formacion
de una raiz lateral inducidos por el compuesto. No obstante, al observar el desarrollo
de raices laterales en condiciones control se obtiene que éste también se encuentra
alterado en las mutantes de NTL9. En la condicion control encontramos que [a
emergencia de las raices laterales se encuentra disminuida en las mutantes de NTL9,
de modo que el FT participa como un inductor de la emergencia de las raices laterales.

No obstante, la aplicacién de Sortin2 sobrepasa la pérdida de funcion de NTL9 y
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revierte este fenotipo. Esto sugiere que la deficiencia en raices laterales emergidas en
las mutantes de NTL9 se debe efectivamente a un defecto en el trafico endocitico.
Dado que las mutantes no poseen de por sf una alteracién de su IRL, reiteramos que el
defecto que poseen en el trafico es en una ruta distinta de aquella que ocurre desde
PVC. De este modo, Sortin2 estaria involucrado en otra ruta de trafico de la cual NTLS
participa y que es requerida para la emergencia de raices laterales. Al respecto, este
mecanismo de induccién de la emergencia dependiente del trafico podria estar
relacionado con la acumulacién de endosomas observada en las mutantes de NTL9. Si
este mecanismo requiere del trafico de un componente desde estos endosomas a otro
compartimento, la sobreinduccién de la emergencia en respuesta a Sortin2 en estas
mutantes podria explicarse a través de la acumulacién de dicho componente al estar
interrumpido el trafico. La complementacion de estos datos con el uso de otros
compuestos quimicos que alteren el tréfico podrfa permitir esclarecer el mecanismo
involucrado en este proceso. No obstante, estas observaciones nos permiten afirmar
que NTLS posee un rol fisiologico en la emergencia de raices laterales ademas de
estar involucrado en el mecanismo que utiliza Sortin2 para promover la emergencia.
Esto es interesante ya que se ha utilizado Sortin2 como una herramienta de gendmica
quimica que define una via de induccién de raices laterales que se encuentra presente
en Arabidopsis, pero cabe preguntarse si esta via forma parte del programa de
desarrollo de la planta o si solamente se activa en respuesta a un estimulo externo,
como es el mismo compuesto Sortin2. En particular, se ha visto que la via de induccion
de raices laterales activada por Sortin2 es independiente del receptor de auxina SCF™"
(Pérez-Henriquez et al., 2012), componente esencial de la via clasicamente descrita
necesaria para el programa de desarrollo de las raices laterales en Arabidopsis

thaliana (Casimiro et al., 2001, 2003; Celenza et al., 1995; Fukaki et al., 2005; Péret et
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al., 2009; Rogg et al., 2001; Xie et al., 2000). Vias independientes de este receptor han
sido descritas como formacion de raices laterales en respuesta a estimulo mecanico
(Ditengou et al., 2008) y a especies reactivas de oxigeno (Potters et al., 2007), lo que
también vincula a las vias independientes de SCF'R més a respuestas a estrés que al
programa de desarrolio de la planta. Sin embargo, el hecho de que NTL9 es requerido
durante la emergencia de raices laterales en condiciones control y que Sortin2 es
capaz de compensar la deficiencia provocada por la pérdida de funcion del FT sugiere
que Sortin2 podria actuar rio abajo de NTL9 sobre un mecanismo de emergencia de
raices laterales que es regulado durante el programa de desarrollo de Arabidopsis

thaliana. -

Cuando se observd la internalizacion del trazador de FM4-64 en las mutantes
de NACO017, se observaron distintos fenotipos que debieron ser analizados en conjunto
con la expresion relativa de NAC017 en las mutantes y los tratamientos con Sortin2. En
este sentido, fue de gran importancia lograr corroborar que nac017-4 es una mutante
"knock-down" de NACO17 para interpretar el rol de este FT en el tréfico endocitico.
También hay que notar que la disminucién en los niveles de transcrito de NAC077
provocados por la mutacion insercional es muy significativa, permitiendo asegurar que
representa una pérdida de funcion del FT. Una mutacién similar pude haber generado
un transcrito codificante para una proteina trunca, constitutivamente localizada en el
nucleo. Este es el caso de la mutante nac077-2, una mutante insercional de tipo SALK
que representa una ganancia de funcion del FT NACO017 (Ng et al, 2013). La
localizacion del inserto SALK en ambas mutantes es muy similar, no obstante, generan

un cambio opuesto en los niveles de transcrito. Esto ya ha sido informado en el caso
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de ofros genes y los mecanismos que hacen esto posible ain no son dilucidados

(Wang, 2008).

