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RESUIV]EN

El tfafico,  entendido  como el transporte  a traves de  los distintos  organelos que

componen el sistema de endomembranas (endosomas, vacuola,  reticulo, etc6tera),  es

fundamental   para   la   celula   vegetal   durante  su  desarrollo  y  en   procesos  como   la

organog6nesis,  polaridad celular,  respuesta a pat6genos,  estres salino,  entre otros.  De

ahi   que   el   tfafico   sea   un   proceso   altamente   regulado   a   nivel   post-traduccional.

Adicionalmente,    mecanismos    de    regulaci6n    transcripcional    han    sido    estudiados

despertando  el  intefes  en  el  rol  de  factores  de  transcripci6n  sobre  componentes  del

sistema  de  endomembranas  vegetal.   Para  estudiar  la  regulaci6n  transcripcional  del

sistema  de  endomembranas,  en  nuestro  laboratorio  se  han  utilizado  principalmente

herramientas bioinformatica§ que permitieron la construcci6n de la Red Transcripcional

del Tfafico y la  Red  de  Coexpresi6n  del Trafico.  La  primera es  una  red transcripcional

que  conecta factores de transcripci6n del  genoma de Arab/.daps/.s tha//.ana con genes

del  sistema  de  endomembranas  que  poseen  cajas  de  uni6n  para  dichos factores  de

transcripci6n.   La  segunda  es  una  red  de  coexpresi6n  que  conecta  cada  factor  de

transcripci6n  con  un  gen  del  sistema  de  endomembranas  cuando  ambos  coexpresan.

El analisis de ambas redes permiti6 seleccionar los factores de transcripci6n AtNTL9 y

AtNAC017  como  posibles  reguladores del  sistema  de endomembranas y  del tfafico. A

partir  de  los  antecedentes,  en  el  presente  trabaj.o  se  planted  como  hip6tesis  que

AtNTL9  y  AtNAC017  participan  en   la  regulaci6n  del  trafico.   Para  comprobar  dicha

hip6tesis,  se  analiz6  la  internalizaci6n  de  una  sonda  fluorescente  que  da  cuenta  del

trafico  endocftico  en  mutantes  de  rv719  y  MC077.   Esta  actividad  revel6  mdltiples



fenotipos  vinculados  a  alteraciones  del  tfafico  en  todas  las  lineas  analizadas.   Los

resultados   mas   relevantes   indicados   por   estas   observaciones   son   que   NTL.9   es

requerido  en  el tfafico  hacia  la vacuola y que  NAC017  podria  estar regulando  una  via

de tfafico  hacia  la vacuola que  involucra  el compartimento  pre-vacuolar (PVC).  Con  el

fin  de  corroborar estas alteraciones del tfafico,  se  utiliz6 el  compuesto  Sortin2,  el  cual

acelera  el  tfafico  endocitico  e  induce  la  formaci6n  de  raices  laterales  en  Arabt.dapsi.s

fha/t.ana  de  manera  dependiente del  trafico desde  PVC.  El  analisis  de  la formaci6n  de

rafces   laterales   en   la   condici6n   control   y   de   la   inducci6n   de   rafces   laterales   en

respuesta a Sortin2 en  las  lineas  mutantes y la  linea silvestre,  permiti6  corroborar que

NAC017 y NTL9 participan del tfafico endocitico hacia la vacuola y que NTL9 posee un

rol en  la emergencia de rafces laterales.  Para un  mejor entendimiento de la  regulaci6n

que  estos  factores  de  transcripci6n  estan  ejerciendo  sobre  el  tfafico  sera  necesario

encontrar  sus   blancos   transcriptionales.   Finalmente,   estos   resultados   en   conjunto

permiten   corroborar   que   ambos   factores   de   transcripci6n   participan   del   tfafico

endocitico  y  que  esto tiene  un  impacto  en  procesos  importantes  en  la fisiologia  de  la

planta   Arab/.daps/.s   tha//.ana,    como   es   el   desarrollo   de   ral'ces    laterale§,    y,    en

consecuencia,  comprender el tfafico endocitico es importante para el mejoramiento de

especies vegetales.



Abstract

Cellullar  transport,   understood  as  vessicle  trafflcking  throughout  the  different

cellullar   compartments   that   are   part   of  the   endomembrane   system   (endosomes,

vacuole,    endoplasmic    reticulum,    etc.)t    is    essential    for    plant    cells    during    plant

development  and  during  processes  such  as  organogenesis,   cell  polarity,   pathogen

response,  salt  stress,  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 bioinformatic 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

Arab/.daps/.s  fAa//.ana  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  AtNTL9  and  AtNAC017  as  posible  endomembrane  system  and

endocytic   trafficking   regulators.   Considering   this   background,   in   this   work   it   was

proposed that AtNTL9  and AtNAC017  have  a  role  in trafflcking  regulation.  To test this

hypotesis,  we  analyzed  endocytic trafflcking  of a  fluorescent  probe  in  mutants  for the

transcription  factors  IV719  y  MC077.   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  NAC017  could  be  regulating  a  trafficking  pathway  towards  the  vacuole

involving    the   pre-vacuolar   compartment.    In   order   to    corroborate   this   trafflcking

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  NAC017  mutants,  both  in  control  conditions  and  upon

Sortin2  treatment,  allowed  us  to  corroborate  that  NAC017  and  NTL9  are  involved  in

endocytic trafflcking 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,  jt  will  be  necessary  to  find  their  primary  transcriptional  targets.

Finally,   our  results  indicate  that  both  transcription  factors,   NTL9   and   NAC017,   are

involved   in  endocytic  trafficking,   affecting  several  processes  which  are  important  in

plant  physiology,   such  as  lateral  root  development,  and  accordingly,   understanding

endocytic trafflcking is also very important for agriculture improvement.



INTRODUCCION

El sistema de endomembranas (SE) en  una c6Iula 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  otros  compartimentos  endosomales  (EEs),   Ia

Membrana  Plasmatica (MP),  el endosoma tardio o Compartimento Pre-Vacuolar (PVC)

y   la  Vacuola   (V).   A  traves   de  estos  compartimentos  tiene   lugar  el  transporte  de

membranas,   proteinas   y   otras   moleculas,   ya   sea   a   trav6s   de   vesiculas   o   de

tran§portadores.    El   tfafico,    entendido   como   el   transporte   de   vesiculas   con   su

correspondiente  cargo  desde  un  compartimento  de  origen  hacia  un  compartimento

blanco,   ocurre  principalmen{e  a  trave§  de  dos  rutas:   La  Ruta  Secretoria  y  la  Ruta

Endocitica  (Figura  1).  En  la  Ruta  Secretoria,  Ias  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 vesfculas en la direcci6n 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 tfafico que se inicia en la MP es entendido como tfafico endocitico

(Bolte et al., 2004;  Sanderfoot and  Raikhel).  No obstante, varios pasos del tfafico entre

organelos son compartidos entre ambas rutas, dado que en ambas rutas las vesiculas

se djrigen hacia la vacuola,  la membrana plasmatica y TGN (Rjchter et al„ 2009; Samaj

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



Fl9ura  1.  Ftutas  de trdflco en  la  c6Iula vegefal.  Las flechas  indican  esquematicamente

las dos grandes  rutas de tfafico a traves del  SE  y  la direcci6n  en que ocurre el tfafico a trav6s

de ellas.  En  gris oscuro se  indica  la  Ruta  Secretoria,  definida como flujo anter6grado  a trav6s

del SE.  En gris claro se seflala el flujo retr6grado,  es decir,  la  Ruta  Endocltica.  Imagen tomada

de  "E/ /ibro de Arabi.dopst.s" (Sanderfoot and Raikhel).

Diversos  procesos fisiol6gicos  son  influenciados  por el tfafico  a traves  del  SE,

como  son   la  mantenci6n  del  transporte  polar  de  auxina   (Dhonukshe  et  al„   2008;

Marhavy  et  al.,   2011;   Robert  et  al,,   2010;  Wang  et  al.,   2013),   Ia   polaridad  celular

(Dhonukshe   et   al.,   2008;   Yoo   et   al.,   2012),   la   organogenesis   postembrionaria

(Hashiguchi  et  al.,  2010;  P6rez-Henriquez et al.,  2012),  la  respuesta  a  esttes  abi6tico

(Bar et al.,  2013;  Ebine et al.,  2011;  Verslues et al.I  2006)  y  la  respuesta de estfes de

reticulo (Liu et al., 2007a).  Debido a su importancia, el estudio de la regulaci6n del SE y

el tfafico ha sido de gran intefes en la literatura.  Se ha visto que esta regulaci6n ocurre

principalmente de  manera  post-traduccional a nivel  de  la formaci6n y especificidad del



reconocimiento  y  captaci6n  de  las  vesiculas  transportadas.  Durante  la  formaci6n,  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 da fan inicio a la formaci6n de la vesicula.  La GTpasa solo puede ser reclutada a la

membrana  en  su  forma  activa,  es  decir,  unida  a  GTP,  la  cual  es  generada  por  el

respectivo factor intercambiador de  nucle6tido  de  la  GTpasa  (GEF,  `'GDP exchang/.ng

facfor')  (Pfeffer,  2013).  Por  otro  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 interacci6n especifica de esta tlltima con el

compartimento  blanco  (Uemura  et  al.,  2004).  Estas  protefnas  son  las  SNARES,  cuya

presencia   es   requerida   en   la   vesicula   (v-SNARE,    "ves/.c/e-SMRE'),   propia   del

compartimento de origen y que se encuentra en la vesicula,  asi como en la membrana

receptora (t-SNARE,  "fangef-SIVARE`),  propia del compartimento blanco.  La asociaci6n

entre    v-SNAREs    y    t-SNAREs    permite    la    interacci6n    entre    la    vesicula    y    el

compartimento blanco,  asi como el acercamiento y fusi6n de las membranas.  Diversos

autores  han  revisado  y  detallado  los  mecanismos  mencionados,   asf  como  la  gran

variedad de mol6culas que intervienen en el tfafico en el SE  (Pfeffer, 2013;  Pizarro and

Norambuena,  2014;   Richter  et  al.,  2009;  Sanderfoot  and  Raikhel)  sugiriendo  que  la

regulaci6n de las rutas de trafico es altamente compleja.

Una forma  de explorar la regulaci6n 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 monomericas ARF-GEF,

inhibe    la    secreci6n    de    protefnas    causando    la    agregaci6n    de    compartimentos

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



localizaci6n  de  a]gunas enzimas  residentes  del  reticulo  endoplasmatico  (Kahn,  2004).

Inhibidores de la enzima fosfoinosito[-3-kinasa  (P13K),   tales como Wortmanina  (Win) y

LY294002,  interrumpen el tfafico entre el PVC y la vacuola (Taka6 et al., 2012; Wang et

al.,  2009),  causando  la  agregaci6n  de  PVCs  en  un  PVC  alterado  con  forma  de  anillo

(Taka6 et al.,  2012,  2013; Wang et al.,  2009).  Tanto   BFA como Win inducen  cambjos

en  los  niveles  de  proteinas  del  SE  (Taka6 et  al.,  2012;  Takac  et  al.,  2011),  quedando

abierta la posibilidad de que el SE este sujeto a otros tipos de regulaci6n ademas de la

regulaci6n  post-traduccional.

El  rol  de  la  regulaci6n  a  nivel  transcripcional  sobre  el  tfafico  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 proteina de la

ruta secretoria SNAP33, que funciona como una t-SNARE en la exocitosis en esta ruta,

es  inducida  en  respuesta  a  pat6genos  y frente  a  estres  mecanico  (\/Vick et  al.,  2003).

Tambi6n,  durante  la  maduraci6n de frutos,  ocurren  cambios en  la  expresi6n de genes

de distintas GTpasas involucradas en el trafico  (Falchi et al., 2010).  Durante la division

celular,   la  sintaxina   KNOLLE/SYP111,   que  es  una  t-SNARE  que  se   localiza  en   el

fragmoplasto,   es   regulada   positivamente   a   nivel   tran§cripcional   por   los   factores

MY83R1/4  (Haga  et al.,  2007).  Por otro  lado,  el  caso  mss  emblematico de  regulaci6n

transcripcional    en   el   SE   es   lo   que   se   conoce   como    Respuesta   a    Proteinas

De§plegadas ("Unto/bed protei.n reaponse",  UPR) que se activa ante la acumulaci6n de

proteinas   en    estados   conformacionales   aberrantes   durante   altas   temperaturas,

condiciones de alta salinidad y exposici6n a agentes reductores como el  DIT (Deng et

al.,  2011;  Lu  and  Christopher,  2008;  Wang  et al.,  2011;  WHliams  et al.,  2010).  Durante

el  esttes  de  RE,  Ia  proteina  lREl   produce  el  empalme  a[ternativo  del  transcrito  de



BZ/P60,   permitiendo   la   traducci6n   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  acci6n  de  BZIP60 en  el  nucleo

como  regulador  transcripcional  durante  UPR   (Deng  et  al„   2011;   Nagashima  et  al.,

2011).   Por  otro  lado,   los  factores  de  transcripci6n  (FTs)   BZIP28  y  BZIP17,   ambos

proteinas  de  transmembrana,   son   proteolizadas  durante   UPR,   de   modo   que  sus

porciones  citoplasmaticas  del  extremo  amino  terminal  son  escindidas  y  se  relocalizan

en  el  ndcleo,  activando  a  nivel  transcripcional  la  respuesta  de  estfes  de  RE  (Liu  and

Howell,  2010;  Liu  et al„  2007a,  2007b;  Tajima  et al.,  2008).  En  conjunto,  la  acci6n  de

FTs durante  UPR conduce  a  la  represi6n de niveles de  proteinas de  la  ruta secretoria

con  la retenci6n en el RE de las proteinas  no  maduras,  el aumento de la expresi6n de

proteinas   de   control   de   calidad   y   la   activaci6n   del   mecanismo   de   degradaci6n

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

En  general  se  desconoce  c6mo  es  regulado  a  nivel  transcripcional  el  SE  y  el

trafico   de   proteinas.   Ante   la   pregunta   de   qu6   FTs   podrian   ser   relevantes   en   la

regulaci6n del SE y el trafico de proteinas,  surge la gran  problematica metodol6gica de

qu6 factor o factores  de transcripci6n  comenzar a  estudiar.  EI  Dr.  Alexander Vargas y

la  candidata  a  Doctor  en  Ciencias  Lorena  Pizarro  del  programa  de  la  Facultad  de

Ciencias de la Universidad de Chile,  en colaboraci6n con el Dr.  Rodrigo Guti6rrez de la

Facultad   de   Ciencias   Biol6gicas   de   la   Pontificia   Universidad    Cat6lica   de   Chile,

generaron    2    herramientas    bioinformaticas    que    en    nuestro    laboratorio    se    han

considerado de gran utilidad para responder a este problema:  una red transcripcional y

una red de coexpres.i6n, er\ adelar\te la "Red Transcripcional del Tfafico" y la "Red de

Coexpres/.6n  de/  7tafico".  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  7+anscr/.pc/-ona/ de/ 77£r/.co'',  la  conexi6n  existe  cuando  en el  promotor del  gen

del   SE   hay  un   enriquecimiento  de  sitios  de   uni6n   a   DNA  del   FT.   En   la   "Red  c/e

Coexpres/.6n de/ 77tir/.co", por otro lado,  la relaci6n es efectiva cuando el FT y el gen del

SE coexpresan de manera positiva con una correlaci6n de Spearmann mayor a 0,5 de

acuerdo  a  datos  de  microarreglos.  La  informaci6n  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  identificaci6n  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   tambien   se   muestra   que   la   utilizaci6n   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/P25,  la  cual

posee  una  dramatica  aceleraci6n  de  la  endocitosis  de  la  MP  y  del  tfafico  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 exploraci6n

de la regulaci6n transcripcional del SE.

Quizas   uno   de   los   aspectos   mss   importantes   de   la   utilizaci6n   de   redes

bioinformaticas   basadas   en   interacciones   de   regulaci6n   o   de   coexpresi6n   es   la

asignaci6n  de  nuevas  funciones  moleculares  en  un  determinado  proteoma,  en  este

caso    el    de   Arab/.daps/.s   fha//.ana,    cuyo    genoma    se    encuentra    completamente

secuenciado,  evidenciando la existencia de una gran cantidad de locus de funci6n atln

indeterminada   experimentalmente.   Esto   sigue   siendo   asi   incluso   a   pesar   de   la

utilizaci6n   de   otro  tipo  de   herramientas   bioinformaticas   (por  ejemplo,   basadas   en
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homologia estructural) y el  amplisimo espectro de datos experimentales  reportados en

el   modelo   de  estudio  Arab/.daps/.s  tha//.ana.   La   red   desarrollada   por  Heyndrickx  y

Vadepoiele   (Heyndrickx  and  Vandepoele,   2012),   tal   como  en  el  caso  de   la   "Red

Transcripcional  del  Tfafico"  y  la "Red  de  Coexpresi6n  del  Tfafico",  u"iz.a tamhiien la

estrategia   de   combinar   redes   de   coexpresi6n   y   redes   transcripcionales   para   la

predicci6n funcional  de genes de rol desconocido en un analisis completo del  genoma

de   Arab/.daps/.s.   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

relaci6n  entre  la  coexpresi6n  de  distintos  genes  y  su  vinculo  funcional,   sugjriendo

fuertemente  que  los  m6dulos 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  tambien  son  corregulados,  una  red  de

coexpresi6n   permite   depurar  e   incluso   definir  redes   de   regulaci6n   transcripcional

directa (Heyndrickx and Vandepoele, 2012).  En la "Red rramsor/.pc/.ona/ de/ rfarr.co" y la

"fied de Coexpres/.6n de/ 77fif/.co", se pueden utilizar estos principios para identificar los

FTs  que  son  capaces  de  conectar  los  m6dulos  funcionales  en  el  conjunto  de  genes

alojados  en  la  etiqueta  de  GO  referida  a  transporte  de  proteinas  (prole/.n  fransporf,

GO:0015031),  de  modo  de  predecir  cuales  de  ellos  podrian  ser  importantes  en  la

regulaci6n de  los genes que conectan.  Cuando analizamos estas dos redes,  salta  a la

vista  que  dos  FTs  de  transcripci6n  en  particular  aparecen,   de  acuerdo  a  distintos

pafametros,  entre  los  FTs  mas  interesantes  a  ser estudiados  en  tfafico  en  el  SE  de

Arab/.daps/.s  aha//.ana.   Nos   referimos   a   los   dos   FTs   de   la  familia   NAC,   AtNTL9  y

AtNAC017,  de  los  cuales  en  particular  se  desconocia  completamente  su  funci6n  al

momento  de  la  construcci6n  de  las  redes  mencionadas  previamente,  destacando  la
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importancia  de  este  tipo  de  aproximaci6n  en  la  predicci6n  funcional  en  procesos  tan

poco caracterizados como es la regulaci6n transcripcional en el SE.

A  continuaci6n,   detallaremos   los   pafametros   obtenidos   por   Lorena   Pizarro

durante  la  caracterizacti6n  de  la  "Red  Transcrl-pcional  del  tfafico"  y  de  la  "Red  de

Coexpres/.6n  c/e/ ffar/.co"  que  permiten  predecir  que  NTL9  y  NAC017  participan  en  la

regulaci6n del tfafico en el SE de Arab/.daps/.s y ahondar en el estudio de ambos FTs /.n

v/.vo.  En  primer  lugar,  NTL9  y  NAC017  regulan  preferentemente  genes  vinculados  al

transporte de proteinas con respecto a genes de Arab/.Oaps/.s fha//.ana que no poseen la

etlquefa  de  transporte  de  proteinas de  GO.  En la "Red  Transcripcional  del  Tfaficcl`.

NTL9  y  NAC017  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 Arab/.daps/.s.  El  indice de  Enriquecimiento se expresa  como  una  raz6n

entre genes del SE regulados por el  FT y genes del resto del genoma de Arab/.daps/.s

que presentan en su promotor cajas de uni6n para el FT.  Como se observa en la tabla

1,  este  fndice  es  incluso  mss  alto  para  NTL9  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
transcripci6n             enriquecimiento

AT4G35 580                       NTL9

ATI G34190                     NAC017

At3G54620                       BZIP25

At3G10800                       BZIP28

Tabla 1.  FTs  NAG  regulan preferencialmente genes del SE con  respecto a otros

genes  de Arab/.dops/.s aha//.ana.  La tabla  muestra el lndice de Enriquecimiento de los FTs

de  la familia  NAG,  NTL9 y  NAC017,  y  los  FTs de  la  familia  bzIP,  BZIP25  y  BZIP28,  de acuerdo

a  la  "Red  7tanscH.pc/.ona/ de/  775froo".  EI  lndice  de  Enriquecimiento  corresponde  al  cuociente

entre los genes regulados por el FT que perfenecen al SE y los que estan involucrados en otros

procesos.  Se muestra que  los dos  FTs de  la familia  NAG poseen  un  lndice de  Enriquecimiento

incluso  mayor  que  los  dos  FTs  bzIP,  cuya  funci6n  en  la  regulaci6n  del  trafico  ya  ha  sido

verificada.

En segundo lugar,  la "Red Tramson-pc/.ova/ de/ 7tafr.co" muestra que tanto  NTL9

como  NAC017  se  encuentran  conectados  a  varios  genes  del  SE   involucrados  en

distinto§  procesos  de  tfafico  intracelular,  tanto  de  la  ruta  secretoria  como  del  tfafico

post-Golgi  (Tabla  2).  Tambi6n  encontramos  en  esta  lista  de  genes  que  ARM-4  se

encuentra  conectado  a  estos  FTs,  un  gen  involucrado  en  el  tfafico  de  proteinas  a

trav6s 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

movilizaci6n  a  traves  del  citoplasma.  Es  destacable  que  la  "Red  7+anscr/.pc/.ona/  de/

7+af/.co"  conecta  los  FTs  con  varias  proteinas  involucradas  en  el  transporte  hacia  la

vacuola,  como son VPS45, ARA6 y SYP23.  Interesantemente,  en  la base de datos de
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Arabidopsis            (I AIR,            The            Arabidopsis            I nformation            Resource,

https://www.arabidopsis.org)  se  observa que se  han  asignado  a  IVAC077 las etiquetas

de    GO    de   destinamiento    hacia    la   vacuola    (prole/.n   fargel/.ng   fo   fhe   vacuo/e

GO:0006623),  transporte  endosomal  (endosoma/  franaporf  GO:0016197),  transporfe

mediado por vesiculas (yes/.a/e-mec//.afec/ fransporf GO:0016192) y fusi6n de membrana

celular (ce//u/ar membrane rusi.on GO:0006944).  Toda§ estas etiquetas se encuentran

alojadas dentro de la etiqueta de transporte 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 la familia NAG

son   reguladores  generales  del  trafico   a  trav6s   de   la   regulaci6n  directa   de  genes

involucrados en distintas rutas del trafico de proteinas.
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Con ectado           Locus              Proteina                    Fu nci6n                            Refe rencias
a

IvrL9y           ATiG2669O        EMp24-Li/
NAC017                                             p2469

IVTL9y           ATIG57620        EMP24-L2/
NAC017                                                 CYB

IVTL9 y           ATI G77140             VPS45
NAC017

IV719 y            At3G45280             SYP72
NAC017

M C0 7 7          At3G 5484 0             ARA6/
AtRABF1

IV719 y            At3G59020             ARM-4
NAC017

IV7.L9 y           AT4G17730             SYP23
NAC017

IVTL9y           AT4G32640         cpSEC24b
NAC017

IV719 y            At5GO8080            SYP132
NAC017

MC07 7          At5G43900              MYA2

Transporfe desde RE
a Golgi

Transporte desde RE
a Golgi

Destinamiento a la
vacuola desde TGN

SNARE  localizada en
elRE

Transporte desde
endosoma tardlo a

MP

Transportador de
protelna,  P-importina

Tfafico y
destinamiento

vacuolar

Tfafico vesicular tipo
COPIl en el
cloroplasto

t-SNARE/ Fusion de
endosomas a MP

Movilidad de
mitocondrias,  Golgi y
peroxisomas/ Miosina

(Brown and Rose,1992;
Montesinos et al„ 2013)

(Jancowski et al., 2014)

(Bassham and Raikhel,
1998; Zouhar et al.,  2009)

(Uemura et al.,  2004)

(Ebine et al.,  2011 )

(Bollman et al„  2003)

(Shirakawa et al., 2010)

(Andersson and
Sandelius, 2004)

(Reichardt et al., 2011)

(Avisar et al.,  2009;
Hashimoto et al.,  2008;
Holweg and Nick, 2004;

Walter and Holweg, 2008)

Tabla 2. rv7L9 y rvAC077 se encuentran conectados a genes del SE jmportantes

en  el  tfafico  intracelular  en  Arab/.cJops;s  tha//.ana.  La  Tabla  muestra  que  tanto  IV7-L9

como IVAC077 se encuentran  conectados a  genes  del  SE importantes en  el  tfafico  intracelular

en  Arabidopsis  thaljana  en  la  "Red  Transcripcional  del  Tfafico".  Se  .ind.lea  el  nombre  de  la

proteina,    el    locus    asociado,    su    funci6n    en    el    SE    y    las    referencias    que    muestran

experimentalmente esta funci6n.
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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  c/e  Coexpres/.6n  de/

7tar/.co".  El grado  indica  el  nt]mero 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  biol6gica es que el  nodo

esta  definiendo  un  m6dulo  funcional,  en  este  caso,  un  m6dulo  que  agrupa  genes  del

SE en la "Red de Coexpresi6n del Tfafico". NTL9 posee un grado de 15 er\ la "Red de

Coexpres/.6n de/ 77fir/.co",  en tanto que MC077 posee un grado de 21  (Tabla 3), valor

que es incluso mss alto que para BZ/P25 o BZ/P60. Todos estos valores son alto§ en

comparaci6n  al  grado  del  resto  de  los  FTs  incluidos  en  la  "Red  de  Coexpres/.6n  de/

7tar/.co" (Figura 2).  Este antecedente nos sugiere que los FTs NAC podrian coordinar la

expresi6n   de   genes   del   SE,   lo   cual   se   condice   con   su   rol   como   reguladores

transcripcionales  del  SE.  De  acuerdo  a  la  "Red  c/e  Coexpres/.6n  de/  7taf/.co",  de  lo§

genes   que   son   regulado§   directamente   (Tabla   2),    MyA2,    AfiA6   y   EMP24-L7

coexpresan  con  MC077 mientras que EMP24-[7  coexpresa  con IV7|9.  En definitiva,

Ios  FT  NTL9  y  NAC017   no  s6Io  regulan  preferencialmente  procesos  asociados  al

transporte de  proteinas en Arab/.Oaps/.s,  sino que  mantienen  conectados los genes del

SE  a  traves  de  relaciones  de  coexpresi6n,  definiendo  m6dulos  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
transcri

AT4G3558 0                        NTL9

ATI G34190                     NAC017

AT3G54620                      BZI P25

AT3G10800                      BZIP28

Tabla  3.  Los  FTs  de  la  familia  NAC  NTL9  y  NAC017  se  encuentran  entre  los

factores de mayor grado en la "Red de Coexpres/.6n de/ 77iifi.co" similar al de FTs

que  participan  de  la  regulaci6n  del  SE.  La Tabla  muestra  el  grado  de  los  FTs  NTL9  y

NAC017 y de dos FTs que participan de la  regulaci6n  del SE  y que tambi6n estan  dentro de la

"Red de Coexpres/.6n de/ 77affco",  mostrando que son 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  NAG  no  solamente  regulan  directamente  genes  del  SE  sino  que  poseen  un  rol  funcional

que {ambien es sugerido por sus relaciones de coexpresi6n con genes del SE.
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Histograma de Grado
Red de Co€xpresi6n

5              10             15.            20             25
Grado

Figura 2.  Los  FTs de la familia NAC  NTL9 y  NAC017  poseen  un alto  grado en  la

"Red de Coexpres/.6n de/ Triiffco". La figura muestra el histograma de grado de la "Red de

Coexpresi6n  del  Tfafico",  donde  la  menor parte  de  los  FTs alcanzan  un  grado  mayor a  15,  Io

cual  si ocurre para  NTL9 y  NAC017 (Tabla 3).  De este  modo,  NTL9 y NAC017  poseen  un alto

gradct  en  esta   red.   El  analisis  topol6gico  de  esta   red   y  el  gfafico  que  se  muestra  fueron

realizados por Lorena Pizarro durante su tesis doctoral.

Dado  que  todos  estos  antecedentes  sugieren  fuertemente  que  tanto  NTL9

como   NAC017   poseen   un   rol   en   la   regulaci6n   del   trafico,   a   primera   vista   con

implicancias en una variedad de rutas de tfafrco en el SE,  el siguiente paso fue evaluar

la  funci6n  de  estos  FTs.  Esto  se  decidi6  en  consideraci6n  del  peso  de  la  evidencia

aporfada por la "Red Transcripcional del Tfafico" y la "Red de Coexpresi6n del Tfafico"

y de  las  herramientas que se  poseen  en  el  grupo  de estudio  del  SE en  el  Centro de

Biologfa  Molecular  Vegetal.  Al  respecto,  el  estudjo  del  trafico  en  nuestro  grupo  esta

enfocado  en  aquel  que ocurre  a trav6s  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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conectan  a  los  FT§  NAC,  tenemos que  EMP24-[7,  EMP24-L2 y  Syp72 forman  parte

de  la  ruta  secretoria  en  el  tfafico  de  vesiculas  RE/Golgi;   VPS45,  ARA6,   Syp23  y

Syp732 forman parte de la ruta endocitica y MYA2, cuyos efectos sobre el tfafico polar

de auxina y el transporfe conocido como corriente citoplasmatica  (o  bien,  "cyfop/asm/.c

stream/.r7g")  le  otorgan  un  rol  a]tamente  pleiotr6pico  en  el  trafico  intracelular  (Holweg

and Nick,  2004).  Como mencionamos anteriormente,  nos  llam6 la atenci6n que tres 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

regulaci6n del tfafico de salida del reticulo endoplasmatico puede estar relacionada con

el destinamiento hacia la vacuola (T6rmakangas et al.,  2001),  par lo que el proceso de

destinamiento hacia la vacuola  podria ser el factor comun entre  los blancos de NTL9 y

NAC017  propuestos  desde  la  "Red  Transowpc/.ova/  de/  7t5r/.co".  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

aproximaci6n  evaluar la  ruta  endocitica  de  mutantes  en  los  FTs ya  que  e[  estudio  del

tfafico endocitico puede realizarse a traves de trazadores lipofilicos que nos permitifan

realizar un seguimiento de la internalizaci6n 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 tfafico endocitico  hacia la

vacuola  con  la  posibilidad  de  evaluar su  efecto  a  nivel fenotipico,  coma  se detallafa  a

continuaci6n.  Es por ello que se resolvi6 estudiar el rol de los FTs AtNTL9 y AtNAC017

en el trafico endocitico hacia la vacuola.  La hip6tesis de trabajo que dirige este estudio

es,  en  consecuencia,  que  AtNTL9  y AtNAC017  participan  de  la  regulaci6n  del  trafico

endocitico hacia la vacuola.
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NTL9 y NAC017 dentro de la familia NAG de FTs

NTL9  y  NAC017  pertenecen  a  la  familia  de  factores  de  transcripci6n  de  tipo

NAC,  reportada  so[amente  en  plantas]  identificada  como  la  familja  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

regulaci6n transcripcional (TRD) de secuencia variable  (Jensen et al., 2010a).  NAC017

y NTL9 comparten [a estructura tipica,  con un dominio NAC amino terminal.  El dominio

de  uni6n  a  DNA de  NTL9  y  NAC017  se  encuentra  codificado  en  los  exones  1  y 2  de

NTL9   (Kim   et   al.,   2007a)   y   los   exones   1   y   2   de   NAC017   (Ooka   et   al.,   2003),

respectivamente.    NTL9,   ademas,   posee   un   TRD   asociado   a   distintos   tipos   de

interaccj6n  (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 regi6n de interacci6n con membrana

(Kim  et al.,  2010).

Muchos  FTs  ham  sido  identificados  dentro  de  la  familia  NAC  en  Arab/.daps/.s

tha//.ana  y  han  sido  asociados  a  diversos  procesos  biol6gicos  (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    NAC017.    NTL9,    por   su    parte,    es    un    represor

transcripcional  i.n  vt-vo  y  su  expresi6n  es  regulada  en  Arabi.daps/.s  fha//.ana  durante

estr6s osm6tico,  en  respuesta  a giberelina ex6gena e interrupci6n  del transporte polar

de  auxina   (Kim   et  al.,   2007c;   Yoon  et  al.,   2008).   La  sobreexpresi6n  del  factor  de
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transcripci6n conlleva la inducci6n temprana de genes relacionados con la senescencia

y la  regulaci6n  negativa de  la expresi6n  de la  proteina  relacionada con  la  patog6nesis

(PR1)  (Kim  et  al„  2012;  Yoon  et  al.,  2008).  Se  ha  demostrado  que  NTL9  inhibe  la

expresi6n  de  PRl   mediante  interacci6n  directa  con  su  promotor  (Kim  et  al.,  2012).

SNl1,  una  broteina  que se  habia  reportado anteriormente coma  un supresor del  papel

de  PRl  en la respuesta sistemica adquirida (Li et al.,1999;  Mosher et al.,  2006),  actda

cooperativamente  con  NTL9  al  interactuar  con  la  porci6n  carboxilo  terminal  de  este

dltimo (Kim et al„ 2012).  Durante una infecci6n,  calmodulina competiria con SNll  por la

uni6n del extremo carboxilo terminal de NTL9 y modificaria la acci6n del FT NAG sobre

la expresi6n de PR1  (Kim  et al., 2007a,  2012;  Yoon et al.,  2008).

El tfafico endocitico y el desarrollo de raices laterales

EI  SE  es fundamental  para  la  planta en  el  desarrollo  de  nuevos  6rganos  como

son  las  raices  laterales,  cuya  formaci6n  a  partir  de  la  raiz  principal  es  inducida  de

manera adaptativa,  aumentando el  dominio de captaci6n  de nutrientes desde el  suelo.

La  iniciaci6n y desarrollo de una  raiz lateral se encuentra determinada por el trafico de

auxina,  donde juega  un  rol esencial  el  SE ya que  la acci6n de esta  hormona  depende

de  su  transporte  direccionado  a  traves  de  sus  transportadores  de  eflujo  (Blilou  et  al.,

2005).  Estos  transportadores  se  expresan  de  manera  tejido  especifica  y  polarizada,

permitiendo  la  salida  de  auxina  en  un  solo  sentido  dentro  de  una  c6lula.  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  c6lula (Dhonukshe et al., 2008).  De este modo,

el  transporte  de  auxina  es  polarizado  debido  a  que  el  tfafico  a  traves  del   SE  se

21



encuentra polarizado de manera tejido-especifica.

Recientemente,   nuestro   laboratorio   ha   descrito   que   el   compuesto   Sortin2

acelera  el tfafico endocitico  hacia  la vacuola e  induce  la formaci6n  de  raices  laterales

(Perez-Henriquez et al.,  2012).  En dicho trabajo,  se mostr6 que la formacion de raices

laterales inducida por Sortin2 es dependiente del tfafico de proteinas que es sensible a

Wortmanina.   Interesantemente,   la   acci6n   de   Sortin2   muestra   independencia   del

receptor de auxina SCFT'R (Perez-Henriquez et al., 2012),  conocido como la clasica via

de  inducci6n  de  raices  laterales  caracterizada  hasta  ahora.  Dado  que  el  compuesto

Sortin2 jnterfiere con el  mecanismo de la  planta que controla  la frecuencia espacial de

los eventos posibles de iniciaci6n de la formaci6n de una raiz lateral,  Sortin2 evidencia

un  mecanismo  de  regulaci6n  en  este  proceso  que  depende  intimamente  del  tfafico

endocitico.

Resumen del proyecto y planteamiento de los objetivos general y especifico

En el presente seminario de titulo se estudiafa /.n v/.vo la funci6n de dos FTs de

Arab/.Oaps/.s   tha//.ar}a   que,    de    acuerdo    a    informaci6n    /.n    s/.//.co,    se    encuentran

involucrados  en   la   regulaci6n   transcripcional   directa   del  trafico  endocitico   hacia   [a

vacuola  y  de  otros  genes  del   SE.   Se  estudiafa  el  tfafico  de  componentes  de   la

membrana  plasmatica en  mutantes de ambos  FTs,  de  NTL9 y de  NAC017,  colocando

un  6nfasi§  particular en  la  llegada  de  estos  componentes  a  la  membrana  vacuolar  a

trav6s 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  formaci6n  de  raices
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laterales en  las mutantes estudiada§.  En conjunto,  estos analisis  permitifan establecer

el  rol  de  los  FTs  de  la  familia  NAC  NTL9  y  NAC017  en  el  tfafico  endocitico  hacia  la

vacuola.

Pregunta a resolver:

6Participan  los factores  de  transcripci6n AtNAC017  y AtNTL9  de  la  regulaci6n

del trafico endocitico hacia la vacuola en el SE de Arab/.daps/.s tha//.ana?

Hip6tesis:

Los  factores  de  transcripci6n  AtNTL9  y  AtNAC017  participan  en  la  regulaci6n

del   tfafico   endocitico   hacia   la   vacuola   y  de   la   formaci6n   de   raices   laterales   en

Arabidopsis thaliana.

Objetivo General:

Caracterizar el  rol de los factores de transcripci6n  NTL9 y NAC017 en el trafico

endocitico y la formaci6n de raices laterales en Arab/.daps/.s tha//.ana.

Objetivos especificos:

1.  Obtener lineas  mutantes que  puedan  presentar una  alteraci6n  de  la funci6n

de los factores de transcripci6n AtNTL9 y AtNAC017 de Arab/.daps/.s aha//.ana.

2.   Estudiar  el  trafico  endocitico  en  mutantes  de  Arab/.daps/.s  fAa//.ana  de  los

factores de transcripci6n AtNTL9 y AtNAC017.

3.   Estudiar  el  rol  de  los  factores  de  transcripci6n  AtNTL9  y  AtNAC017  en  la

inducci6n de raices laterales por Sortin2 en Arab/.daps/s tha/t.ana.
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MATERIALES Y METODOS

Esterilizaci6n,  cultivo  de  plantas  y tratamientos  con  Sortin2.  Todas  las  lineas  de

mutarites  de  Arabidopsis  thaliana  tueron  obtehiidas  del  ABRC  Seed  Stock  Center

(http://abrc.osu.edu/).   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  Trit6n  0,1%  par  15  minutos  y  6  lavados  con  agua  esteril.  Todos  los

lavados  fueron  efectuados  en  agitaci6n  a  temperatura  ambiente.  Las  semillas  fueron

estratificadas  por  un  periodo  de  48  horas  a  4°C.   La  siembra  se  realiz6  en  placas

cuadradas  (transparentes,  500  cm2  de  superficie,  colocadas  en  posici6n  vertical)  con

50  mL  de  medio  de  cultivo  Murashige  &  Skoog  (MS)  0,22%  p/v,  sacarosa  1%  p/v,

mioinositol   0,01%   p/v,   acido  2-(N-morfolino)-etanosulf6nico   monohidrato  0,05%   p/v,

ajustado  a  pH  5,7  antes de  la  adici6n  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 mss 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  cm2  de  area  de  cultivo),  7

plantas por pocillo,  con 3 mL de medio MS lfquido 0,5X 1% de agarosa en cada pocillo.

Los tratamientos con Sortin2 se realizaron a una concentraci6n de  12,5  Lig 6 25  LIg/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% DMSO, las soluciones mencionadas fueron
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incubadas en condiciones equivalentes a las condiciones de cultivo de las plantas.  Las

soluciones  de  Sortin2  fueron  preparadas  a  partir  de  una  soluci6n  de  trabajo  de  20

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

Genotipificaci6n de mutantes. Las secuencias de los loci del genoma de Arab/appsis

aha//ana AT4G35580 y ATIG34190,  que codifican  los marcos de  lectura abierto de  los

genes  IV719 y MC077,  respectivamente,  fueron  obtenidos de la  base de datos TAIR

(httD//\^ww.arabidoDsis,ore/),  asi  como  la  ubicaci6n  aproximada  de  los  insertos  de T-

DNA  de  las   mutantes  disponibles.   Se  trabaj6  en  este  seminario  de  titulo  con   las

sisuientes  lineas  mutantes:  n&/9-7  (SALK_065041C),  n4/9-2 (SALK_102041 C),  nac077-

3  (SALK_025104C),   nac077L4   (SALK_026937C).   Los   partidores,   sefialados   con   la

nomenclatura "mutanfefl= 6 R)" en la Tabla 4, fueron disefiados en base a la secuencia

aledaFia  al  inserto  y  todos  poseen  una  Tin  de  56°C.   La  regi6n  susceptible  de  ser

amplificade  por  los  partidores  fue  corroborade  con  la  herramienta  PRIMER  BLAST,

disponible     en     el     sitio     Pubmed.gov     del     National     Institute     Of     Health     (NIH,

httD//\^rv\^r.ncbi.nlm.nih.aowlools/Drimerholast/).    Dicho    BLAST   fue   realizado   en   las

bases  cle  datos  disponibles  de  genoma  y  transcriptoma  de  Arab/daps/s  tha/t.ana  y

comprueba que los partidores son especificos para las regiones de inter6s.

EI  DNA gen6mico fue extraido a  partir de plan{ulas  de 7 dias  post siembra  con

el  metodo  de  extracci6n  de  CTAB  (bromuro  de  hexadeciltrjmeti]amonio)  descrito  a

continuaci6n.  Para  la  obtenci6n  del  DNA  gen6mico,  10  plantas  fueron  colocadas  en

nitr6geno  y  trituradas.  Se  agreg6  700  ilL  de  una  soluci6n  de  CTAB  2%  p/v,  0,4%  P-

mercaptoetanol,  Nacl  1,4 M,100 mM Tris Hcl pH 8 y 20 mM EDTA.  Posteriormente,  la

soluci6n fue incubada a 65°C por 45  minutos en agitaci6n a  1.200  RPM.  La  centrifuga

25



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.  EI  DNA fue  purificado  desde  el  sobrenadante  mediante  una  extracci6n  organica

con  una  mezcla  de  700  HL de  cloroformo  :  alcohol  isoamilico  (24  :  1).  La  soluci6n  fue

mezclada por 5 minutos y centrifugada a 8.000 RPM por 5 minutos.  Posteriormente, se

realiz6  una  segunda  extracci6n  con  cloroformo  :  alcohol  isoamilico  24  :  1.  A  la  fase

acuosa  de  esta  extracci6n  se  agreg6  650  uL  de  isopropanol,   y  se  incub6  por  20

minutos  a -20°C,  precipitando el  DNA gen6mico.  Este fue centrifugado por 15  minutos

a  13.000  RPM y el  pelet resultante fue lavado con  100  uL de  etanol  70%.  Finalmente,

el  pelet fue  resuspendido  en  50-100  uL  de  agua  libre  de  nucleasas.  La  integridad  del

DNA gen6mico se evalu6 en electroforesis en gel de 1,5% de agarosa por 30 minutos a

90 V de 5 uL de la soluci6n final de DNA gen6mico extraido.

A  partir de  DNA  de  las  mutantes  y  de  las  plantas  silvestres,  se  realizaron  las

genotipificaciones  mediante  PCR.   Las  reacciones  de  PCR  fueron  realizada§  con  la

polimerasa  de  DNA  Paq5000  de Agilent Technologies  de  acuerdo  a  las  instrucciones

del  fabricante.  Los  productos  amplificados  en  cada  genotipificaci6n  con  los  partidores

correspondientes   (ver   Tabla   4)   fueron   los   fragmentos   de   los   siguientes   alelos:

AC7"A7/77  (partidores AC77M5'  y AC7"A3.),  NPTll  (partidores  NPT115'  y  NPT113'),

alelo  mutante  (con  los  partidores  mufanfeR  y  Lbl.3)  y  alelo  silvestre  (con  partidores

mufanfeF  y mufanfe  R/.  Luego,  se  realiz6 electroforesis  de  5  LIL de  cada  producto  de

reacci6n para el analisis de resultados.