La pérdida de la funcion de NAC077 en la mutante nac017-4 generd la
alteracion de la morfologia de ciertos endosomas, algunos de ellos presumiblemente
endosomas tardios, sin afectar el tiempo de llegada del trazador FM4-64 a la vacuola o
la internalizacién de la membrana plasmatica. Por otro lado, la alteracién de la funcion
de NACO017 en la mutante alélica nac017-3 generé la misma alteracion en la morfologia
de los endosomas, pero ademas retrasd el trafico hacia la vacuola y redujo la
internalizacién de la membrana plasmatica. También en ambas mutantes se
observaron mas endosomas de mayor tamano, pero este fenotipo fue mas severo en la
mutante nac017-3. Aqui observamos que era dificil distinguir a priori de qué manera el
FT participaba en el trafico a través de los distintos endosomas. No obstante, los
fenotipos de endocitosis de la membrana plasmatica y llegada del trazador hacia la
vacuola sugieren ya que en ambas mutantes se tiene una alteracion opuesta del FT.
Este punto, en conjunto con el antecedente de que en tratamientos con Sortin2 las
mutantes también presentan un fenotipo antagdnico, sugieren fuertemente que
nac017-3 es una mutante de ganancia de funcién del FT NACO017. Esta ganancia de
funcién podria deberse a un aumento en los niveles de transcrito de NACO17. Al
evaluar la expresion relativa de NACO017, en la mutante nac017-3 detectamos un
aumento que podria ser significativo biolégicamente pero que carece de significancia
estadistica. En este caso, creemos que ello se debe principalmente al nimero de
réplicas realizadas para este experimento y a que la variacién es muy pequefia. De
esta manera, los resultados observados en la mutante nac077-3 mostrarian que

NAC017 seria capaz de reprimir la endocitosis del trazador FM4-64 desde la
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membrana plasmatica y la llegada del trazador hacia la vacuola, pero la ausencia del
FT no provoca un aumento en la endocitosis en comparacion con el ecotipo silvestre.
Como se ha mencionado antes, los FTs de [a familia NAC pueden actuar como
heterodimeros al ejercer su rol transcripcional, por lo que es posible que NAC017 sea
capaz de regular el trafico endocitico mediante la interaccion con ofros FTs de la
misma familia, que pueden actuar como heterodimeros. En tal caso, ademas,
estarfamos viendo que se requieren pequenas variaciones de la expresion del FT para
modular el efecto de su interaccién con otros FTs. Por otro lado, el FT es requerido
parcialmente para la induccion de raices laterales por Sortin2 y, a la vez, es capaz de
promover el efecto inductor de dicho compuesto. Esto sugiere que el FT es un
componente del trafico sensible a Sortin2 que induce raices laterales y que depende de
PI3K. Este frafico lleva componentes desde PVC hacia la vacuola, pero hemos visto en
las mutantes de NTL9 y en la mutante nac077-3 que una tasa reducida del trafico
endocitico hacia la vacuola en condiciones control no es suficiente para afectar el
aumento en la densidad de raices laterales inducido por Sortin2. Esto podria deberse a
que el frafico hacia la vacuola de FM4-64 esté limitado por otras rutas del trafico
endocitico que no dependan de PI3K. Por otro lado, nétese que ofros inhibidores de la
endocitosis inhiben la formacion de raices laterales. Wortmanina, en cambio, no posee
de por si un efecto en las raices laterales pero anula el efecto inductor de Sortin2
(Pérez-Henriquez et al., 2012). Esto puede ser comparado a lo que se observa en la
mutante nac017-4, que posee una densidad de raices laterales equivalente a la de la
planta silvestre en condiciones control y presenta una sensibilidad reducida a Sortin2.
Este antecedente concuerda con que el trafico dependiente de PI3K esta enlentecido