Electroforesis y visualizaci6n de resultados. La visualizaci6n de DNA y RNA, de los

productos de  PCR,  digesti6n 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  realiz6  con  posterioridad  a  la  incubaci6n  del  gel  de  agarosa

correspondiente  en  una soluci6n de  bromuro  de etidio  1  ng/L  por 20  minutos en  cada

caso,  con  la excepci6n  de  la visualizaci6n  de  RNA,  que fue pretefiido como se sefiala

mss  adelante.  La  electroforesis se  realiz6  a  70 V 6  90 V en  geles  de agarosa  1,5-2%

utilizando  como  soluci6n  de  corrida  el  tamp6n  TAE  IX  (Tris  base  0,484%  p/v,  acido

ac6tico   0,1142%v/v,   EDTA  0,05M),   TBE   0,5X   (Tris   base   0,54%   p/v,   acido   b6rico

0,275%  p/v,  EDTA 0,05  M)  o  MOPS  IX   (MOPS  3,349%  p/v,  acetato de sodio 0,328%

p/v,  EDTA  0,01   M,  pH  8),  segdn  Sea  sefialado.  En  cada  caso  el  gel  fue  preparado

diluyendo  la  agarosa  en  un tamp6n  id6ntico  al  utilizado  como  tamp6n  de  corrida.  Los

estandares   de   peso   de   DNA   utilizados   fueron   el   de    1    kb   (Thermo   Scientific

GeneRulerTM  1  kb  DNA  Ladder 250 to  10,000  bp  DNA  Ladder),  el  de  100  pb  (Thermo

Scientific  GeneRulerTM   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  uL

(250   ng)   en   cada   carga.   Se   utiliz6   el   programa   Genesnap  versi6n   7.12   para   la

adquisici6n de imagenes y su edici6n.

Digesti6n de productos de PCR. La identidad de los productos de PCR que se logr6

amplificar  fue   corroborada   mediante   digestiones   con   enzimas   de   restricci6n.   Las

digestiones  fueron  realizadas  al  producto  de  PCR  resultante  de  la  reacci6n  con  la

enzima  Paq5000.  La  reacci6n  de  digesti6n  corresponde  a  una  diluci6n  1:3  de  este

producto,  y  fue  incubada  por  16  horas  a  37°C.  Las  enzimas  utilizadas  fueron  Apal,

Kpnl,   8g1   11   y  Spel   (Fermentas)  y  se  utilizaron  de  acuerdo  a  las  instrucciones  del

fabricante  para  digesti6n  de  productos  de  PCR.  Se  realiz6  electroforesis  en  gel  de

agarosa de los productos de digesti6n para su posterior evaluaci6n.
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Extracci6n de RNA. Se extrajo RNA de un total de 6 plantas de 14 dias mediante el kit

lnvitrap®   Spin    Plant   RNA   Mini    Kit   de    Stratec   Molecular   con    la   soluci6n    DOT

(http//wiM^/.invitek.de/Products   and   service/Products/single  tube   kits/total   rna   isolati

on/e2959tindex  ena.htmr).  Esto se  realiz6 tanto  para  plantas  siivestres  como  para  las

lfneas  mutantes  de  ^IAC077.   La  concentraci6n  y  calidad  del  RNA  fue  estimada  en

nanodrop GE  Nanovue" 28923216,  midiendo la absorbancia a 230,  260 y 280  nm.  La

integrided  del  RNA fue  comprobada  en  electroforesis  denaturante  en  un  gel  1,5%  de

agarosa,  MOPS  IX  y 1% formaldehido.  Cada muestra fue preparada con  1  ug de RNA

en el  amortiguador de carga que contiene formamida,  azul de bromofenol, xil6n cianol,

hidr6xido  de  soclio  y  EDTA  (Buffer 3x \/Viinkler  C6diso  BM-0310).  Las  muestras fueron

denaturaclas  por  10  minutos  a  70°C  e  inmediatamente  sometidas  a  electroforesis.  La

electroforesis fue realizada a 90 V en  amortiguador MOPS  IX (diluido  en agua tratade

con   DEPC)   por   1   hora.   EI   RNA  fue   visualizade   como   se   sefiala   en   la   secci6n

tlectroforesis y visualjzaci6n de resultados" de "Materiales y Mctodos".

Tratamiento con  DNAsa  de los RNA extraidos.  Para  realizar la sintesis de CDNA a

partir de  los  RNA ya extraidos,  estos fueron tratados,  en  primer lugar,  con  DNAsa.  La

reacci6n de digesti6n del DNA fue realizada con 0,13 U de DNasa I  (C6digo Fermentas

#EN0521) por Lig de RNA y 0,1  U de  Ribolock (C6digo Fermentas #EO 0381)  por Lig de

RNA  a   37°C   por  40   minutos.   La   DNAsa   fue   inactivada   afiadiendo   EDTA  a   una

concentraci6n final de 2,27mM e incubando por 10 minutos a 65°C.

Para  la  sintesis  de  CDNA,  se  realiz6  una  denaturaci6n  y  preincubaci6n  con

Oligo dT (AP)  del  RNA (Tabla 4)  agregando  0,2  ng  del  partidor (la  soluci6n  de  uso  se
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prepara  a  0,5  ug/mL)  por  cada  LIg  de  RNA  tratado  con  DNAsa.   Esta  soluci6n  fue

incubada  por 5  minutos  a  70°C  y  luego  fue  conservada  en  hielo  hasta  la  sintesis  de

CDNA.

Sintesis de CDNA.  Se  realiz6  sfntesis de CDNA a  partir de  RNA de lineas silvestres y

linea§    mutantes    homocigotas    de    IVAC077   mediante    RT-PCR.    La    reacci6n    de

transcripci6n  reversa  fue  efectuada  en  un  volumen  total  de  50  uL,  a  los  cuales  se

agreg6   3   uL   de   transcriptasa   reversa   lmprom-ll   (Promega,   A3800),    10   uL   de

amortiguador  5x   (lmprom-IITM   5X   Reaction   Buffer).   La   reacci6n   contiene,   ademas,

dNTPs  0,5  mM,   Mgc12  5  mM,   Ribolock  (Fermentas)  0,02  ng/HL  y  7,5   ug  de   RNA

incubado  con  oligo  AP.  Como  control  de  que  el  RNA  no  se  encontraba  contaminado

con  DNA,  se  realiz6  una  reacci6n  de  RT-PCR  a  la  cual  no  se  agreg6  transcriptasa

reversa para evaluar en ella  la presencia de DNA mediante PCR contra AC7"A7/77.

La sintesis del CDNA fue realizada incubando la mezcla de reacci6n 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   contra   AC77IVA7/77   (Tabla   4)   con   la

polimerasa  Paq5000.  Los  productos fueron  visualizados y analizados  como  se  sefiala

en la secci6n " Electroforesis y visualizaci6n de resultados " de "Materiales y M6todos".

PCR  en  tiempo  real.    Se  llev6  a  cabo  la  cuantificaci6n  de  los  niveles  relativos  del

transcrito  de  IVAC077  y  de  los  transcritos  provenientes  de  los  genes  de  referencia

ACTINA2  (ACT2,  A:T3G18780),  UBIQUITINA10  (UBI10.  A:T4G05320)  y  clel  gen  que

codifica para la subunidad A3 de la proteina fosfatasa 2A /PP2A, ATIG13320).  Esto se

realiz6 mediante PCR cuantitativo (qpcR), utilizando como templado el CDNA de lineas

silvestres  y  lineas  mutantes  homocigotas  de  MC077,  cuya  preparaci6n  se  describi6
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anteriormente.   Los   partidores   utilizados  fueron   qAC7-70F  y  qAC7-70R   para  AC72,

quBI10F  y  quBIIOR  para  UBl10,  qpp2AF  y  qpp2AR  para  PP2A  y  qNAC017F  y

qMC077R  para  MC077  (ver  Tabla  4)  y  permiten  la  amplificaci6n  de  la  regi6n  del

CDNA sintetizada a partir de la regi6n 3' UTR de cada transcrito.  Para las reacciones de

qpcR   se    utiliz6   el    kit   "Brilliant    Ill    SYBR®   Master   Mix   with    ROX"   de   Agilent

Technologies.   La   soluci6n   "Master   Mix   2X"   del   kit   sefialado   contiene   la   enzima

polimerasa,  dNTPs,  cloruro  de  magnesio,  el  tamp6n  de  reacci6n  y  la  sonda  SYBR-

Green,  que  emite  fluorescencia  al  estar  unida  a  DNA  de  doble  hebra,  permitiendo  la

detecci6n del producto de  reacci6n de qpcR en tiempo  real.  Cada reacci6n  de qpcR

posee  un volumen final de 20  LIL y contiene  10  uL de  la  soluci6n  "Master MIX 2X",  0,3

uL  de  una  diluci6n  1   :500  de  ROX  1   mM  (proveido  por el  kit  Brilliant  Ill),  5  LiL  de  una

diluci6n  1  :  625  de  una  mezcla  de  los  partidores  a  250  LJM  y  5  uL  de  una  diluci6n  del

templado.  La concentraci6n apropiada de la diluci6n de CDNA se determin6 realizando

una  prueba  de  la  reacci6n  de  qpcR  con  los  distintos  pares  de  partidores,  utilizando

como templado diluciones de CDNA silvestre y evaluando la eficiencia de cada reacci6n

y la especificidad de los  partidores a cada diluci6n.  La diluci6n  seleccionada fue de  1  :

200.    La    amplificaci6n    se    realiz6    en    el    equipo    Stratagene    Mx3000P    (Agilent

technologies,  modelo  401511)  con  el  siguiente  protocolo:  10  minutos  de  denaturaci6n

inicial  a  95°C  y  60  ciclos  de  amplificaci6n,  donde  cada  ciclo  posee  una  etapa  de  10

segundos de denaturaci6n a 95°C seguida de 30 segundos a 60°. En esta dltima etapa

de  30   segundos  se  fusiona   la  etapa  de  alineamiento   de   los  partidores  contra  su

templado   y   la   fase   de   extensi6n   de   la   polimerasa,   que   se   realizan   a   la   misma

temperatura.  Despu6s  de  cada  amplificaci6n,  se  realiz6  una  curva  de  renaturaci6n  y

posterior    denaturaci6n    con    el    siguiente    protocolo:     1     minuto    de    denaturaci6n,

renaturaci6n  del  templado   hasta   los  55°C,   30  segundos   a  55°C,   denaturaci6n  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  dnico

maximo   en   la   curva   de   disociaci6n),   especificidad   que   tambi6n   fue   confirmada

realizando electroforesis en gel de agaro§a de los productos de qpcR,  como se sefiala

en  la secci6n " Electroforesis y visualizaci6n de resultados" de "Materiales y M6todos".

La  reacci6n de qpcR fue  realizada sobre 3 feplicas  biol6gicas de CDNA con  al  menos

3   feplicas   tecnicas   cada   una.   Las   curvas   de   amplificaci6n   y   disociaci6n   fueron

obtenidas  y  analizadas  con  el  programa  MXpro-MX3000P  (versi6n  4.1).  La  eficiencia

para  cada  reacci6n  y  para  cada  par  de  partidores  fue  analizada  en  el  programa

LinRegpcR  (versi6n  2013.0).  El  mejor gen  de  referencia fue  seleccionado  analizando

la  variaci6n   de   la   expresi6n   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 tfafico endocitico con  FIV14-64.  La endocitosis de  FM4-64 fue observada

en   celulas   de   la   epidermis   dentro   de   la  zona   meristematica   distal   y  la   zona   de

transici6n  de  la  punta  de  la  raiz  en  plantulas  de  Arab/.Oaps/.s  fha//.ana  de  7  dias.  Las

plantulas fueron traspasadas a  medic  MS  0,5X  1% sacarosa  liquido  (id6ntico  al  medio

MS detallado anteriormente,  excepto que sin  adici6n de agarosa) conteniendo  FM4-64

5  ijM,  donde fueron  incubadas  a  la  temperatura  de  4°  C  para  evitar la  internalizaci6n

del trazador por endocitosis durante  la tinci6n.  Las plantas fueron jncubadas 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

Iiquido.   El  seguimiento  de   la   internalizaci6n   del  trazador  fue  realizado   siempre  en

condiciones  de  oscuridad  mediante  microscopia  confocal  en  el  equipo  LSM  510  Carl
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Zeiss.  La  internalizaci6n  de la  sonda fue observada desde el tiempo 5  minutos y cada

media  hora  hasta  alcanzar los  120  minutos  o  bien  la visualizaci6n  de  la  llegada  de  la

sonda al tonoplasto.  El  laser utilizado  para la excitaci6n del fluor6foro  FM4-64 es el de

543   nm   utilizando   el   filtro   HFT  488/543.   Las   imagenes   fueron   obtenidas   con   el

programa  Zeiss   LSM   5  y  analizadas  con  el   programa   lmageJ  versi6n   1.47n.   Las

imagenes fueron tomadas con una resoluci6n de  1024xl024 pixeles y una profundidad

de 8 bits con un acercamiento digital de 2x,  utilizando un obj.etivo 40x de  inmersi6n en

aceite.   Se   realizaron   3   replicas   independiente§   en   cada   una   de   las   cuales   se

observaron al menos 3 plantas de cada linea.

Cuantificaci6n de raices laterales en Arab/.cfops/.s fha//.ana. Para la cuantificaci6n de

de raices laterales las plantas tratadas con Sortin2 o con DMSO (control) en medio  MS

liquido  fueron  traspa§adas  a  etanol  70%  durante   1-2  dias.   Posteriormente,  fueron

lavadas con medio MS 0,5X 1% sacarosa y se determin6 el largo de raiz principal.  Las

raices  fueron  aclaradas  y  montadas  en  acido  lactico  durante  1   a  3  dias  previo  a  la

cuantificaci6n de primordios y raices laterales emergidas.

Analisis  de significancia  estadistica.  El  programa  Graphpad  Prism  versi6n  5.0 fue

utilizado tanto para realizar el  analisis estadistico de los experimentos realizados como

para  la  confecci6n  de  los  gfaficos  que  se  muestran.  Se  realizaron  los  test de  Student

pareado  de  dos  colas  (para   la  comparaci6n  del   ni]mero  de  raices  laterales)  y  de

muestra unica de dos colas (para la comparaci6n de la expresi6n relativa).  En todos los

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

ntl9-1 F              5' CAGP\FTCAIGAC;CTAJCCGAITG 3'

nf/9-/ R            5' AAATATCCCATITG GTGAGAC 3'

nf/9-2F            5' TCATCAGGTGAGTATITGITG 3'

nf/9-2R            5'  I  I  I  I CTCTGCTTAGACGllTC 3'

nac0 7 7-3F         5' AAACTCACCCTCATCTCAG 3`

nac07 7-3R        5' TTTGCCTCCTITGAAACAC 3'

naco/ 7-4F        5' GTTCCATGACGITTCCATG 3'

nac0 7 7-4R        5' ACCAGACAGTCTACTITGTG 3'

Lbl.3              5' ATTTTGCCGATTTCGGAAC 3'

qAVAC077F        5' CAGTTCGAGTCTCAGGTAGM 3'

qIVAC077R        5' GGTCAATAATCCCATGAACACT 3'

qua/70F          5' ACCAGCAGCGTCTCATCTT 3'

a;UBI 1 oR          Ei GCA:IT AAlc NGA/GAicGNGA:rTT AiGAA 3;

q pp2AF           5' GATACITTGTCGTGTGTTGTCTT 3'

aipp2AR          9 C AAAI AIrx30C;CAAIOGAAIC AA3;

qA C 72F           5' GCTTCTCCAIITGITTGTTTCAT 3'

qA C 7-2R           5' GGAATAAAGAG GCATCAATTCGA 3'

Oligo AP           5' CGCCACGCGTCGACTAGTAC

A C7l/M F          5' CACACTTTCTACAATGAGCT 3'

A C7"A R         5' G CAGTGATCTcllTGCTCAT 3'

NPTIIF             5' CAAGATGGATTGCACGCA 3'

NPTllR            5' CTATGTCCTGATAGCGGT 3'

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

amplificaci6n de ACT/IVA7/7 7  y de alelos mutantes y silvestres relativos a  los loci ATI G34190 y
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AT4G35580  de Arab/.daps/.s  !ha//.ana,  asf  como  los  partidores  que  amplifican  el  gen  NPTIl  del

vector  pROK2  y  el  partidor  complementario  a  la  secuencia  del  borde  izquierdo  (Lbl.3)  del

mismo  vector.   Tambj6n   se   muestran   los   partidores   utiljzados   para   la   cuantificaci6n   de   la

expresi6n  relativa.  Estos  partidores  son  sefialados  anteponiendo  una  q  y  el  nombre  del  gen

cuya expresi6n se analiz6.  Los partidores  utilizados en  la genotipjficaci6n  llevan el  nombre de la

mutante correspondiente y la letra F (Forward) o R  (Reverse).  0ligo AP corresponde al partidor

utilizado  para  realizar  la  transcripci6n  reversa  teniendo  coma  templado  RNA  extraido  de  las

distintas lineas mutantes estudiadas en este trabajo y la llnea control.

Continuaci6n de la leyenda de la Tabla 4.
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RESULTADOS

Objetivo 1 : Obtenci6n de lineas mutantes que pueda presentar una alteraci6n de

la funci6n  de  los factores  de transcripci6n  AtNTL9  y AtNAC017  de  Arab/.c/apsfs

thaliana.

Corn  el  fin  de  estudiar  la  funci6n  de  los  factores  de  transcripci6n  AtNTL9  y

AtNAC017  en  el  trafico  endocitico  y procesos  relacionados,  se  propuso  como  modelo

de  estudio  la  utilizaci6n  de  mutantes  de  Arab/.daps/.s  fha//.ana  para  estos  factores  de

transcripci6n,  las  cuales  pudieran  presentar una  alteraci6n  de  la funci6n  de  6stos.  Se

consider6  deseable que  las  mutantes  presentaran  una  perdida  de funci6n y que esta

pudiera verse  reflejada en  una disminuci6n en  los niveles de transcrito,  ya que,  por un

lado,  no se dispone de anticuerpos que permitan la detecci6n de NTL9 o de NAC017 y,

por otro lado,  es el tipo de alteraci6n que da fa mejor cuenta de la funci6n del factor de

transcripci6n.  Las  mutantes  disponible§  para  IV719  y  MC077  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

fragmento  de  T-DNA.  Dicho  fragmento  proviene  del  plasmido  pROK2  (Figura  3A)  y

corresponde a  la  regi6n  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  regi6n  mencionada  contiene  el  gen  de  resistencia  a  kanamicina,  NPTll,

bajo  el  promotor de  nopalina  sintasa  (NOS)  y el  promotor del  virus del  mosaico  de  la
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F[gura 3. Caracteristicas de lag mutantes ]nsere]onales SALK.  Las mufantes

SALK  son  mutantes  insercionales  que  tienen  interrumpido  su  genoma  con  un  fragmento  del

vector pROK2.  A) Elementce del vector pROK2,  el cual es utilizado para la generaci6n 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  NPTll  bajo el  promoter de nopalina sintasa (NOS),  un  promotor 35S seguido de

un terminador NOS,  otro terminador NOS al final del gen  NPTll  y  las secuencias de los bordes

LB y RB. a) Esquema de una regl6n del genoma de Arab/dope/s lha//ana en la que se lia

lnsertado el fragmento del vector pFtoK2.  Utilizando como informaci6n la secuencia  prdxima

al  borde izquierdo del fragmento,  es posible estimar la  ubicaci6n de  la porci6n del T-DNA en el

genoma y con  ello generar partidores que  permitan corroborar la  iden(idad de  mutantes SALK.