en la mutante nac017-4.
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En cada paso del trafico es muy importante el reciclaje de componentes para
iniciar un nuevo ciclo de transporte de vesiculas. Por ejemplo, se ha mostrado en
levadura que Sortin2 induce la secrecion de la proteina carboxipeptidasa Y (CPY), la
cual normalmente es llevada hacia la vacuola, probablemente debido a que la proteina
no es capaz de encontrarse con las moléculas de destinamiento necesarias para dicho
trafico ante las alteraciones en las tasas de trafico provocadas por Sortin2
(Norambuena et al.,, 2008). Debido a lo anterior, es dificil afirmar en base a los
fenotipos de las mutantes qué rutas podrian estar siendo reguladas directamente por
NAC017 y qué rutas sufren alteraciones debido a efectos pleiotropicos o
compensatorios. Considerando que en ambas mutantes de NACO77 existe una
alteracion del trafico endocitico que involucra un compartimento que puede ser el PVC
y que el FT esta involucrado en la endocitosis de la membrana plasmatica, se debe
tomar en cuenta que existe otra ruta que vincula estos dos procesos, que es [a ruta en
la que participa l[a GTPasa ARAB. El trafico desde PVC puede llegar hasta la
membrana plasmatica a través de la ruta en que participa esta RAB-GTPasa (Ebine et
al., 2011). Hemos visto preliminarmente que la mutante de perdida de funcion de ARAG
posee menos endocitosis y es cualitativamente hipersensible a Sortin2, en tanto que la
mutante de ARAB que se encuentra permanentemente en su forma activa presenta
mayor endocitosis de la membrana plasmatica. Vemos que la mutante de pérdida de
funcion, ara6-1, es similar a la mutante nac077-3, de modo que la acumulacién de
PVCs o la reduccién de la tasa de la endocitosis de la membrana plasmatica se
correlaciona en estas mutantes con una sensibilidad aumentada al compuesto. La
similitud en los fenotipos observados en mutantes de ARA6 y de NACO17, en conjunto
con la informacion de que ARA6 y NACO17 coexpresan consistentemente, tanto de

acuerdo a la Red de Coexpresion del Trafico como a bases actualizadas de datos de
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coexpresion (http://fatted.jp/) y que ARA6 ha sido propuesto como un blanco
transcripcional directo de NACO017 a partir de la Red Transcripcional del Trafico,
sugieren fuertemente que la funcién entre estas dos proteinas se encuentra

relacionada.

De manera similar a lo observado en las mutantes de NTL9, en las mutantes de
NAC017 también se encontré una correlacion entre la acumulacién de endosomas y la
emergencia de raices laterales en respuesta a Sortin2: a mayor acumulacion de
endosomas, mayor emergencia. Sin embargo, se pierde la correlacién con la tasa de
trafico hacia la vacuola. En condiciones control, no obstante, la emergencia de raices
laterales en ambas mutantes es similar a la del ecotipo silvestré. Esto sugiere que el
trafico endosomas/vacuola del cual depende la emergencia de raices laterales posee
una compleja regulacién y posee un componente requerido en el programa de
desarrollo de [a planta y que depende de NTL9, y, ademas, posee un componente que

requiere de NACO017.

Como proyeccion de este trabajo, es de nuestro interés comprender como de
manera general es regulado el trafico en plantas a nivel transcripcional. En este trabajo
se ha sugerido que dicha regulacién ocurre como un subproceso de distintas
respuestas de la planta. Hasta ahora no hemos encontrado una mutante de un FT enla
cual el trafico no esté alterado, por lo que es posible que en cada respuesta compleja
de la planta el trafico deba ser modulado. Comprobar esto es importante para validar la
estrategia utilizada de seleccionar candidatos que conecten en general de genes del