Se    requieren    dos    partidores    que    flanquean    la    inserci6n    y    un    partidor    que    hibride

especificamente  en  el fragmento  de T-DNA,  en  este  caso,  el  partidor Lbl.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  NPTll.  Es  importante tomar en

cuenta  que  la  expre§i6n  del  transgen  NPTll  en  Arab/.daps/.s  Aha//.ana  no  conduce  a

alteraciones  plei;tr6picas  en  su  transcriptoma  (Ouakfaoui  and  Miki,  2005),  de  modo

que los efectos observados en este tipo de mutantes dependen del lugar y orientaci6n

del  inserto  (Eike,  2004;  Wang,  2008).  Se  ha visto  que  la  inserci6n  de T-DNA conduce

con   mayor  probabilidad   a   una  disminuci6n  en   los   niveles  de  transcrito  de  genes

mutados  cuando  el  inserto  se  encuentra  en   un  ex6n   o  rio  arriba  del  jnjcio  de  la

transcripci6n  (Vvang,  2008).  Tomando  en  cuenta  este  criterio  como  punto  de  partida,

las  mutantes  insercionales  a  ser  estudiadas  fueron  escogidas  como  se  describe  a

continuaci6n.

Se   busc6   en   la   base   de   datos   TAIR   (http://www.arabidopsis.org/index.jsp)

cuales eran las mutantes SALK disponibles con interrupci6n del locus AT4G35580, que

codifica  para  el  factor de  transcripci6n  AtNTL9,  o  del  locus  ATIG34190,  que  codifica

para  el  factor  de  transcripci6n  AtNAC017.  En  la  base  de  datos,  ademas,  se  sefiala

parte de la secuencia de un fragmento amplificado a partir del  DNA gen6mico de cada

mutante  utilizando-un  partidor que  hibrida  especificamente  en  el  LB  del  inserto.  Esta

secuencia  coincide con  la  secuencia  silvestre de  la  regi6n  del genoma  de Arab/.daps/.s

fha//.ana adyacente a la mutaci6n insercional y se indica en la base de datos a qu6 lado

de  esta  secuencia  se  encuentra  el  inserto  y,  por ende,  la  orientaci6n  de  este  inserto.

Debido   a   la   incerteza   en   la   lectura   de   la   secuenciaci6n   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 sefialada en
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Ia   base  de  datos  (Figura  38).  A  esta  posici6n,   300  pb  rio  arriba  de  la  secuencia

sefialada en la base de datos y su regi6n adyacente,  en la que tambi6n puede hallarse

la inserci6n de T-DNA,  nos referiremos de ahora en adelante coma el sitio posible de la

inserci6n.   Este   sitio  fue   identificado   en   las   mutantes   de   la   base   de   datos   y  se

descartaron  aquella§  en  las  que  el  inserto  pudiera  encontrarse  en  un  intr6n  de  los

genes  de  intefes.   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   NAG   de  uni6n   a   DNA  de   NTL9  o  de   NAC017,   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  regi6n  amino

terminal  (Figura 4A).  La  extensi6n  del  dominio  NAG  de  NAC017  fue  buscada  en  este

trabajo  mediante  la  herramienta  Scanprosite  (http://prosite.expasy.org  /scanprositeo

utilizando   como   input   la   secuencia   aminoacidica   de   NAC017    (NCBI    Reference

Sequence:  NP_564440.1,  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein  /NP_564440.1)  e  incluye

desde  el  aminoacido  16  al  166  del  factor  de  transcripci6n.  Ademas,  se  aplic6  una

t]ltima    consideraci6n    metodol6gica    a    la   elecci6n    de    las    mutantes,    que   fue   la

disponibilidad  de  germoplasma  de  mutantes  confirmadas  como  portadoras  del  inserto

en   homocigosis  de   acuerdo   a  la   base  de  datos.   Este   hecho,   aunque   debia   ser

confirmado,  sugeria  que  las  mutantes  homocigotas  eran  viables  para  su  estudio.  Se

quiso lfneas mutantes homocigotas para este proyecto ya que las plantas heterocigotas

podrian  no  presentar  un  fenotipo  tan  claro  como  las  plantas  homocigotas.  Por  otro

lado,  se  espera  que  las  mutantes  sean  viables  ya  que,  debido  a  la  gran  importancia

que tiene el trafico en muchos procesos  biol6gicos,  como se  ha descrito anteriormente

en    la    Secci6n    "lntroducci6n",    la    redundancia    funcional    haya    sido    favorecida

evolutivamente  para  genes  del  sistema  de  endomembranas.   En  consecuencia,   las
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mutantes  escogidas  fueron:  nf/9-7  (SALK_065051)  y  nf/9-2  (SALK_102041C)  para  el

locus     AT4G35580;     y     las     mutantes     nac077-3     (SALK_025104C),      nac077-4

(SALK_026937)  y  la  mutante  nac077-7  (SALK_022174C)  para  el  locus  ATIG34190.

Aquellas  lineas  cuyo  c6digo  SALK  termina  en  una  letra  C  son  aquellas  que  estaban

indexadas como homocigotas en la base de datos TAIR.

Se estim6 que el inserto se ubica aproximadamente en el primer ex6n de  IV7|9

en  el  alelo  mutante  nf/9-2  y  en  el  ex6n  2  de  IV7|9  en  el  alelo  mutante  n£/9-7,  de  tal

modo  que  en  ambas  mutantes  el  inserto  interrumpiria  la  region  que  codifica  para  el

dominio NAC de NTL9.  N6tese que el LB se orienta hacia el 5' UTR en nf/9-2 y hacia el

3'   UTR  en  nf/9-7   (Figura  4A).   Cabe  sefialar  que  la   mutante  nf/9-7   ya   habia  sido

caracterizada como  una  mutante de perdida de funci6n de NTL9 con  respecto a su  rol

en el estfes osm6tico y senescencia  (Yoon et al„  2008)  y,  posteriormente,  se observ6

lo mismo con  respecto al  rol de NTL9 en  la represi6n de la proteina relacionada con la

patog6nesis,  PR1  (Kim et al.,  2012).  Con  respecto a las mutantes del loci ATIG34190,

en  las 3 mutantes escogidas el  LB se orienta hacia el extremo 3' del gen,  estimandose

que la intemupci6n insercional se encuentra al inicio del ex6n 2 en la mutante nac077-7

(probablemente   jnterrumpiendo   la   regi6n   que   codifica   para   el   dominio   NAG   de

NAC017)  y  al  inicio  del  ex6n  4  en  la  mutante  nac077-4.  En  la  mutante  nac077-3  la

ubicaci6n  aproximada  del  inserto  es  previa  al  inicio  de  la  transcripci6n  de  MC077,

probablemente interrumpiendo la regi6n 3'UTR del  locus ATIG34180 (MC076).  Se ha

reportado que la interrupci6h 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  35S  (Vvang,  2008).  Dado  que  este  enhancer se  encuentra

cerca  del  LB,  es  decir  a  mss  de  4  kb  del  3'UTR  IVAC076  en  la  mutante  nac077-3,
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F[gura  4.  Esquema  de  los  genes  ATIG34190  y  AT4G35580  de  Arabi.dopsi.s

tha/;and y la ubicaci6n de las lhsereiones de T-DNA en los genes de interfes en

las  mutantes  estudladas  en  este  trabajo.  A)  Esquema  del  locus  AT4G35580  que

codlflca  para  el  factor de transcr]pcl6n  NTL9.  NTL9  posee  un  dominio  NAC  de  union  a

DNA codificado en  sus dos  primeros exones,  region  que  se encuentra  interrumpida tanto en

la mutante nl/9-7 como en la mutante nl/9-2.  8) Esquema del locus ATIG34190 que codifica

para el factor de transcripci6n  NAC017.  El dominio de union a DNA de NAC017 se encuentra

codificado  en   los   primeros  2  exones  de  su   marco  de   lectura   abierto,   region  que  esta

interrumpida en la mufante nac077-7.  NAC017, ademas, posee un dominio regulatorio que en

la mutante nacoJ74 no podrla transcribirse.  En la mutante nac077-3 el fragmento insercional

interrumpe la regi6n  previa al inicio de la transcripci6n del gen  rvAC077.
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es  poco  probable  un  efecto en  la  expresi6n  de  MC076 debido  a  la  mutaci6n y,  en  la

ausencia  de  mejores  lineas  candidata§  confirmadas  como  homocigotas,  se  solicit6  la

mutante nac077-3. Ademas,  cabe tomar en  cuenta que,  a diferencia de lo que ocurre

con  las  mutantes nf/9-7/2 y nac077-7,  las  cuales  presentan  interrumpida  la  regi6n  que

codifica el dominio de  uni6n  a  DNA,  siendo posib[e afirmar una p6rdida  de funci6n  sin

evaluar  los  niveles  de  expresi6n  de  IV719  o  de  IVAC077,  esto  era  menos  claro  en  la

mutante  nac077-4,   haciendo  aconsejable  agregar  al  menos  una  mutante  alelica  al

estudio a realizar. Al respecto, aunque se habia predicho la existencia de una regi6n de

transmembrana  codificada  de  manera  posterior a  la  interrupci6n  insercional  presente

en  la  mutante nac077-4 (Kim et al.,  2010),  esto no se confirm6  ni estuvo  reportado  un

rol para esta regi6n en la funci6n de NAC017 hasta mucho despu6s de la obtenci6n de

[as [ineas mutantes en este seminario de titu[o  (Ng  et al.,  2013).  Por e] trabajo de  Ng y

colaboradores,   ahora   sabemos   que   la   regi6n   descrita   permite   la   localizaci6n   de

NAC017 en la membrana del reticulo endoplasmatico, donde la acci6n de una proteasa

romboide  permite  la traslocaci6n  del factor de transcripci6n  al  ntlcleo,  de  modo que  la

mutante   SALK   nac077-2,   que   produce   una   proteina   carente   de   esta   regi6n   de

asociaci6n  a  membrana,  constituye  una  mutante  de  ganancia  de  funci6n  de  NAC017

(Ng  et  al.,   2013).   Debido  a  que  la  localizaci6n  de  la  interrupci6n  insercional  en   la

mutante nac077-2 es similar a la encontrada en nac077-4   (Ng et al.,  2013)  y que una

localizaci6n  similar  del   inserto  SALK  no  necesariamente  conduce  al  mismo  tipo  de

alteraci6n  de  [a  expresi6n   relativa  del  gen  interrumpido  (Wang,   2008),  se  tuvo  en

cuenta que seria  necesaria la evaluaci6n de la expresi6n de MC077 para saber si la

mutante   nac077-4   corre§ponderia   a   una   perdida   de   funci6n   (disminuci6n   de   la

expresi6n relativa de MC077) o una ganancia de funci6n (mantenci6n o aumento de la

expresi6n  relativa  de  MC077).  De tal  manera que,  en  consideraci6n  a  la  informaci6n
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disponible   en   ese   momento,   semillas   de   los   5   germoplasmas   escogidos   fueron

solicitadas  al  banco de  semillas  de Arab/.Oaps/.s tha//.ana ABRC  (Arab/.dapst.s Biological

Resource Center, http://abrc.osu.eduo. La localizaci6n del inserto en cada una de estas

mutantes se resume en la Tabla 5.

Nombre de [a
mutante inserciona]

C6digo de la
mutante Locus                          Lugar posible de la

interrumpido                   inserci6n de T-DNA

ntl9-1, cbnac

ntl9-2

nac017-3

nac017-1

nac017-4

SALK   102104C

SALK  065051

SALK   025104C

SALK  022174

SALK  026937

AT4G35580

AT4G35580

ATIG34190

ATIG34190

ATIG34190

Ex6n 2 de NTL9

Ex6n  1  de  NTL9

Precede al inicio de la
transcripci6n de NAC017

Ex6n 2 de NAC017

Ex6n 4 de NAC017

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

los  FTs  NTL9 y  NAC017 en  este trabajo.  Se escogieron 5 mutantes SALK en las que el

elemento insercional se encuentra en algt]n ex6n o previo al inicio de la transcripci6n, ya que en

estas  ubicaciones  el  inserto  de  T-DNA  puede  conducir  a  la  disminuci6n  de  los  niveles  de

transcrito  del  locus  interrumpido.  En  la  tabla,  se  resume  la  informaci6n  de  la  localizaci6n  del

inserto  en  cada  mutante y  su  c6digo  SALK.  El`lugar  posible  del  sitio  de  la  inserci6n  es  300  pb

r`o   arriba   de   la   secuencia   aledafia   al   inserto   publicada   en   la   base   de   da{os   TAIR   y

posteriormente se requiri6 confirmar si el  inserto se  encontraba en  este lugar o  mss lejos de  la

secuencia de la base de datos.

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

factores  de  transcripci6n  NTL9  o  NAC017,  estas  fueron  propagadas  generando  una
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linea  independiente  por cada  semilla  de Arab/.Oaps/.s tha//.ana.  Debido  a  problemas  en

el  cultivo  y  propagaci6n,  solamente  se  obtuvieron  lineas  con  parental  de  los  stock de

ABRC   de   las   mutantes   n£/9-7,   nf/9-2,   nac077-3   y   nac077-4.    Para   no   llevar   a

conclusiones  err6neas  con  respecto  a  este  punto,  adelantamos  que  en  un  trabajo

publicado  a  un  afio  del  inicio  de  este  seminario  de  titulo  se  mostr6  que  la  mutante

nac077-7  es viable y es  una  mutante de perdida de funci6n  del factor de transcripci6n

NAC017  (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

propagaci6n del  germoplasma  mutante y corroborar el sitio de la mutaci6n  insercional,

se realiz6 una genotipificaci6n utilizando como templado DNA gen6mico de un conjunto

de  plantas  de  cada  una  de  las  lineas  obtenidas.  Esta  genotipificaci6n  consiste  en  la

detecci6n  mediante  PCR  tanto  del  inserto  de  T-DNA  en  la  regi6n  esperada  del  DNA

gen6mico 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 obtendfa el genotipo del parental, el cual comparten todas las plantas de

cada  conjunto  y  corresponde  a  una  tlnica  planta  propagada  por autocruce.  En  primer

[ugar,  se  verific6  la  calidad  del  DNA  gen6mico  extraido  corroborando  [a  amplificaci6n

del  gen  de  actina  con  partidores que  amplifican  simultaneamente  dos fragmentos,  los

que  provienen  de  los  loci  codificantes  para  las  isoformas  AC7"A7  y  AC77IVA77  de

Arabt.dapst.s  tha//.ana  (Tabla  4).  Obtenida  la  amplificaci6n  de  AC7"47/77,  es  decir,

solamente  en   muestras  de  calidad  comprobada  del   DNA  gen6mico,   se  verific6  la

presencia  del  gen  NPTll,  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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sjlvestres   de  Arab/.daps/.s  Aha//.ana.   Una   vez   confirmado  que   las   plantas   mutantes

poseen   el   gen   NPTll   y,   en   conclusi6n,   un  fragmento  de  T-DNA  insertado   en   su

genoma,  se debi6 confirmar que dicha  inserci6n se  encuentra  en  la  regi6n  prevista  en

cada  mutante.  Para  ello,  se  realiz6  un  PCR  utilizando dos  partidores:  uno  que  hibrida

de manera especifica en la  regi6n  LB del T-DNA (Lbl.3, Tabla 4) y uno que hibrida de

manera  especifica  en  el  genoma  de  Arab/.Oaps/.s  tha//.ana.   Este  dltimo  partidor,   en

adelante "Reverse" (R,  Figura 38), fue disefiado para hibridar cerca del sitio putativo de

la  inserci6n  tanto  en  la  mutante  como  en  la  planta  silvestre,  de  manera  que  en  la

mutante  hibrida  en  sentido  opuesto  que  el  partidor  Lbl.3  y  el  PCR  efectuado  con

ambos partidores en presencia del alelo mutante amplifica un fragmento,  cuyo tamafio

sera determinado mediante electroforesi§ de DNA en gel de agarosa.  La presencia del

amplificado permitifa inferir que en la progenie analizada esta presente el alelo mutante

y que,  en con§ecuencia, el parental posee al menos un alelo mutante.  El partidor Lbl .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  sabre  DNA  gen6mico  silvestre  no  genera fa

ningdn producto ampljficando con este partidor. Tampoco §e genera fa ningt]n producto

mediante  el  mismo  PCR  sobre  DNA  de  plantas  mutantes  que  posean  una  mutaci6n

insercional  en  otra  regi6n  del genoma,  ya que el  partidor gen6mico es especifico  para

la  regi6n  del  gen  de  interes  de  Arab/.daps/.s  !ha//.ana.  Esto  es  importante  de  notar ya

que,  si  bien  la  mayor  parte  de  las  mutantes .SALK  poseen  solamente  una  mutaci6n

insercional, tambi6n podria ocurrir que exista una segunda inserci6n en su genoma.  En

este  caso,  Ia  segregaci6n  de  la  segunda  inserci6n  podria  llegar a  encontrarse  con  un

resultado  que  prueba,  simultaneamente,  la  presencia  del  gen  NPTll  y  la  ausencia  de

interrupci6n   insercional   en   la   regi6n   del   genoma   evaluada   de   manera   especifica.
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Adicionalmente,   la   determinaci6n   del   tamafio   del   producto   permitifa   confirmar  con

mayor precisi6n  el  lugar de  la  mutaci6n  insercional.  Es  decir,  e[ tercer PCR  (utilizando

los  partidores  LB1.3/R),  efectuado  sobre  DNA  de  las  lineas  mutantes,  responde  3

preguntas:  6es el  parental de esta  linea  portador del  alelo  mutante?,  6se encuentra  la

mutaci6n  insercional  en  la  regi6n  de  intefes?  y  Gen  qu6  lugar  del  genoma  de  las

mutantes,  alrededor del  sitio  putativo,  se  encuentra  efectivamente  el  fragmento  de T-

DNA?;  y,   eventualmente,   podria  responder  la  cuarta  pregunta  que  es  6existe  una

segunda  mutaci6n  insercional  en  estas  lineas?,  si  es  que  se  encontrara  una  linea

portadora  de  la  segunda  mutaci6n  insercional  y  no  de   la  mutaci6n  insercional  de

inter6s.  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 la detecci6n

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 tambi6n  de  manera  especifica  en  el  genoma  silvestre,  el  partidor

Forward  o  F.  El  partidor  F  hibrida  en  e[  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  38),   Debido  a   la

procesividad   de   la   enzima   polimerasa   utilizada   y  el   tiempo   de   extensi6n   utilizado

durante la reacci6n de PCR,  el  PCR  realizado con  los partidores F y R solo genera un

producto   utilizando   como   templado   DNA   gen6mico   silvestre.   En   tanto,   en   estas

condicione§  la  enzima  es  incapaz de  amplificar el  alelo  mutante,  donde el tamafio  del

producto,  debido a la presencia del inserto,  es mayor al que puede ser amplificado par

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

reacci6n  con  los  partidores  F  y  R  que  utiliza  como  templado  DNA  gen6mico  mutante
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implica   que   ninguna   de   las   plantas   analizadas   contiene   el   alelo   silvestre   y,   en

conclusi6n,  que  el  parental  corresponde  a  una  mutante  homocigota.  En  la  tabla  4  se

indican    los    partidores    F    y    R    disefiado§    para    cada    mutante    insercional.    Una

representaci6n del  resultado  hipotetico de la genotipificaci6n 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 NPTll, en la planta o progenie de parental mutante heterocigoto se

amplifica  actina,  NPTll,  el  alelo  mutante  y  ademas  e[  silvestre  y,  por  d]timo,  en  una

planta o progenie de parental mutante homocigoto  se amplifica actina,  NPTll 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 comparaci6n con el  PCR que detecta el  alelo  silvestre  (alrededor de  1  kb).

El  disefio de  partidores se  realiz6  de  esta  manera  para facilitar la  identificaci6n  de  los

productos de PCR en electroforesis en gel de agarosa.

De   acuerdo    al    disefio   experimental    que    hemos   descrito,    se   realiz6    la

genotipificaci6n  de  las  lineas  mutantes  de  los  genes  IV719  y MC077.  Para  ello,  se

disefiaron  los  partidores  F  y  R  de  acuerdo  a  la  estrategia  mencionada  anteriormente

(Figura  38),  teni6ndose  un  par de  partidores  distintos  para  la genotipificaci6n de  cada

mutante  (Tabla 4).  Asi se  identific6 el genotipo del  parental de  cada  una de  las  lineas

mutantes con  los partidores correspondientes,  resultado que se detalla en  la Tabla 6 y

que fue validado mediante la comparaci6n contra el genotipo de las lineas silvestre del

ecotipo   Col-0,   utilizadas   como   control   en   cada   genotipificaci6n.   En   primer   lugar,

entonces,  se corrobor6 que  las plantas silvestres  utilizadas  presentan el alelo  silvestre
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Figure 5. Resu[tado esperado de la genotlplficaci6n de plantas de Arabi.dopsi.s

fha//ana  que  permlte  la  ]dentjficaci6n  de  mutantes  SALK  homoc[gotas.  Se

muestra el resultado de la genotipificaci6n de una planta silvestre (panel superior),  una planta

heterocigota   para   la   mutaci6n   inseroional   (panel   central)   y   una   planta   que   presenfa   la

mutaci6n   insercional   en   sus   dos   alelos   (panel   inferior).   Mediante   PCR,   se   detectan   4

elementos  gen6micos:  AC7"A  (A),  NPTII  (N),  el  alelo  mutante  (L)  y  el  alelo  silvestre  (S).

Para  estudiar  las  mufantes  homocigotas,  se  selecoionan  aquellas  plantas  que  presentan  el

alelo mutante y carecen del alelo silvestre para un determinado gen de intetes.
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en  homocigosis.  Como  se  indica  en  la  Tabla  7,  el  DNA  gen6mico  de  la  linea  Col-0

utilizada permite amplificar los fragmentos provenientes de AC7"A7/77 y de los alelos

silvestres de los genes IV719 y IVAC077,  y carece del fragmento que proviene del  gen

fofaneo   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

mutaci6n   insercional   de   T-DNA   en   su   genoma.   De   los   germoplasmas   mutantes

evaluados,   para  2  de  ellos  se  confirmaba  en   la   base  de  datos  que  su  genoma

presentaba  el  alelo  mutante  en  homocigosis.  Este  hecho  solamente  se  confirm6  para

las  lineas  del  germoplasma  nf/9-2,  en  las  que  a  partir  de  DNA  de  todas  ellas  se

ampljfic6   mediante   PCR   tinicamente   el   fragmento   del   alelo   mutante   y   nunca   el

fragmento  del  alelo  silvestre.  En  las  lineas  analizadas  de  los  otros  3  germoplasmas,

nf/9-7,  nac077-3 y  nao077-4,  se  identificaron  lineas  en  que  el  parental  es  mutante  en

heterocigosis  (se  amplific6  el  fragmento  del  alelo  mutante  y  ademas  el  fragmento  del

alelo  silvestre)  e  incluso  una  lfnea  sin  inserto  (no  se  amplific6  el  fragmento  del  gen

NPTIl  ni  del  alelo  mutante,   pero  si  el  fragmento  del  alelo  silvestre),  segregante  del

germoplasma nac077-7.  Por otro lado, se obtuvieron lineas homocigotas para todas las

mutaciones  insercionales  de  intefes.  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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Germoplasma         Linea
del que proviene

el parental

Presencia (+) o ausencia (-) de
producto de PCR

ANLS

Genotipo del parental
para e] alelo
respectivo

ntl9-1

ntl9-2

nac017-3

nac017-4

Mutante homocigota
Mu{an{e homocigota
Mutante heterocigota
Mutante homocigota

Mutante homocigota
Mutante homocigota
Mutante homocigota
Mutante homocigota

Mutante homocigota
Sin jnserto

Mutante homocigota
Mutante homocigota
Mutante heterocigo{a
Mutante homocigota
Mutante heterocigota
Mutante heterocigota

Mu{ante homocigota
Mutante heterogota
Mutante homocigota

Tabla 6. Resumen de fas lineas mutantes genotipificadas para la identificaci6n de

mutantes  homocigotas  de  los  factores  de  transcripci6n  NTL9  y  NAC017.    Las

mutantes nf/9-7,  nf/9-2,  nac077-3 y nao077-4 fueron obtenidas desde el banco de germoplasma

y propagadas para la obtenci6n de material de trabajo.  La identidad  de las llneas obtenidas fue

verificada mediante la estrategia de genotipificaci6n descrita en el texto previo a esta tabla. A =

AC77M.  N  =  NPTll,  L  = alelo  mutante,  S  =  alelo  silvestre.  El  signo  (+)  indica  que  se  obtuvo  la

amplificaci6n  del  fragmento  de  la  region  gen6mica  sefialada  en  la  columna  y el  signo  (-)  indica

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

homocigotas,  n=3.
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Germop[asma         Mutaci6n insercional
cuya ausencia se

Presencia (+) o ausencia (-) de
producto de PCR
NL

Col-0
ntl9-1
ntl9-2

nac017-3
nac017-4

Tabla 7. Genotipificaci6n 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 =

ACT-/M,  N  =  NPT]l,  L  = alelo  mutan{e.  S  =  alelo  silvestre.  El  signo  (+)  indica  que  se  obtuvo  la

amplificaci6n  del fragmento  de  la  region  gen6mica  sefialada  en  la  columna  y el  signo  (-)  indica

la ausencia de amplificaci6n del fragmento indicado.  Como se indica, se comprob6 que la planta

silvestre Col-0 (control) no posee el gen  NPTll de Agrobacfen.urn fumefac/.ens que se encuentra

en  el  fragmento de T-DNA en  el  genoma  de  las  mu{antes  insercionales  SALK y  que todos  los

fragmentos de los alelos silvestres de rv7-L9 y MC077 son amplificados.  Los fragmentos de los

alelos mutantes estudiados,  nf/9-7,  n!/9-2,  nac077-3 y nac077-4,  en cambio,  estan ausentes del

genoma de la planta silvestre.  n=6.

El  resultado  de   la genotipificacj6n  de  las  lineas  homocigotas obtenidas  (Tabla

6)  puede observarse en  la Figura 6,  donde se muestra  la genotipificaci6n de  una linea

mutante homocigota para cada factor de transcripci6n, NTL9 o NAC017, mediante los 4

PCR  que  se  realizan  sobre  3  muestras:   DNA  mutante,   DNA  silvestre  y  un  control

negativo que  corresponde  a  la  reacci6n  de  PCR sin  templado.  Como deciamos,  en  la

planta  silvestre  se  obtuvo  solamente  la  amplificaci6n  de  los fragmentos  de AC77IVA  y

del   alelo   silve§tre.   En  cada  mutante,   por  otro  lado,   se  obtuvo  la  amplificaci6n   del

fragmento de ACT/M, del fragmento de NPTll,  indicando la presencia del inserto de T-
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DNA;  y  del  fragmento  de  su  re§pectivo  alelo  mutante,  indicando  que  el  inserto  de  T-

DNA se encuentra en  el  Iugar de  intefes.  Lo  anterior,  en  conjunto  con  la  ausencia  del

alelo  silvestre,  indica  que el  parental  de  las  lineas  evaluadas  presenta  la  mutaci6n  en

ambos alelos.  En la Figura 6 vemos, ademas,  Ios 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 tamafios esperados de 795  pb y 850  pb

de   los   fragmentos   provenientes   de   AC7"A7   y   AC77IVA77,   respectivamente.   El

fragmento   que   amplifican    los   partidores   de   NPTll    utilizados    posee   un   tamafio

consistente con el esperado, esto es, de 655 pb de acuerdo a la secuencia de NPTll en

el plasmido pROK2 (http://signal.salk.edu/PBIN-pROK2.txt-new).  Los fragmentos de los

alelos silvestres tambi6n poseen tamafios esperados,  los que corresponden a  1080 pb

para el fragmento que esta  interrumpido en nf/9-7,1017 pb para el fragmento que esta

interrumpido en nf/9-2,1214 pb para el ,fragmento que esta interrumpido en  nac077-3 y

1029   pb   para   el   fragmento   que   esta   interrumpido   en   nao077-4.   Para   los   alelos

mutantes,  se  habia  estimado  cual  seria  el  tamafio  del  fragmento  amplificado  si  la

interrupci6n  insercional  se encontrara exactamente a 300  pb de la secuencia  obtenida

a  partir  de  DNA  gen6mico  mutante  y  que  esta  indicada  en  la  base  de  datos.   Los

tamafios  estimado/real  corresponden  a  411/425  para  el  fragmento  de  nf/9-7,  479/400

para el fragmento de nf/9-2,  569/500 para el fragmento de nac077-3 y 452/500 para el

fragmento  de  nac077-4.  Estos  tamafios,  que  se  resumen  en  la  Tabla  8,  confirman  la

posici6n de las interrupciones del ex6n 2 de AT4G35580 en la mutante nf/9-7,  del ex6n

1   de   AT4G35580   en   la   mutante   n£/9-2,   de   la   region   rio   arriba   del   inicio   de   la

transcripci6n de ATI G34190 en la mutante nac077-3 y del ex6n 4 de ATI G34190 en la

mutante  nac077-4.  A  estas  observaciones  cabe  afiadir  que  el  tamafio  calculado  del

fragmento  del  alelo  mutante  de  nac077-3  ubica  la  mutaci6n  insercional  a  17  pb  del
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t6rmino de  la transcripci6n  de  MC076,  distancia que no supera  la  resoluci6n  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   inserci6n   se

encuentra  efectivamente dentro  del  3'UTR de  MC076.    En  conclusi6n,  se  obtuvieron

mutantes  homocigotas  provenientes  de  4  de  los  5  germoplasmas  que  se  planific6

estudiar  y  se   confirm6   Ia   localizaci6n   de   la   interrupci6n   del   genoma   de   estas  4

mutantes  con   respecto  a   los  loci  que  codifican   para   NTL9  y  NAC017.   Esto  dltimo

permiti6  proseguir  con  los  estudios  sobre  estos  4  germoplasmas,  ya  que  comprueba

que  las  mutantes son  buenas  candidatas  a  presentar una  alteraci6n  de  la funci6n  del

factor de transcripci6n  NTL9 o de NAC017,  segtln sea el caso.  Debido a que,  como se

dijo  anteriormente,  cuando  la  interrupci6n  insercional  se  encuentra  en  un  ex6n  o  rio

arriba  del  inicio  de  la  transcripci6n  es  mss  probable  que  conduzca  a  una  disminuci6n

de  los  niveles  de transcrito  (\/Vang,  2008),  dicha  alteraci6n  podria  corresponder a  una

perdida de funci6n de IV7L9 o de IVAC077 en las mutantes obtenidas.
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Colro M uta nte horn odgota               Control negath/o

+a.Skb

Flgura 6. Genot]plf[cac]6n de li'neas homoc]gotas de mufantes de los factores de

transcrlpcl6n  NTL9  y  NAC017.  En  coda  fila  se  muestra  el  resultado  de  genotipificaci6n

representativo de llneas homcoigotas para las mutaciones inseroionales  nl/9-7,  nl/9-2,  nacoJ7-3

y  nacoJ7-4.  Para  cada  genotipificaci6n  se  seflala  el  resultado  pare  la  mutante  homocigota  (al

centro), para la llnea silvestre con(rol (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

gen6micas  de  ACT/NA (A),  de  NPTIl  (N),  del  alelo  mutante  respectivo  (L)  y del  alelo  silvestre

(S).  n=3. A la  izquierda se indica qii6 mutacion insercional se buscaba en  homocigosis en cada

genotipificaci6n en cada  una de  las llneas 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 indjcan la posicici6n 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.

Continuaci6n de la leyenda de la Figura 6.

Locus                     A[elo del que proviene                    Tamaiio                          Tamafio
el fragmento amplificado                esperado                    experimental

AT4G35580

ATIG34190

ntl9-1

ntl9-2

nac017-3

nac017-4

425

400

500

500

Tabla 8. F`esumen de los tamafios experimenfales de los fragmentos de los alelos

mLltantes    amplificados    en    mutantes    insercionales    de    los    factores    de

transcripci6n  NTL9  y  NAC017.   El  tamafio  esperado  del  producto  de  PCR  obtenido  al

amplificar   el   fragmento   del   alelo   mutante   con   los   partidores   Lbl.3   y   R   fue   calculado   y

comparado con el tamafio experimental  determjnado durante  la genotipificaci6n  para cada  una

de las mutantes de rv719 o de IVAC077. Aunque existe una variaci6n en{re el valor experimental

y  el  valor esperado  calculado  previamente,  Ios tamafios  experimentales  de  los  fragmentos  de

los   alelos   mutantes   son   consistentes   con   la   localizaci6n   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  gen6micas  de

intefes,   se   realiz6   una  digesti6n   con   enzimas  de   restricci6n  de   cada   uno   de   los

fragmentos   amplificados,   el   fragmento   del   alelo   silvestre   y  el   fragmento   del   alelo

mutante,  obtenido en  la genotipificaci6n 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  §ilvestre,  obtenido de  la   linea silvestre,  se  utiljz6

la  misma  enzima  de  restricci6n.  Esto  t]Itimo  conduce  a  que  uno  de  lo§  fragmentos

generados en la digestion tenga el mismo tamafio y secuencia tanto en la digesti6n del

alelo  mutante  como  en  la  digesti6n  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  tlnico  sitio  de  corte,  lo  que tambien  result6  en  un  tlnico  sitio  de  corte

para  los fragmentos  de los  alelos silvestres amplificados en la genotipificaci6n de  n£/9-

7,  nf/9-2 y  r7ac077-4.  El  fragmento  del  ale[o  si[vestre  amplificado  en  la  genotipificaci6n

de  nac077-3,  por su  parte,  posee  dos  sitios  de  corte  para  la  enzima  escogida,  por lo

que su digesti6n completa genera tres productos de digesti6n.  Las enzimas escogidas

fueron Kpnl  para la digesti6n del fragmento del alelo mutante de nf/9-7 y su contraparfe

silvestre,  Apal  para el fragmento del alelo  mutante de nf/9-2 y su contraparte sjlvestre,

8g111  para el fragmento del  alelo mutante de nac077-3 y su  contraparte silvestre y,  por

ultimo,  Spel para el fragmento del alelo mutante de nac077-4 y su contraparte silvestre.

Se   determin6   cuales   eran   los   tamafios   de   los   productos   de   la   digesti6n   de   los

fragmentos  amplificados  en  la  genotipificaci6n  de  las 4  lineas  mutantes,  tamafios  que

se detallan  en  la Tabla 9.   Al  realizar la digesti6n,  vemos que se confirm6  el  ndmero y

tamafio de los fragmento§ generados, tal como se detalla en la Tabla 9.  EI resultado de

esta  digesti6n se describe  a  continuaci6n  y se  puede observar en  la  Figura  7.  Para  la

digestion  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  digesti6n  del

fragmento.  En  los 4 casos,  existe una tercera  banda  (apenas detectable  para el  caso

de  nac077-4)  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 reacci6n de digestion

no  permiti6  la  digesti6n  de  todo  el  templado  agregado  a  la  reacci6n  de  digesti6n.  Si

comparamos  61  tamafio  del  templado  sin  digerir  en  la  reacci6n  de  digesti6n  con  el

tamafio  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

reacci6n  de  digesti6n,  ya  que  existe  una  tendencia  a  una  movilidad  electrofor6tica

ligeramente menor a la esperada para todas las bandas,  que se hace notoria para las

bandas   de   tamafios   pequefios.    No   obstante,    se   confirma   que    los   fragmentos

amplificados desde  los  alelos  mutantes n£/9-7,  n£/9-2,  r}ac077-3 y nac077-4,  presentan

un  dnico sitio de corte para  las enzimas de restricci6n  utilizadas,  permitiendo sostener

que  proceden  de  la  regi6n gen6mica del  DNA mutante que se encuentra interrumpida

por  la  inserci6n  del  fragmento  del  T-DNA.  Ademas,  los  tamafios  de  los  productos  de

digesti6n  siguen  siendo consistentes con  los tamafios esperados.  Un  resultado similar

se  obtuvo  con  la  digesti6n  de  los  fragmentos  del  alelo  §ilvestre  que  proceden  de  las

regiones que en la§ mutantes se encuentran interrumpidas por el fragmento de T-DNA,

como se  observa en  la  misma figura  (Figura 7).  La  djgesti6n  de los fragmentos de  los

alelos  silvestres  que  se  encuentran  interrumpidos  en  las  mutantes  nf/9-7,   nf/9-2  y

nac077-4,  resulta en una  banda que corresponde a  parte del templado que no ha sido

digerido y,  adicionalmente,  dos bandas de los tamafios e§perados que corresponden a

los productos de la digesti6n con la enzima de corte anico para esos fragmentos.  En la

digesti6n del fragmento del alelo silvestre que se encuentra interrumpido en la mutante

nac077-3 se observan 3 bandas.  Dos de ella§ corresponden a los tamafios esperados

de la digesti6n  completa del fragmento:  una banda de mayor tamafio que corresponde

al  producto  de  la  digesti6n  cuyo tamafio es  de 916  pb y  una  banda  de  menor tamafio

en  que  se  encontrarian  los  otros  dos  productos de  la digesti6n,  de tamafios  155  pb  y

56



143 pb.  Los dos productos de menor tamafio provienen  de los extremos del fragmento

del   alelo   silvestre   y   la   digesti6n   incompleta   del   mismo   explica   la   tercera   banda

visualizada, que corresponde al fragmento del alelo silvestre que ha sido cortado por la

enzima  8g111  solamente  en  uno  de  los  dos  sitios  de  corte  presentes  en  el  templado.

Consistentemente,  el tamafio  de esta  banda se acerca a los  1100 pb.  Si  comparamos

el  tamafio  de  la  banda  mss  pequefia  obtenida  de  la  digesti6n  de  cada fragmento  del

alelo  mutante  y del  alelo  silvestre correspondiente,  vemos  que  su tamafio  es  identico.

Esto es consistente con la observaci6n que se realiz6 en un principio de que el extremo

del fragmento que esta del lado de la secuencia en que hibrida el partidor R es identica

tanto  en  el  alelo  silvestre  como  en  el  alelo  mutante.  En  conjunto,  estos  resultados

permiten afirmar que los fragmentos amplificados, tanto desde DNA gen6mico silvestre

como mutante, proceden de las regiones de intetes.
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Enzima                    Tamafios esperados de la digesti6n del fragmento digerido (pb)

Alelo mutante                                         Alelo silvestre

Kpnl

Apal

89111

Spel

ntl9-1

ntl9-2

nac017-3

nac017-4

123*y280                             123* y 957

111*y300                                  111*y906

155*y 360                        155*,  916** y  143

240* y 260                            240* y 889

Tabla 9. Tamaiios esperados de ]os productos de la digesti6n de los fragmentos

amp]ificados  desde  los  a]elos  mutantes  y  sjlvestres  de  rv7lL9  y  rvAC077.  Se

muestran   los   tamafios   esperados   de   los   productos   de   la   digesti6n   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  digesti6n  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   el   alelo   silvestre   en   la

genotipificaci6n de nac077-3 luego de la digestion  con  8g111.
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Digesti6n del
alelo mutante

Sopb        D             C         IO0pb

<100pb

Digesti6n del
alelo silvestre

<450pb

<300pb

<'25pb

1500pb

mHIRHEHI

50pb        D              C         100pb

llcopb

i 1,2kb
<950pb

<150pb

<',1kb
+900pb

1250pb

Flgura  7.  Verlflcacl6n  del  patr6n  de  digest]6n  de  loo  fragmentos  ampllf]cados

desde los alelos sllvestre y mutante de  W7lLg y MCOJ7.  Se muestra la digestion (D)
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de los productos de PCR definidos como los alelos mutante y silvestre en relaci6n a la region de

T-DNA  de  cada  mutante  junta  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 digesti6n  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  resoluci6n  de  los geles,  confirmando que  los  productos  de  PCR  provienen  de  las

regiones genicas de interes.

Continuaci6n de la leyenda de la Figura 7.

Finalmente,   para   dar   par   cumpljdo   el   primer   objetivo   de   este   trabajo   es

necesario  analizar si  las  mutantes  obtenidas  sefan  dtiles  para  poder evidenciar el  rol

funcional  de  NTL9  y  de  NAC017,  es  decir,  si  pueden  presentar  una  alteraci6n  de  la

funci6n  suficiente  para  presentar  un  fenotipo  observable.   De  acuerdo  a  los  analisis

previos que muestran que la localizaci6n del inserto es en el primer ex6n de IV719 en la

mutante nf/9-2 y en el segundo ex6n de IV7lL9 en la mutante n£/9-7,  ambas mutantes de

rv7|9 presentan  una p6rdida de la funci6n del factor de transcripci6n  NTL9.  En el caso

de  la  mutante  nf/9-2,  se  espera  que  esta  perdida  de  funci6n  sea  total  debido  a  la

imposibilidad de generar una proteina con su correspondiente dominio de uni6n a DNA.

En  el  caso  de  la  mutante  n£/9-7,  si  bien  la  mutante  podria  generar  una  proteina  con

gran  parte  de  este  dominio,  la  mutante  ya  ha  sido  reportada  como  una  mutante  de

perdida  de  funci6n  en  que  la  proteina  relacionada  con  la  patogenesis  (PR1),  blanco

transcripcional del represor NTL9, se encuentra inducida basalmente,  lo cual confiere a

la  mutante  resistencia  a  pat6genos.  Debido  a  lo  anterior,  sabemos  que  la  perdida  de

funci6n  en  esta  mutante,  aunque  tal  perdida  pudiera  ser  parcial,  es  suficiente  para
\

alterar la fisiologia de la planta.
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En el caso de  las  mutantes de IVAC077,  la  comprobaci6n de la alteraci6n de  la

funci6n  del  factor  de  transcripci6n  requiri6  de  mas  antecedentes.  Para  resolver  este

problema,  se  cuantific6  la  expresi6n  relativa  de  MC077 en  las  mutantes  nac077-3 y

nac077-4.  Para comenzar,  se busc6 en  la base de datos EFP  Browser en qu6 tejidos

de Arab/.daps/.s aha//.ar}a se expresa NAC017. Se encontr6 que el factor de transcripci6n

se  expresa en todos  los tejidos  de Arab/.daps/.s aha//.ana excepto en  las  silicuas  y que

los  mayores  niveles  de  expresi6n  reportados  se  obtienen  en  polen  maduro  y  hojas

senescentes,  aunque  ya  hay expresi6n  del  FT en  las  primeras  hojas  de  la  roseta  de

Arabt'daps/.s. Se resolvi6 extraer RNA de plantas de 14 dias, tiempo que se estim6 mss

que suficiente para obtener la cantidad de tej.ido necesaria para los analisis posteriores.