SE mediante coexpresion y regulacion transcripcional directa.
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Como se ha querido mostrar, el uso del compuesto Sortin2 durante este trabajo
aport6 gran informacioén sobre la alteracion del trafico en las mutantes y viceversa. Al
plantear este trabajo sabiamos que Sortin2 acelera el tréfico hacia la vacuola, que
acelera la endocitosis de la membrana plasmatica, que promueve la emergencia de
rafces laterales y que promueve [a iniciacion de raices laterales de manera
dependiente del trafico endocitico y PI3K. El o los blancos directos de SortinZ no han
sido caracterizados hasta la fecha, lo cual era una desventaja del uso del compuesto
considerada desde un inicio. Por este motivo fue muy importante replantear los
antecedentes de cémo actia este compuesto durante el analisis final de los resultados
dado que una mejor comprensién de este mecanismo también aportaria en
comprender el mecanismo de accién de los FTs NTLS y NACO017. Esto constituyo una
dificultad adicional durante el anélisis de este trabajo pero que, sin embargo, vincula
inmediatamente los resultados con la importancia biotecnolégica que posee el estudio
del rol del trafico endocitico en la arquitectura radicular. Por una parte, es de gran
interés agronémico la caracterizacién de compuesios quimicos que mejoren la
capacidad de adaptacion de la planta frente a distintos tipos de estres y la arquitectura
radicular es importantisima en la respuesta a carencia de nutrientes (Zhang and Forde,
2000), a metales (Lequeux et al., 2010), estrés hidrico (Xiong et al., 2006) y estrés
salino (Burssens et al., 2000). Mientras Sortin2 es un buen candidato para su uso en
agricultura debido a que aumenta las raices laterales y, en consecuencia, la capacidad -
de la planta de captar nutrientes, atin no es claro si puede ser utilizado en produccion
agricola destinada a consumo humano por razones de bioseguridad. No obstante,
puede ser utilizado para encontrar genes que participan de [os mecanismos que induce
y para desarroliar variedades resistentes a distintos tipos de estrés. En definitiva, en

este momento es esencial para el mejoramiento de la productividad agricola entender
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los procesos que posibilitan la adaptabilidad de |a planta y el trafico endocitico es uno
de estos procesos. Investigar los genes involucrados en este trafico y como éste es
regulade a nivel franscripcional seréa de gran importancia en el futuro para el

mejoramiento genético de especies vegetales.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron las lineas mutantes homocigotas nti9-1 y nti9-2 del gen

AT4G35580 y nac017-3 y nac017-4 del gen AT1G34190.

Las mutantes nt/9-1 y nif9-2 presentan una pérdida de funcién de NTL9 debido

a la interrupcion de la regién del genoma que codifica para el dominio de unién a DNA.

La mutante nac017-4 presenta una pérdida de funcion de NACO77 a nivel

transcripcional.

Las mutantes alélicas de NTL9, nfi9-1 y nt/9-2, presentan una disminucion del
trafico endocitico hacia la vacuola y sobreacumulacion el trazador del trafico endocitico
en endosomas, sugiriendo que el frafico entre endosomas y la vacuola se encuentra

limitado en las mutantes con respecto a la linea silvestre.

Las mutantes alélicas de NAC017, nac017-3 y nac017-4, presentan un fenotipo
relacionado a la alteracion del trafico desde endosoma tardio hacia la vacuola. La

mutante nac017-3 presenta, ademas, un retraso del trafico endocitico hacia la vacuola.
Dos mutantes alélicas del FT NTL9 y dos mutantes alélicas del FT NACO17

presentan alteraciones del trafico endocitico, sugiriendo que ambos FT de la familia

NAC participan de la regulacion del trafico endocitico en Arabidopsis thaliana.
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Consistentemente con un rol en la regulacion del trafico endocitico hacia la
vacuola, las mutantes nac017-3 y nac017-4 de NACO17 presentan una sensibilidad
alterada a la induccion de raices laterales mediada por Sortin2, sugiriendo que

NACO017 interviene en el tréfico endocitico hacia la vacuola.

Mutantes de NTL9 presentan alteraciones en la emergencia de raices laterales,
tanto en condiciones control como en tratamientos con Sortin2, indicando que el FT

esta involucrado en el desarrollo de raices laterales.

Finalmente y en resumen, los FT NTL2 y NAC017 participan de la regulacion
del trafico endocitico hacia la vacuola y en el desarrollo de raices laterales en

Arabidopsis thaliana.
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