Se  extrajo  RNA a  partir de  plantas  Col-0  y mutantes  nac077-3 y nac077-4.  Se  realiz6

una  transcripci6n  reversa,  obteni6ndose  el  CDNA  que  se  utiliz6  como  templado  para

cuantificar la expresi6n relativa de MC077 mediante qpcR.  La calidad,  tanto del  RNA

como del CDNA, fue corroborada mediante electroforesis y PCR convencional, como se

detalla  en  la  Secci6n  "Materiales  y  Metodos".  Como  genes  de  referencia  del  qpcR,

fueron   amplificados   AC77IVA,    UB/QU/77AVA   y   PP2A,   de   los   cuales   se   determin6

mediante   la   herramienta   NormFinder   que    UB/QU/7l/M   correspondia   al   gen   de

expresi6n   mas  estable,   por  lo  que  fue  utilizado   como   normalizador.   La   expresi6n

relativa de MC077 fue calculada mediante el  m6todo de  Pfaffl,  habiendo dcterminado

la eficiencia de cada par de partidores con el programa LinkRegpcR.  De este modo,  la

expresi6n relativa de IVAC07 7 fue determinada como:

Expresi6n relativa de MC07 7 = Eficiencia  (Ct mlltarite -ct col.a)

[Eficiencia  (Ct mutante .
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donde el Ct es la cantidad de ciclos en que comienza la amplificaci6n.  Durante

el transcurso de este trabajo se realjzaron  3  feplicas biol6gicas de la cuantificaci6n de

la  expresi6n  relativa  de  MC077.  La  expresi6n  relativa  de  MC077 en  cada  mutante

fue  comparada  con  la  expresi6n  relativa  de  MC077  en  la  planta  silvestre  que,  por

definici6n,  es  igual  a  1.  Se  encontr6  que  nac077-3  presenta  una  expresi6n  relativa

promedio de MC077 de  1,7 veces la expresi6n relativa en  la planta silvestre,  en tarito

que  nac077-4 tiene  una  expre§i6n  relativa  promedio  de  MC077 de  solo  0,014  veces

los  niveles  de  transcrito  en  la  planta  silvestre.  A  continuaci6n,  se  realiz6  una  prueba

estadistica  con  el  test  de  t  de  Student  de  dos  colas  para  una  muestra  t]nica  con  el

objetivo   de   determinar   si   la   expresi6n   relativa   promedio   en   cada   mutante   es

significativamente distinta de una expresi6n relativa igua] a  1,  es decir,  de la expresi6n

relativa  de  MC077 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 los  niveles de

transcrito de  NAC017  en  la  mutante nac077-4 son  significativamente menores que  los

encontrados en la planta silvestre y que la mutante es "knock-down" para este factor de

transcripci6n.  Por otro  lado,  se  requieren  mss  feplica§  biol6gicas  para  establecer si  la

mutante nac077-3 presenta una alteraci6n de funci6n de MC077 a nivel de transcrito.

Estos resultados se muestran en la Figura 8.
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Figura  8.  Expresi6n  relativa  de AtA/AC017 en  las  mutantes mutantes  nac077-3 y

nac077-4. En el grafico se muestra en escala logaritmica, expresada como potencia de

2,   Ia   expresi6n   relativa   de   AtlvAC077   en   mutantes   insercionale§   del   factor   de

transcripci6n nac077-3 y nac077-4.  La expresi6n  relativa es obtenida como la raz6n de

cambio entre niveles de transcrito de IVAC077 en cada linea mutante con  respecto a la

expresi6n  en  Col-0.  Se  utiljz6  como  normalizador  la  expresi6n  del  gen  de  referencia

UB/QU/77IVA70.  n = 3 "* = p << 0,001  Prueba estadistica utilizada: t de Student.
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Objetivo  2:  Estudiar el  trafico  endocitico  en  mutantes  de Arabt.c/apsi.s  lha/i.ana

que  presentan  una  alteraci6n  de  la  funci6n  de  los  factores  de  transcripci6n

AtNTL9 y AtNAC017.

Para responder a la pregunta de si acaso los FTs NTL9 y NAC017 participan de

la  regulaci6n  del tfafico endocftico  en  Arabi.daps/.s tha/t.ana,  se estudi6 el  tfafico  de  un

trazador  de  membrana  en  las  mutantes  homocigotas  de  los  FT  NTL9  y  NAC017.  EI

trazador utjlizado,  FM4-64,  permite  marcar la  membrana  plasmatica  y  luego  seguir  la

movilizaci6n de la sonda hacia el  interior de estas c6lulas.  Dado que la mol6cula 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  difusi6n

(Bolte  et  al.,   2004),   la  internalizaci6n  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,   Io   cual   ocurre   a   traves   de   la   ruta

endocitica. A traves de la observaci6n  en el tiempo de  la internalizaci6n de FM4-64 es

posible distjnguir la tasa de endocitosis de componentes de la membrana plasmatica y

la  velocidad  con  que  estos  componentes  llegan  al  tonoplasto.     De  es{e  modo,   el

trazador   de   membrana   FM4-64   es   una   herramienta   muy   potente   para   detectar

anomalias  esperables  como  resultado  de  la  alteraci6n  del  tfafico  endocitico,  lo  cual

permite  responder al  objetivo general  del  presente trabajo,  que  consiste en estudiar el

tfafico endocitico hacia la vacuola.

En primer lugar,  plantas Col-0 y mutantes (de las lineas homocigotas nac077-3,

nac077-4,  nf/9-7  y  nf/9-2)  fueron tefiidas  con  la  sonda  FM4-64.  La  tinci6n  se  realiz6  a

4°C,    condici6n    en    que    la    endocitosis    es    inhibida,    Io    cual    permite    limitar    la
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internalizaci6n de la sonda y distinguir los primeros endosomas en que sera movilizada

la  mol6cula de  FM4-64.  Luego,  se realiz6  la reactivaci6n  de la endocitosis al llevar las

plantas    a   temperatura   ambiente.    Finalmente,    se   realiz6   el    seguimiento    de    la

internalizaci6n  de  la  sonda,  la  cual  fue  registrada  al  tiempo  inicial  (5  minutos)  y  a  los

30,  60,  90  y  120  minutos  o  hasta  la  visualizaci6n  del  tonoplasto.  La  observaci6n  se

realiz6  en  un  corte  6ptico  paralelo  al  eje  de  la  raiz  principal  sobre  las  c6lulas  de  la

epidermis  dentro de  la zona  de transici6n  de  la  punta  de  la  raiz  (Figura  9,  tomado  de

Jajllais    and    Chory,    2010),    c6lulas    que    en    este    plano    tienen    una    morfologia

caracteristica   semejante   a   un   cuadrado,   por  lo   que   su   identificaci6n   es   sencilla.

Ademas,   en   estas   c6Iulas   se   observan   claramente   los   compartimentos   del   SE

marcados por el trazador debido a que se encuentran en la superficie de la raiz,  regi6n

en  la  que  puede  penetrar  el  laser  del  microscopio  confocal  y,  por  tanto,  es  posible

excitar la  molecula  de  FM4-64  y  registrar su  fluorescencia.  Durante  la  endocitosis  del

trazador en plantas silvestres,  a tiempo inicial el marcador se encuentra dnicamente en

la  membrana  plasmatica  y  en  endosoma§  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

tamaFio que a  5 o  que  a  30  minutos,  alcanzando su tamafio  maximo  a  los  90  minutos

(Figura  10).  Adicionalmente,  cuando  nan  transcurrido  120  minutos  de  internalizaci6n

del  trazador,  observamos  que  6ste  ya  marca  el  tonoplasto,  el  cual  es  visualizado

rodeando completamente la vacuola.  La vacuola es una estructura de gran tamafio que

puede  ocupar un  porcentaje  muy alto  del volumen  celular.  El  ntlmero de vacuolas  por

celula y su forma es variable,  pudiendo ser perfectamente redondas o bien alargadas o

achatadas en alguno de sus bordes (Figura 10,  Col-0120 minutos).
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Flgura 9. Zonas de creclmlento y t]pos celulares presentes en la punta de la raiz

de Arabidopeis thaliana. La zona de trar`std`On (. Transition Zond') esfa comprendida par

las   c6lulas   que   han   dejado   de   proliferar   activamente,   como   sl   lo   hacen   las   celulas

meristematicas,  y que aun  no  han  comenzado  a elongar.  Por tanto,  la  zona  de  transici6n  se

encuentra   entre   la   zona   meristematica   ("MeH.slemali.a   zone")   y   la   zona   de   elongacidn

("E/ongaf/.on  zond').   En  esta  zona,   la  capa  celular  senalada  como  epidermis  (en  verde),

corresponde a  las celulas en  las que se observ6  la  intemalizaci6n  del trazador  FM4J54.  Otro

aspecto a  notar en  esta  imagen  es la capa  de celulas del  periciclo ("Peri.oyc/e",  en  arul)  que

rodea el  haz vascular.  En  esta capa se enouentran  las c6lulas que son capaces de generar

una  ralz  lateral,  coma  se  sef`alafa  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  IV719,  vemos que   las  mutantes presentan  diferencias en  el  ndmero y en

el tamafio de  los endosomas en  comparaci6n  con  la  lfnea 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  la  linea  silvestre  a  los  30

minutos  y  la  acumulaci6n  del  trazador en  los  endosomas  sigue  aumentando  mss  alla

de los  90 minutos,  tiempo en que se alcanza el  maximo tamafio de los endosomas en

la linea silvestre.  Esta acumulaci6n del trazador en  los endosomas prosigue aan  hasta

los    120    minutos   sin   haber   alcanzado    atln    la    membrana   vacuolar,    generando

endosomas de gran tamafio  (Figura  10).  En  la  mutante  nf/9-7  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 90 minutos (Figura  10). Tambi6n a los

90 minutos §e observa un gran ndmero de endosomas en la mutante nf/9-7,  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 IV719,  a los  120  minutos el trazador at]n  no ha alcanzado

el  tonoplasto  (Figura  10),  Si  continuamos  moni{oreando  la  internalizaci6n  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  tfafico  hacia  la  vacuola  se  encuentra

enlentecido  en  las  mutantes  de  IV7|9.  Par 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 tfafico hacia  la vacuola  se encuentra  afectado en

un paso de la ruta endocitica posterior a la llegada del trazador a los endosomas.  Dado

que los endosomas,  en cuanto a su  ntlmero y tamafio,  se observan  de manera similar

en las mutantes y en la linea silvestre en el tiempo inicial (5 minutos),  esto sugjere que

el  rol  de  IV719  seria  importante  en  el  tfafico  desde  endosomas  hacia  la  vacuola  mss
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que  en  la  endocitosis  de  la  membrana  plasmatica.  Sin  embargo,  otros  experimentos

son  requeridos  para  confirmar cual es especificamente el  rol  de  este  FT en  el tfafico

endocitico.

Col-0 ntl9-1 ntl9-2

-jji:-..1.:F::::if;i`if-:--.:

120m 150m 150 in                 Tiempo

F[gura  11.  El tlempo de  llegada del trazador FM4-64 al tonoplasto se encuentra

enlentecido   en   mutantes   del   FT   W7Lg.   La   intemalizaci6n   del   trazador   FM464   al

tonoplasto  es  visualizada  a  los  120  minutes  en  la  llnea  silvestre  y  a  los  150  minutes  en  las

llneas mutantes del  FT rv719 (nl/9-7 y nl/9-g).  Flechas amarillas: Vacuolas.  La barra de tamaflo

es de 5 urn para todas las imagenes.

EI  analisis  de  la  internalizaci6n  del  trazador  de  membrana  FM4-64  tambien

mostr6  resultados  interesantes  para  el  caso  de  las  mutantes  del  FT  rvACOJ7.  La

mutante  nac077-3  presenta  disminuida  la  endocitosis  de  la  membrana   plasmatica,

como  puede  apreciarse  per  la  menor  marca  del  trazador en  los  endosomas  que  se

observa al tiempo inicial  (5 minutos) en comparaci6n con  la  linea silvestre en  la  Figura

12. A los 60 minutos, se observan endosomas de mayor tamafio 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 internalizaci6n 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 fusi6n homotipica de PVCs

(Gu  and  lnnes,  2012;  Saito et al.,  2002;  Taka6 et al.,  2012).  Este antecedente sugiere

que  un  pa§o  de  la  ruta  endocitica  que  involucra  el  PVC  se  encuentra  alterado  en  la

mutante.  Lo  anterior podria  estar ocurriendo  en  amba§  mutantes  de  IVAC077,  ya  que

en   la  mutante  nac077-4  tambi6n  se  observan  cuerpos  con   la  morfologia  descrita,

siendo posible que correspondan al mismo compartimento (Figura  12).  La acumulaci6n

de endosomas en  la mutante nac077-4 se hace evidente mas tempranamente incluso

que  para  la  mutante  al6lica  nac077-3,  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 nac077-4 es muy similar a la de la planta silvestre

a los  5 minutos (Figura  12).  La llegada del trazador 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  nac077-3  posee  una  alteraci6n  de  la  funci6n

de MC077 ya que la linea mutante posee un fenotipo significativo. Segt]n sugieren los

resultados, el proceso alterado en esta mutante es el tfafico endocitico que involucra el

PVC.  Con§istentemente,  los  cuerpos  alterados  observados  son similares  a  los que  se

encuentran en la mutante al6lica nac077-4.  Ademas, el FT tambi6n estaria involucrado

en  la  endocitosis  de  la  membrana  plasmatica,  ya  que  este  proceso  se  encuentra

enlentecido  en  la  mutante  nac077-3  (Figura  12),  sugiriendo  que  el  FT  podria  estar

activando un represor de este proceso.

En  definitiva,  ambos  FT,  IV719  y  MC077,  se  encuentran  involucrados  en  el

funcionamiento  del  trafico  hacia  la  vacuola.  EI  FT  IV7L9  participa  del  trafico  hacia  la

vacuola,  en tanto que MC077 participa de la endocitosis de la membrana plasmatica,
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el trafico hacia la vacuola y,  posiblemente,  del tfafico a traves del PVC.  Para el caso de

ambos FTs, las mutantes analizadas muestran fenotipos que sugieren una interrupci6n

del tfafico  hacia  la vacuola,  evidenciando  un  rol  para  estas  proteinas  en  la  regulaci6n

del  tfafico  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 transcripci6n AtNTL9 y AtNAC017 en

la inducci6n de raices laterales por Sortin2 en Arab/.dops/.s fha//.ana

Dado   que   tanto   las   mutantes   de   IV719   como   las   mutantes   de   MC077

presentaron  anomalias  en  el  tfafico  hacia  la  vacuola  del trazador de  membrana  FM4-

64,  se prosigui6 con el estudio del rol de ambos FT en el desarrollo de raices laterales.

Como  se  describi6  previamente,  el  compuesto  Sortin2  induce  la  formaci6n  de  raices

[aterales   al   ace[erar  el  trafico  endocitico   hacia   la  vacuola   (P6rez-Henriquez  et  al.,

2012).   E§ta   acci6n   de   Sortin2   sobre   el   desarrollo   de   Arab/.daps/.s   depende,   en

particular,  del  tfafico  desde  el  PVC  hacia  la  vacuola  que  es  sensible  al  compuesto

Wortmanina.  La  acci6n  de  Sortin2  es  reversible y dosis dependiente,  de  modo  que  el

mayor efecto  inductor del compuesto se obtiene a una  concentraci6n  de 25  LIg/mL y a

mayores  concentraciones  el  efecto  inductor es  menor  (P6rez-Henriquez et  al.,  2012)`

Ademas,  el  compuesto  Sortin2  ejerce  un  efecto  inhibitorio  sobre  el  crecimiento  de  la

raiz  principal  que  es  tambien  dosis  dependiente  (P6rez-Henriquez et  al.,  2012).  Para

estudiar el  efecto del  compuesto Sortin2,  plantas mutantes y silvestres fueron tratadas

con  el  compuesto  a  la  concentraci6n  de  mayor efecto  inductor en  el  ecotipo  silvestre

(25  Lig/mL) y a  una concentraci6n  de  12,5  ug/mL,  que es considerada  una  dosis  baja.

Se registr6 el largo de raiz principal y se cuantificaron los eventos de formaci6n de una

raiz lateral a lo largo de la raiz principal en cada planta.  Con esto§ dos datos se calcul6

el  lndice  de  Raices  Laterales  (lRL),  que  corresponde  al  ntlmero  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

Arabi.dapsr.s aha/t.ana.  Ademas,  se estudi6  el  efecto  del  compuesto  en  el  desarrollo  de

raices   laterales   en   las   mutantes,   identificando   el   estado   de   desarrollo   de   estos
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6rganos.   El  desarrollo  de  una  raiz  lateral  se  divide  principalmente  en  dos  etapas:

aquella que corresponde a un desarrollo temprano (estadio no emergido o primordio) y

aquella que corresponde a un desarrollo mss avanzado o tardio  (raiz lateral emergida)

del  desarrollo  de  una  raiz  lateral.  Una  raiz  lateral  se  origina  en  la  capa  celular  del

periciclo,  la  cual  rodea el  haz vascular (Figura 9).  Las c6lulas del  periciclo,  que tienen

la   identidad   de   c6lulas   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 mss externa

de la raiz principal  (P6ret et al., 2009). A partir de este momento,  Ia estructura pasa de

ser considerada un primordio de raiz lateral a ser considerada una raiz lateral emergida

(Casimiro  et  al.,  2001;  P6ret  et  al.,  2009),  como  puede  observarse  en  la  Figura  13

(Berkowitz  et  al.,  2008).  Distinguir  entre  primordios  y  raices  laterales  emergidas  mos

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 rol

en   la   iniciaci6n  de  raices   laterales  y  en  su  emergencia,   asi  como  tambi6n  en   la

reactivaci6n   de   primordios   cuyo   desarrollo   se   encuentra   arrestado   en   estadios

tempranos (Datos no publicados del laboratorio).

Cuando  analizamos  el  largo de  raiz en  mutantes  de  IV7+9,  observamos que  la

mutante  nf/9-7  posee  un  largo  de  raiz similar al  de  la  planta  silvestre  en  la  condici6n

control y a una baja concentraci6n de Sortin2,  pero que a una mayor concentraci6n del

compuesto sufre una mayor inhibici6n del crecimiento de la raiz principal que la planta

silvestre  (Figura  14  A).  Cuando  analizamos  el  ntlmero  de  raices  laterales  totales  en

esta  mutante vemos que en  la  condici6n control este numero es similar al  de la planta

silvestre,    pero   que   el    nt]mero    de    raices    laterales    inducidas    por   Sortin2    a    la

74



Flgura 13. Desarrollo de una rafz lateral en Arab/doi}si.s lha//and, La ralz lateral es

un  6rgano  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,  8  y  C).  Mientras el  domo  se forma,  la  ralz  lateral  es denominada  "primordio".  Cuando  la

punta  alcanza  la  capa  celular  mas  extema  de  la  ralz  principal.  el  primordio  pasa  a  ser  una

"ralz lateral emergida" (D).  Esta estructura sigue elongando (E y F) y se desarrolla de manera

similar  a  la  ralz  principal.   Es  mss,  a  partir  de  celulas  del  periciclo  de  las  ralces  laterales

pueden  formarse  otras  ralces  laterales  llamadas  ralces  terciarias,   las  que  recapitulan  el

desarrollo de la ralz lateral.  Modificado de Berkowitz et al., 2008.
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concentraci6n  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

lRL,  vemos tambien  que en  el tratamiento  con  una  baja  concentraci6n  del  compuesto

hay una  menor inducci6n del  lRL en  la  mutante nf/9-1  que en  la  linea silvestre  (Figura

14  E).  Esto  confirma  que  la  mutante  n£/9-7  posee  una  reducci6n  de  la  sensibilidad  a

Sortin2,   ya  que   la   djferencia   observada  se  traduce  en   un   menor  aumento   de   la

densidad  de  raices  laterales  en  la  mutante con  respecto  a  la  linea  silvestre  Col-0.  No

obstante,  tanto  el  ntlmero  de  raices  laterales  como  el  lRL  es  similar  para  la  linea

silvestre  y  mutante  nf/9-7  a  una  concentraci6n  de  Sortin2  mayor.   Por  otro  lado,  la

mutante  n£/9-2  posee  un  menor  largo  de  raiz  tanto  en  la  condici6n  control  como  en

ambos   tratamientos   con   Sortjn2   (Figura   14   8).   Al   analizar  el   ndmero   de   raices

laterales,  vemos que  la  mutante de  por si tiene  un  menor ndmero  de  raices  laterales,

pero  que  ambos  tratamientos  con  Sortin2  aumentan  las  raices  laterales  totales  a  los

niveles  alcanzados  en  la  planta  silvestre  (Fjgura  14  D).  Esto  sugiere  que  la  mutante

nf/9-2  posee  una  sensibilidad  al  aumento  de  la  densidad  de  raices  laterales  inducido

par Sortin2  similar a  la  de  la  planta  silvestre,  lo  dual  se  confirma  al  ver que  el  lRL  es

similar  al  de  la  planta  silvestre  en  las  3  condiciones  eva[uadas  (Figura  14  F).  Estos

resultados  sugieren  que  existe  una  relaci6n  entre  la  alteraci6n  de  la  funci6n  del  FT

NTL9   en   el  trafico  endocitico   y  el   crecimiento  de   [a   raiz   principal   de  Arab/.daps/.s

tha//.ana.  Dado  que  la  inducci6n  de  raices  laterales  en  respuesta  a  Sortin2  es  djstinta

en ambas mutantes al6licas,  los resultados tambi6n  llevan a considerar que los efecto§

observados en respuesta a Sortin2 podrian deberse a otro tipo de alteraci6n distinta de

I a           p6 rd ida           de           fu n ci6n           del           FT.            Esto           se ra           revisad o
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1=  Control
I  Soltin2 [12,5 pg/mL]
|]  Sortln2 [25 Hg/mL]

Figura 14. Le mutante nl/g-7 preeenta una menor eenslbll]dad al aumento de la

densidad  de  ral'ces  laterales  lnducldo por el  compuesto Sort[n2.  Se  muestra el

largo  de  ralz  (A  y  8)  el  ntlmero  de  ralces  laterales  totales  (C  y  D)  y  el  lndice  de  ralces

laterales  (E  y  F)  para  las  mutantes  del  FT  NTL9  nl/9-J  (gfaficos  de  la  izquierda)  y  nt/9-2

(gfaficos  de  la  derecha).  Ambas  mutantes  al6licas  presentan  una  mayor  inhibiei6n  que  la
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planta  control  en  el  crecimiento  de  la  rafz  principal.  La  miitante  alelica  nf/9-7  es  resistente  al

aumento del ndmero de raices laterales y al aumento de la densidad de raices laterales en la

ralz  principal  inducidos  por  Sortin2.  La  mufante  nf/9-2  posee  un  menor  ndmero  de  ralces

laterales  en  la  condici6n  control,  pero  en  tratamientos  con  Sortin2  alcanza  un  ntlmero  de

ra[ces  laterales  similar  a  la  planta  silvestre.  La  densidad  de  raJces  laterales  de  la  mutante

n!/9-2 es similar al de  la  planta  silvestre,  tanto  en  la  condici6n  control  como  en  tratamientos

con  Sortin2.  Se  utiliz6  prueba de i de  Student de dos colas.  I =  p  <  0,05,  ** p  <  0,01  y ***p  <

0,001.   Efecto  de  cada  tratamiento  con   Sortin2  con   respecto  a   su   control  en   DMSO  es

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

Continuaci6n de la leyenda de la Figura  14.

durante la discusi6n de este trabajo.

Como se ha visto previamente en  el  laboratorio,  Sortin2 actda tanto induciendo

nuevos eventos de formaci6n de raices laterales como promoviendo la emergencia de

los primordios desde la raiz principal (P6rez-Henriquez, datos no publicados).  De modo

que,  a  continuaci6n,  analizamos  el  estadio  del  desarrollo  en  que  se  encontraban  la§

raices  laterales  en  las  mutantes  de  IV7lL9  y  la  linea  silvestre,  tanto  en  la  condici6n

control como en ambos tratamientos con Sortin2.  Graficamos el aumento de primordios

o  de  raices  laterales  emergidas  inducido  por  Sortin2,  expresado  como  una  raz6n  de

aumento  con  respecto  a  la  condici6n  control  (DMSO).  En  primer  lugar,  notamos  que,

en  la  linea  silvestre,  la  concentraci6n  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 concentraci6n baja de Sortin2 (Figuras  15 A y
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C).   Sin  embargo,  la  raz6n  de  aumento  de  raices  laterales  emergidas  inducida  por

Sortin2  es  similar a  ambas  concentraciones  del  compuesto  (Figuras  15  8  y  D).  Esto

sugiere que el  mayor efecto  obtenido en el aumento del  lndice de raices  laterales  a la

concentraci6n mss alta (25 ilg/mL)   se debe principalmente al aumento producido en el

ndmero  de  primordios,  es  decir,  de  eventos  de formaci6n  de novo de  una  raiz lateral.

Cuando  analizamos  las  mutantes  del  FT  NTL9,  observamos  que  en  la  mutante  n!/9-7

se   produce  un  menor  aumento  del  numero  de  primordios  en  comparaci6n  con  el

control,  tanto  a  una  concentraci6n  baja  como  una  concentraci6n  mayor  de  Sortin2

(Figura  15 A).  En  la linea mutante nf/9-7,  por otro lado,  la  raz6n de aumento de raices

laterales   emergidas   inducida  por  Sortin2  es  similar  a   la  de   la   planta  silvestre.   En

conclusi6n, la mutante nf/9-7  presenta una menor sensibilidad a Sortin2 debido a que el

compuesto  no  logra  ejercer  un  efecto  sobre  el  aumento  de  primordios  de  la  misma

manera que  en  la  linea  silvestre.  En  la  mutante nf/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   rafces  laterales  segt]n  su  estadio  de  desarrollo  se  observan  diferencias

significativas  en  comparaci6n  al  ecotipo  silvestre  en  los  distintos  tratamientos.  A  una

baja concentraci6n de Sortin2 se observa que,  al  igual que en la mutante nf/9-2,  existe

un   menor   incremento   de   los   primordios   en   relaci6n   al   control   en   respuesta   al

tratamiento  (Figura  15 C).  No obstante,  la  mutante  presenta  un  mayor aumento que la

planta  silvestre  en  el  numero de raices  laterales  emergidas a  la  concentraci6n  alta  de

Sortin2  (Figura  15  D).  Esto  sugiere  que  la  disminuci6n  en  el  ntlmero  de  primordios

inducidos   por  Sortin2   en   la   mutante   nf/9-2   podria   deberse   a   un   aumento   de   la

emergencia  de  los  mismos  en  lugar  de  la  disminuci6n  de  la  iniciaci6n  de  eventos  de

formaci6n   de   una   raiz   lateral.   En   conjunto,   los   resultados   observados   en   ambas

mutantes  indican  que  la  alteraci6n  del  tfafico  endocitico  debido  a  la  perdida  de  la
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-  Sortin2 [12.5 ng/mL] / Control
I  Sortin2 [25 LLg/mL] / Control

FIgura  15.  La  lnduccl6n  de  prlmord]os  de  rafz  lateral  y  de  rai'ces  laterales

emergldas  por  Sortln2  se  encuentra  alterada  en  mutantes  del  FT  NTL9.  Se

grafica   la   raz6n   de  cambio   con   respecto   al   tratamiento   en   DMSO   producida   par  dos

concentraciones  de  Sortin2,   12,5   ug/mL  (verde  claro)  y  25   ug/mL  (verde  oscuro),  en  el

ntimero de primordios (A y C) o en  el  ntimero de ralces laterales emergidas (a y  D)  pare las

mutantes alelicas del FT NTL9  nl/9-J (A y  a) y nl/9-2 (C y D).  En ambas mutantes alelicas el

aumento  en  los  primordios  inducido  por  Sortin2  es  menor con  respecto  a  la  linea  silvestre.

Por otro  lado,  Ia  mutante  nl/g-2 presenta  ademas  un  mayor aumento  de  las  ra[ces  laterales

emergidas.  Se realiz6 una  prueba de t de Student de dos colas.  * =  p < 0,05,  " =  p <  0,01  y

*** p < 0,001.  En los gfaficos A y C existen diferencias significativas entre ambos tratamientos

dentro de cada llnea (significancia no mostrada en el gfafico).
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funci6n  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  perdida  de  funci6n  del  FT.  No  obstante,  para

comprender el  efecto de Sortin2 sobre  la  emergencia debemos evaluar la  emergencia

en  la condici6n  control en  mutantes de  NTL9.  Para ello,  analizamos el  cuociente entre

el  numero  de  primordios  y  el  nt]mero  de  raices  laterales  emergidas  en  la  condici6n

control,  para  la  linea  silvestre  y  las  lineas  mutantes  de  los  FTs  NAC.  Este  cuociente

clara 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 proporci6n de

estos  eventos  de  raiz  lateral  correspondan  a  raices  laterales  emergidas.   De  esta

manera,   observamos   que   este   cuociente   es   significativamente   ma§   alto   para   la

mutante nf/9-2 en comparaci6n a la lfnea silvestre y que la linea mutante n£/9-7 sigue la

misma tendencia  (Figura  16).  Este resultado nos indica que  NTL9 es requerido para la

emergencia   de   raices   laterales   en   Arab/.Oaps/.s   dado   que   su   perdida   de   funci6n

conduce a que una menor proporci6n de los eventos de raiz lateral hayan alcanzado el

estadio   correspondiente  a   una   raiz  lateral   emergida  en  comparaci6n   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 alteraci6n en el  largo de la raiz.  Esto tambien  refuerza que el efecto observado es

especifico para la perdida de funci6n de NTL9.
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Figura  16.  EI  factor de  transcripci6n  NTL9  es  requerido  en  la  emergencia  de

raices laterales en Arab/.daps;s fha//.ana. Se evalu6 el estadlo de las raJces laterales en

la  condici6n  control  (1%  DMSO).  Al  graficar  el  cuociente  entre  el  ntimero  de  primordios  y

raices  laterales  emergidas  en  las  distintas  llneas  luego  del  tratamiento  control,  observamos

que las llneas mutantes de  IV719 presentan  una menor emergencia que la  llnea silvestre.  La

emergencia en  las mutantes de IVAC077 es similar al  ecotipo silvestre.    Las llneas mutantes

de IV719 poseen  una densidad de rafces laterales similar a la de la planta silvestre.  Se jndica

la significancia de las diferencias con  respecto al ecotipo silvestre de acuerdo a prueba de T

de Student de dos colas.  * = p < 0,05;  .  =  p < 0,1.
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Al evaluar el largo de raiz, vemos que ambas mutantes de IVAC077, nac077-3 y

nac077-4,  poseen  un  menor largo de raiz principal  tanto  en  la  condici6n  control  como

en  ambos  tratamientos  con  el  compuesto  Sortin2   (Figura   17  A  y  8).  Tambi6n  se

observa que ambas lineas poseen un menor ntimero de raices laterales en condiciones

de crecimiento control (Figura  17 C y D).  En el tratamiento con  una baja concentraci6n

de  Sortin2,  sin  embargo,  s6lo  nac077-4 posee una sensibilidad  reducida  al compuesto

al  evaluar el  ndmero total de  raices  laterales   (Fjgura  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  largo de  la raiz principal.  Vemos

que  la  mutante  nac077-3  presenta  una  mayor sensibilidad  que  el  ecotipo  silvestre  a

una  baja  concentraci6n  de  Sortin2  en  tanto  que  nac077-4  mantiene  una  sensibilidad

reducida  al  compuesto  (Figura  17  E  y  F).  La  mutante  nac077-3,  ademas,  posee  una

menor densidad de raices laterales en la condici6n control (Figura 17 E),

Cuando  evaluamos  el  efecto  de  Sortin2  en  el  aumento  de  prjmordios  y  de

raices laterales emergidas con respecto al control, vemos que las mutantes alelicas de

MC077,  nac077-3 y nao077-4,  mantienen tendencias opuestas entre ellas (Figura  18).

Por  un  lado,   una  baja  dosis  de  Sortin2  induce  en  la  mutante  nac077-3  un  mayor

ntlmero  de  primordios  y  tambi6n  de  emergencias  laterales  en  comparaci6n  al  efecto

producido  en  la  linea  silvestre  (Fjgura  18 A y C).  En  la  mutante  nao077-4,  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  nac077-4  presenta  una  perdida  de

funci6n  a  nivel  de  transcrito  y  que  nac077-3  muestra  una  tendencia  a  una  expresi6n

relativa  de  MC077 mayor que  la  linea  silvestre  (Figura  8),  estos  resultados  sugieren

que   la   mutante   nac077-3   podria   corresponder  a   una   ganancia   de   la  funci6n   de

83



Sorrin2 [12,5 Hg/mL]

Sortin2 [25 ng/mL|

Flgura 17. La lnduccl6n de raises laterales en respuesta a Sortin2 se encuentra
alterada  en  mutantes  de  WAC077.  Se  muestra  el  largo  de  raiz  (A y  8),  el  nt]mero  de
rarces laterales totales (C y D) y el  lndice de rarces laterales (E y F) para las mutantes del  FT
NAC017 nacoJ7-3 y nacoJ 7L4. Ambas mutantes alelicas presentan  una mayor inhibici6n que
la  planta control en el crecimiento de  la  ralz principal  (A y  8).  Las mutantes tambien  poseen
una  ralz  principal  mas  corta  (A y  8)  y  con  un  menor  ndmero  de  ralces  laterales  (C  y  D).  Al
evaluar la densidad de ralces laterales,  la mutante  nacoJ7-3 es mas sensible al compuesto y
nacoJ7-4 es menos sensible (E y F) en  relaci6n a la planta silvestre.  Se utiliz6 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  estadfsticamente  significativo,   no  obstante,   no  se
muestra en el grafico.

Continuaci6n de la leyenda de la Figura  17.

NAC017.  Estos  resultados  son  consistentes con  una  relaci6n  entre  la  alteraci6n  de  la

funci6n  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   NAC017,   tanto   en   condiciones   control   como   en

tratamientos  con  un  compuesto que  altera  el tfafico endocitico  y,  como consecuencia,

el  desarrollo  de  las  raices  laterales,  revela  jmportantes  diferencias  con  respecto  a  la

linea silvestre en  la arquitectura radicular de las  lineas  mutantes.  Esto confirma que la

alteraci6n de la funci6n 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  Arab/.Oaps/.s

tha//.ana.  Dado que la alteraci6n de  la funci6n  de ambos FTs  resulta en  una  respuesta

diferencial con respecto a la linea silvestre al compuesto Sortin2 que actda a traves de

la  modulaci6n  del  tfafico  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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I  Sortin2 [12,5 LLg/mL] / Control
I  Sortin2 [25 Hg/mL) / Control

Flgura  18.  EI  desarrol[o de rai'ces laterales  inducldo par Sortin2 se encuentra

alterado  en  mutantes  de  McO77.  Se  grafica  la  raz6n  de  cambio  con  respecto  al

tratamiento  en   DMSO  producida  por  dos  concentraciones  de  Sortin2,   12,5  LIg/mL  (verde

claro)  y  25  ug/mL  (verde  oscuro),  en  el  ntlmero  de  primordios  (A  y  C)  o  en  el  nomero  de

ralces  laterales emergidas (8 y  D)  para  las mutantes alelicas del  FT  NAC017  nacoJ7-3 (A y

a) y nacoJ74 (C  y  D).  Mientras la  linea  nacoJ7-3 presenta una sensibilidad aumentada con

respecto  al  control  Col-0,  tanto  en  el  aumento  de  primordios  (A)  coma  en  el  aumento  de

ralces   laterales   emergidas   inducido   por   Sortin2   (C),   la   llnea   nacoJ74   presenta   una

sensibilidad  reducida  a  Sortin2  al  evaluar el  aumento  de  raices  laterales  emergidas  (D).  Se

realiz6 una prueba de I de Student de dos colas.  . =  p < 0,05, " = p < 0,01  y *** p < 0,001.  En

los graficos A y C  existen diferencias significativas entre ambos tratamjentos dentro de coda

llnea (significancia no mostrada en el gfafico).
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DISCUSION Y PROYECCIONES

Para estudiar el  rol  de  los FT NTL9 y  NAC017 en  el tfafico endocitico,  se opt6

como estrategia por la utilizaci6n de mutantes insercionales disponibles en el banco de

semillas  ABRC  Seec/  Stock  Center.  A  pesar  de  que  varias  de  estas  lineas  fueron

sefialadas  coma  ya disponibles  como  homocigotas  para las  mutaciones insercionales,

la  genotipificaci6n  de  las  lineas  revel6  que alguna§  de ellas  eran  portadoras  del  alelo

silvestre.   De   ahi   la   importancia   de   realizar  la   genotipificaci6n,   la   cual   asegur6   la

corroboraci6n de la viabilidad de las planta§ mutantes homocigota§ para ambos FT.  En

el caso de MC077, se ha confirmado recientemente que otras mutantes de perdida de

funci6n de MC077 son viables (Ng et al., 2013) y la mutante de IV719, n£/9-7,  utilizada

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

EI  hecho  de  que  varias  mutantes  alelicas  homocigotas  para  estos  FT  sean

viables lleva a pensar en la importancia biol6gica que puede tener que NTL9 y NAC017

participen  como  reguladores del trafico en general.  Los  FTs de  la familia  NAC s6lo se

encuentran  presentes  en  plantas,  por  lo  que  es  esperable  que  sus  funciones  est6n

vinculadas a  respuestas especificas de este tax6n.  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 acci6n de hormonas vegetales (Bu et al., 2008;  He et

al.,   2005;   Jensen  et  al.,   2010;  Xie  et  al.,  2000)  y  de  la  respuesta  a  estreses  en

organismos vegetales  (Hao et  al.,  2011;  Kim  et al.,  2012;  Seo  et al.,  2010;  Yoon  et al.,

2008;  Zheng  et  al.,  2009).  Este  dltimo  es  el  caso  de  NTL9,  involucrado  en  el  estfes
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osm6tico   (Yoon   et   al.,   2008),   senescencia   (Yoon   et   al„   2008)   y   la   respuesta   a

pat6genos (Kim et al., 2012).  IVAC077,  por su parte, es un regulador positivo directo de

la oxidasa alternativa  (AOX1 )  durante la sefializaci6n  retr6grada  mitocondrial  (Ng et al.,

2013).    En   este   proceso,    la   actividad   de   AOxl    es   necesaria   para   redirigir   el

metabolismo en  respuesta a  una disminuci6n en la eficiencia de la cadena respiratoria

(Garmier et  al„  2008).  Por otro  lado,  NAC017  tambi6n  regula  directamente  FTs  de  la

familia  NAC  de  respuesta  a  citoquininas  que  regulan  negativamente  la  senescencia

(Ng  et  al.,  2013),  por  lo  que  NAC017  tambi6n  podrfa  estar  mediando  una  respuesta

protectora especifica de la planta durante el estfes mitocondrial.  De este modo,  NTL9 y

NAC017 podrian estar regulando el tfafico en  conjunto con otros procesos  como  parte

de  una  respuesta  a  esttes  especifica  de  plantas.  Ademas,  existiria  una  redundancia

funcional dentro de la regulaci6n de las vias de tfafico controladas par estos FTs.  Esto

se  observa,   ademas,   en   la   Red  Transcripcional,   donde   ambos   FTs   comparten   la

mayoria de sus blancos transcripcionale§ (Lorena Pizarro, datos no publicados).

Se ha predicho a trav6s del lndice de Enriquecimiento en la Red Transcripcional

del   Trafico   que   NTL9   y   NAC017   podrian   regular   genes   de   tfafico   de   manera

preponderante con respecto a otros genes de Arab/.c/aps/.s.  Sin embargo,  cabe analizar

hasta   que   punto   l]ega   el   valor   predictivo   de   esta   herramienta.   Por   ejemplo,   es

necesario  considerar que  en  la  construcci6n  de  la  Red  Transcripcional  del  Tfafico  se

utiliz6  una  predicci6n  de  cuales  eran  las  cai.as  de  union  para  ambos  FT de  la  familia

NAG.  La  informaci6n  experimental  de  cuales  eran  los  sitios  de  uni6n  de  NTL9  y  de

NAC017   fue   reportada   en   2012   (Kim   et   al.,    2012)   y   2013    (Ng   et   al.,    2013),

respectivamente,   posterior  a  la  construcci6n  de  la  Red  Transcripcional  del  Tfafico.

Cuando realizamos una btisqueda preliminar en el genoma de Arabidaps/.s de una caja
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consenso   para    NTL9,   de   secuencia   5'AATAATGCIT3',    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     pat6genos.

Interesantemente, tambien encontramos esta caja en el promotor de una RAB GTpasa

y  de  algunos  transportadores  ani6nicos.   Sin  embargo,   no  se  hallaron  cajas  en  los

promotores  de  los  genes  identificados  par  la  Red  Transcripcional  del  Trafico  como

blancos directos de NTL9 ni una preponderancia en particular de la presencia de genes

de  tfafico.  Por  otro  lado,  en  el  trabajo  de  Ng  y  colaboradores  (Ng  et  al.,  2013)  se

muestra  que  28%  de  los  genes  cuya  expresi6n  se  encuentra  alterada  en  la  mutante

que   expresa   una   forma   del   FT   NAC017   constitutivamente   activa,   pertenecen   a

respuesta  a  estfes  bi6tico  y  abi6tico  mientras  que  solo  el  4,6%  tienen  la  funci6n  de

transporte  dentro  de  la  celula.  Asi  vemos  que,  en  el  caso  de  NTL9  y  de  NAC017,  la

interpretaci6n   de   lo   que   representa   el   indice   de   Enriquecimiento   no   esta   siendo

validada   por   los   datos   experimentales   de   otros   grupos    o   por   nuestros   datos

preliminares,   los   cuales,   ademas,   entregan   informaci6n   sobre   grupos   de   genes

regulados   por   ambos   FTs   que   son   distintos   de   aquellos   presentes   en   la   Red

Transcripcional   del   Tfafico.   Los  datos   experimentales   de   otros  grupos   publicados

recientemente  y  nuestros  datos  sugieren  que  el  rol  preponderante  de  ambos  FTs  es

efectivamente  la  respuesta  a  estfes  (bi6tico,  en  el  caso  de  NTL9,  y  oxidativo,  en  el

caso  de  NAC017).  No  obstante,  la  Red  Transcripcional  del  Tfafico  permite  vincular a

ambos  FTs  al  tfafico 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  Tfafico  parece  poco  probable  que  la

predicci6n  del  sitio  de  uni6n  para  ambos  FTs  sea  errada.  No  obstante,  podria  ser un
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sitio  de  uni6n  distinto,  alternativo  al  reportado  experimentalmente,  lo  cual  debera  ser

evaluado revi§ando la metodologia utilizada en la Red Transcripcional del Tfafico y sus

datos  crudos.    La  Red Transcripcional  del  Trafico tambien  predice  un  rol  para  NTL9  y

NAC017   en   el   tfafico   desde   el   reticulo   endoplasmatico.   En   el   caso   de   NAC017,

sabemos  que  participa   de  la  respuesta  de  estfe§  de   reticulo  ya  que  BZ/P60  es

regulado positivamente como parte de la  respuesta a estte§ 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 tfafico para ambos FTs,  pero es probable que

los  roles  preponderantes  de  los  FTs  NTL9  y  NAC017  correspondan  a  procesos  mss

amplios  en  Arabi.dapsi.s  que  engloban  o  bien  dependen  del  tfafico  endocitico.   Esto

parece  ser  tambien   el   caso  de  otros   FTs   candidatos   obtenidos   utilizando   la   Red

Transcripcional del Trafico y la  Red de Coexpresi6n del Trafico como herramientas.   Al

respecto,  cabe sefialar como  antecedente  que,  durante  el trabajo de  la tesis doctoral

de Lorena Pizarro, se construy6 tambien 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  Coexpresi6n  del  Tfafico.  En  la  Red

Regulatoria   del   Tfafico,   un   FT  esta   conectado   a   un   gen   del   SE   cuando   ambos

coexpresan y ademas el  promotor del gen del SE presenta cajas para el  FT,  e§ decir,

cuando  la  conexi6n  existe  a  la vez en  la  Red  de  Coexpresi6n  del  Tfafico y en  la  Red

Transcripcional del Tfafico.  Dado que IV7lL9 y MC077 en general estan conectados en

la Red de Coexpresi6n 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  Trafico,  lo  que  hizo  poco  interesante  en  este

trabajo observar la 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  construcci6n  de dicha  red,  y ambos  FT NAC se encuentran entre los 7

mejores candidatos.  Estos 7 candidatos son:  BZIP25,  BZIP28,  NAC017,  NTL9,  UNE12,

MYC3  y ATIG03040.  De  ellos,  ambos  FTs  bzIP  y  NAC017  estan  involucrados  en  el

estfes  de  reticulo.  Los  FTs  UNE12  y  ATIG03040  coexpresan  consistentemente  con

NTL9,  mientras que  NTL9 y UNE12  se encuentran  en  la  red de  GO  de "regu/ac/.6r) de

respuesfa cJe defensa" (GO  :  0031347) de acuerdo a la  base de datos actualizada de

microarreglos  AITED  (versi6n  7.1,  http://atted.jpo.  Lo  anterior  sugiere  que     IV719  y

UIVE72   estarian   siendo   corregulados   compartiendo   una   funci6n   biol6gica.   EI   FT

MYC3/MZA15,  por otro lado,  activa  la respuesta a jazmonato  (Cheng et al.,  2011),  por

lo  que  esta  involucrado  en  el  estres  salino  (lsmail  et  al.,  2012;  Wang  et  al.,  2004),

estfes  mecanico  y  respuesta  a  herbivoros  (Mcconn  et  al.,  1997)  y  otros  pat6genos

(Thomma  et  al.,  1998).  Estos  antecedentes  apuntan  a  fortalecer  que  mediante  estas

herramientas    estamos    seleccionando    FT    candidatos    involucrados    en    distintas

respuesta a esttes y que es en este contexto en que el tfafico estaria siendo modulado

por reguladores maestros. Ademas, notamos que los datos de coexpresi6n 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

regulaci6n  del  sistema  de  endomembranas.   Esto  es  consistente  con  lo  que  se  ha

reportado    previamente    de    que    los    m6dulos    de    coexpresi6n    definen    m6dulos

funcionales conservados (Heyndrickx and Vandepoele,  2012)  y sugieren que las redes

de coexpresi6n,  aunque pueden ser complementadas con datos transcripcionales,  son

suficientes para la predicci6n 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 la predicci6n  de este  rol ya que la
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principal  proyecci6n  de  este  trabajo  es  la  demostraci6n  de  que  dicho  rol  es  ejercido

mediante  regulaci6n  transcripcional  directa  y el  hallazgo  de  los  blancos  directos  cuya

regulaci6n    explique    los   fenotipos    observados.    Blancos    candidatos    pueden    ser

seleccionados  mediante  la  bt]squeda  /.n s/.//.co  de  la  caja  de  uni6n  de  cada  FT,  ya  sea

de la caja reportada por la literatura o de la caja predicha por la Red Transcripcional del

Tfafico  en  el  genoma  de Arab/.daps/.s  aha//.ar]a.  AI  optar  por la  segunda  alternativa,  no

obstante,  se debe tener en cuenta que la Red  de  Coexpresi6n del Tfafico sefiala una

baja   coexpresi6n,   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

coexpresi6n  validan  escasamente  los  datos transcripcionales.  Dado  que,  como  se  ha

discutido,  son  los  datos  de  coexpresi6n  los  que  validan  mayormente  la  predicci6n  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 la Red Transcripcional del

Trafico,  estos candidatos serian  los genes presentes en la Red Regulatoria del Tfafico:

ARA6,  MYA2  y ATIG26690  para  el  caso  de  NAC017  y  ATIG26690  para  el  caso  de

NTL9.   Tambien   podria   construirse  una   nueva   red   regulatoria   a   partir  de  una   red

transcripcional   basada   en   la   caja   reportada   experimentalmente   y   de   una   red   de

coexpresi6n  que  utilice  una  base de datos  ma§  actualizada.  Esto  tlltimo  podria  ser de

gran  utilidad  debido al gran  crecimiento que  han experimentado este tipo de  bases de

datos recientemente.

En  este  trabajo  se  mostr6  que  los  FTs  de  la  familia  NAG  NTL9  y  NAC017

participan   del   tfafico   endocitico   en   Arabi.daps/.s  fha//.ana.   Al   estudiar   el   tfafico   del

trazador  FM4-64  en   mutante§  de  IV719  o  de  rvAC077,   se  observaron  4  fenotipos
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distintos:  una  menor  intemalizaci6n  de  componentes  de  la  membrana  plasmatica  en

endosomas,  endosomas de gran tamafio,  endosomas alterados con forma de anillo y

una disminuci6n en la velocidad del trafico entre la membrana plasmatica y la vacuola.

De  tal  manera,  el  trazador  FM4-64  permiti6  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  acumulaci6n  del

trazador  en  endosomas  de  mayor tamafio  y  ma§  rapidamente  en  comparaci6n  a  la

linea  silvestre.  Dado  que  estos  fenotipos  son  apoyados  en  dos  mutantes  al6licas,  la

alteraci6n   de   la   funci6n   del   FT   seria   responsable   del   fenotipo.   En   este   caso,

corresponderia    a    una    p6rdida    de   funci6n    debido    a   que   se   comprob6   en    la

genotipificaci6n   que   la   mutaci6n   insercional   interrumpia   la   regi6n   que   codifica   el

dominio de uni6n a  DNA del  FT,  lo que impide la generaci6n de un transcrito funcional

en estas mutantes. Sin embargo, el fenotipo de agregaci6n de endosomas parece mas

severo  en   la   mutante  n£/9-7   que   en   la   mutante   nf/9-2.   Tambien   se  observa   esta

diferencia    al    realizar   los   tratamientos    con    Sortin2,    donde    nf/9-7    presenta    una

sensibilidad  reducida  al  compuesto,  de  modo  que tambi6n  el fenotipo  en  tratamientos

con Sortin2 es mss severo y esto podria asociarse al grado de alteraci6n de la funci6n

del   FT.   Cuando   analizamos   el   genoma   de   las   mutantes   para   comprender   esta

diferencia,  consideramos  que  el  dominjo  NAC  de  uni6n  a  DNA  posee 4  subdominios

que se encuentran codificados en los 2 primeros exones de rv7lL9 (Kim et al., 2012).  De

acuerdo  al  analisis  de  los  tamafios  de  los  fragmentos  amplificados  desde  los  alelos

mutantes de nf/9-2 y nf/9-7,  en  la  mutante nf/9-2 el  inserto de T-DNA se  ubica al  inicio

del  marco  de  lectura  de  IV7L9,  mientras  que  en  nf/9-7  el  inserto  se  ubica  al  final  del

ex6n  2.  De  acuerdo  con  6sto,  nf/9-7  podria  generar  un  transcrito  que  presenta  los  3

primeros  subdominios  del  dominio  NAC  y  nf/9-2 seria  incapaz de  generar un  dominio
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NAG,  atln  parcialmente  funcional.  Esto  se  contrapone  a  lo  observado  inicialmente  de

que  la  mutante nf/9-7  presenta  un fenotipo mss severo que  la  mutante nf/9-2.  Por otro

lado,  sabemos  que  nf/9-7  corresponde  a  una  p6rdida  de  funci6n  con  respecto  a  su

efecto  transcripcional  sobre  genes  de  senescencia  y  que,   consistentemente,   este

efecto es contrario al de una linea que sobreexpresa un transgen que codifica para una

forma  trunca,  constitutivamente  activa  de  NTL9  (Yoon  et  al.,  2008).  Ademas,  hemos

visto  preliminarmente  que  nf/9-7  sobreexpresa  un  transcrito  de  NTL9  de  gran  tamafio

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 nl/9-7  es dominante  negativo con  respecto al  alelo  rv7|9.  Dado que los FT

NAC  requieren  unirse al  DNA como  heterodimeros  u  homodimeros  para ejercer su  rol

transcripcional  (OIsen  et  al.,  2005),  una  explicaci6n  a  la  dominancia  negativa  de  este

alelo  es  que  la  mutante  nf/9-7,  ademas  de  presentar la  p6rdida  de  la  funci6n  del  FT

NTL9,   estaria   generando   una   proteina   que   posee   un   dominio   NAC   incapaz   de

asociarse  a  la  caja  de  uni6n  de  NTL9,  pero  que  conservaria  su  capacidad  de formar

dimeros  con  algi]n  otro  FT de  la familia  NAC.  De  hecho,  de  acuerdo  a  la  herramienta

Scanprosite  (http://prosite.expasy,org/scanprosite/),  el  inicio  del  primer  ex6n  de  NTL9

codifica  para  una regi6n similar a  un  dominio SANT (Prosite entry :  PDOC51293),  que

permitiria  la  interacci6n  proteina-proteina  con  FTs  de  la  familia  MYB.  Finalmente,  es

muy  improbable  que  en  la  mutante  nf/9-2  se  este  generando  un  producto  proteico

anormal  y,  ademas,  sabemos que  lo§  efectos  de  la  mutaci6n  insercional  en  mutantes

SALK se  deben  dnicamente  a  la  alteraci6n de  la funci6n  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  alelicas  se
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deben a la p6rdida de la funci6n del FT IV719 y que este FT efectivamente participa del

trafico endocitico hacia la vacuola.

Para entender mejor c6mo el tfafico hacia la vacuola se encontraba alterado en

las distintas mutantes, se utilizaron tratamientos con Sortin2, que es un compuesto que

acelera  de  manera  general  el trafico  endocitico  hacia  la  vacuola.  En  este  contexto,  la

evaluaci6n del desarrollo de raices laterales permitia medir el efecto del compuesto en

una etapa especifica de la ruta endocitica,  ademas de cumplir con el objetivo de buscar

la importancia de ambos FTs de la familia  NAC en un proceso fisiol6gico que depende

en  general  de  la  ruta  endocitica.  Dada  la  naturaleza  de  los  fenotipos  encontrados  al

evaluar la  internalizaci6n  del  trazador FM4-64,  Sortin2  daria  un  indicio  de  qu6 tipo  de

endosomas estan  involucrados en  las vias afectadas  par la  p6rdida de funci6n del  FT.

Como se observ6 en el estudio del trafico endocitico, en los tratamientos con Sortin2 la

mutante  nf/9-7   presenta  un fenotipo  mss  severo  que  la  mutante  nf/9-2.  Es  asi  que  la

reducida  sensibilidad  a  una  baja  concentraci6n  de  Sortin2  en  la  mutante  n£/9-7  podria

ser parte del  efecto  de  la  expresi6n  del  alelo  dominante  negativo.  Esto  es similar a  lo

observado  durante  el  analisis  del  trafico  endocitico  por  cuanto  la  mutante  nf/g-7  es

similar  a  la  mutante  alelica  nf/9-2,  de  modo  que  presenta  fenotipos  atribuibles  a  la

p6rdida de  la funci6n del  FT  NTL9,  pero  ademas  presenta  caracteristicas que  pueden

deberse  a  la dominancia  negativa  del  alelo nf/9-7.  Tanto  n£/9-2 como nf/9-7  presentan

un menor ndmero de primordios inducidos por Sortin2.  No obstante,  en la mutante n£/9-

2  notamos  que  esto  se  debe  a  que  los  primordios  nan  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  nf/9-2 debido  a que el

desarrollo  de  las   raices   laterales  se  encuentra  acelerado  con   respecto  al  ecotipo

§ilvestre.   En  la  mutante  nf/9-7  tambien  existe  un  aumento  en  el  ntlmero  de  raices

laterales  emergidas  inducidas  por  Sortin2.  Estos  resultados  tambien  son  sugerentes

con   respecto   al   mecanismo  de  acci6n   de   Sortin2,   que  todavia   no   se  encuentra

totalmente    caracterizado.    Sortin2    actda   tanto    induciendo    la    iniciaci6n    como    la

emergencia  de  raices  laterales.   Dado  que,  en  presencia  de  Sortin2,  Ia  perdida  de

funci6n de NTL9 promueve la emergencia sin alterar el nLimero 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 n£/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  di§tinta  de  aquella

dependiente  de  P13K  que  ocurre  desde  el  endosoma  tardio  PVC.  Por  ejemplo,  esta

ruta podria ser un tfafico desde un endosoma temprano hacia la vacuola que no pasa

por PVC.

Dado que este trabajo fue planteado en base a la evaluaci6n del tfafico sensible

a Sortin2 con el fin de entender que rutas del trafico endocitico se encuentran alteradas

en las distintas mutantes,  se evalu6 primeramente el  ndmero de eventos de formaci6n

de  una  rafz  lateral  inducidos  por el  compuesto.  No  obstante,  al  observar el  desarrollo

de  raices  laterales  en  condiciones  control  se  obtiene  que  6ste tambi6n  se  encuentra

alterado   en   las   mutantes   de   IV719.   En   la   condici6n   control   encontramos   que   la

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  aplicaci6n  de  Sortin2  sobrepasa  la  perdida  de  funci6n  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  tfafico  endocftico.

Dado que las mutantes no poseen de por si una alteraci6n de su lRL, reiteramos que el

defecto  que  po§een  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  NTL9

participa  y que  es  requerida  para  la  emergencia  de  raices  laterales.  Al  respecto,  este

mecanismo   de   inducci6n   de   la   emergencia   dependiente   del   trafico   podria   estar

relacionado con la acumulaci6n de endosomas observada en las mutantes de NTL9. Si

este mecanismo requiere del tfafico de un componente desde estos endosomas a otro

compartimento,  la  sobreinducci6n  de  la  emergencia  en  respuesta  a  Sortin2  en  estas

mutantes  podria  explicarse  a trav6s  de  la  acumulaci6n  de  dicho  componente  al  estar

interrumpido   el   tfafico.   La   complementaci6n   de   estos   datos   con   el   uso   de   otros

compuestos  quimicos  que  alteren  el  trafico  podria  permitir  esclarecer  el  mecanismo

involucrado  en  este  proceso.  No  obstante,  estas  observaciones  nos  permiten  afirmar

que  NTL9  posee  un  rol  fisiol6gico  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 gen6mica

quimica que define una via de inducci6n de raices laterales que se encuentra presente

en  Arab/.daps/.s,   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 vjsto que la via de inducci6n

de raices laterales activada por Sortin2 es independiente del receptor de auxina SCFT'R

(P6rez-Henriquez  et  al.,  2012),  componente  esencial  de  la  via  clasicamente  descrita

necesaria   para   el   programa   de   desarrollo   de   las   raices   laterales   en   Arab/.daps/.s

fha//.ana  (Casimiro  et al.,  2001,  2003:  Celenza et al.,1995;  Fukaki et al.,  2005;  Peret et
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al., 2009;  Rogg et al., 2001 ; Xie et al., 2000). Vias independientes de este receptor han

sido  descritas  como formaci6n  de  raices  laterales en  respuesta  a  estimulo  mecanico

(Ditengou et al.,  2008)  y a  especie§  reactivas de oxigeno  (Potters et al„  2007),  lo que

tambi6n vincula a las vias independientes de SCFT'R mss a respuestas a estfes que al

programa de desarrollo 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  p6rdida de funci6n 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  Arab/.daps/.s

thaliana.   '

Cuando  se  observ6  la  internalizaci6n  del  trazador de  FM4-64  en  las  mutantes

de MC077, se observaron distintos fenotipos que debieron ser analizados en conjunto

con la expresi6n relativa de IVAC077 en las mutantes y los tratamientos con Sortin2.  En

este  sentido,  fue  de  gran  importancia  lograr corroborar que  nac077-4 es  una  mutante

"knock-down" de  MC077  para  interpretar  el  rol  de  este  FT  en  el  tfafico  endocitico.

Tambi6n  hay  que  notar  que  la  disminuci6n  en  los  niveles  de  transcrito  de  MC077

provocados por la  mutaci6n  insercional es muy significativa,  permitiendo asegurar que

representa  una  p6rdida de funci6n  del  FT.  Una mutaci6n similar pudo  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   funci6n   del   FT   NAC017   (Ng   et   al.,   2013).   La

localizaci6n 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  otros  genes  y  los  mecanismos  que  hacen  esto  posible  adn  no  son  dilucidados

Ovang, 2008).

La   p6rdida   de   la  funci6n   de   IVAC077  en   la   mutante   r)ac077-4   gener6   Ia

alteraci6n  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 internalizaci6n de la  membrana  plasmatica.  Por otro lado,  la alteraci6n de la funci6n

de MC077 en la mutante alelica nac077-3 gener6 Ia misma alteraci6n en la morfologia

de   los   endosomas,   pero   ademas   retras6   el   trafico   hacia   la   vacuola   y   redujo   la

internalizaci6n    de    la    membrana    plasmatica.    Tambi6n    en    ambas    mutantes    se

observaron mss endosomas de mayor tamafio, pero este fenotipo fue mss severo en la

mutante nac077-3. Aqui observamos que era dificil distinguir a priori de que manera el

FT  participaba  en  el  tfafico  a  trav6s  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  alteraci6n  opuesta del  FT.

Este  punto,  en  conjunto  con  el  antecedente  de  que  en  tratamientos  con  Sortin2  las

mutante§   tambi6n   presentan   un   fenotipo   antag6nico,    §ugieren   fuertemente   que

nao077-3  es  una  mutante  de  ganancia  de funci6n  del  FT  NAC017.  Esta  ganancia  de

funci6n  podria  deberse  a  un  aumento  en  los  niveles  de  transcrito  de  IVAC077.  Al

evaluar  la  expresi6n  relativa  de  MC077,  en  la  mutante  nac077-3  detectamos  un

aumento  que  podria  ser significativo  bjol6gicamente  pero  que  carece  de  significancia

estadistica.   En  este  caso,  creemos  que  ello  se  debe  principalmente  al  ndmero  de

feplicas  realizadas  para  este  experimento  y  a  que  la  variaci6n  es  muy  pequefia.  De

esta  manera,     Ios  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  comparaci6n  con  el  ecotipo  silvestre.

Como  se   ha   mencionado   ante§,   los   FTs  de   la  familia   NAC  pueden   actuar  como

heterodfmeros  al  ejercer su  rol  transcripcional,  por lo  que es  posible que  MC077 sea

capaz  de  regular  el  trafico  endocitico  mediante  la  interacci6n  con  otros  FTs  de  la

misma   familia,   que   pueden   actuar   coma   heterodimeros.    En   tal   caso,   ademas,

estariamos viendo que se requieren pequeFias variaciones de la expresi6n del  FT para

modular  el  efecto  de  su  interacci6n  con  otros  FTs.  Por  otro  lado,  el  FT  es  requerido

parcialmente  para  la  inducci6n 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 tfafico sensible a Sortin2 que induce raices laterales y que depende de

P13K.  Este tfafico lleva componentes desde PVC hacia la vacuola,  pero hemos visto en

las  mutantes  de  rv7|9  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  tfafico  hacia  la  vacuola  de  FM4-64  est6  limitado  por  otras  rutas  del  tfafico

endocitico que no dependan de  P13K.  Por otro lado,  n6tese que otros inhibidores de la

endocitosis inhiben  la formaci6n de raices laterales. Wortmanina,  en cambio,  no posee

de  por  si  un  efecto  en  las  raices  laterales  pero  anula  el  efecto  inductor  de  Sortin2

(Perez-Henriquez et  al.,  2012).  Esto  puede ser comparado  a  lo que  se observa  en  la

mutante nac077-4,  que posee una densidad de  raices laterales equivalente a la de la

planta  silvestre en  condiciones  control y presenta  una  §ensibilidad  reducida  a  Sortin2.

Este  antecedente  concuerda  con  que  el  trafico  dependiente  de  P13K esta  enlentecido

en la mutante nac077-4.
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En  cada  paso  del  tfafico  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  secreci6n  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 moleculas de destinamiento necesarias para dicho

trafico    ante    las    alteraciones    en    las    tasas    de    tfafico    provocadas    por   Sortin2

(Norambuena   et   al.,   2008).   Debido   a   lo   anterior,   es   dificil   afirmar  en   base   a   los

fenotipos  de  las  mutantes  que  rutas  podrian  estar siendo  reguladas  directamente  por

NAC017    y    que    rutas    sufren    alteraciones    debido    a    efectos    pleiotr6picos    o

compensatorios.   Considerando   que   en   ambas   mutantes   de   MC077   existe   una

alteraci6n del tfafico 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 la ruta en

la   que   participa   la   GTpasa   ARA6.   El   tfafico   desde   PVC   puede   llegar   hasta   la

membrana plasmatica a traves de la ruta en que participa esta RAB-GTpasa   (Ebine et

al., 2011).  Hemos visto preliminarmente que la mutante de perdida de funci6n de ARA6

posee menos endocitosis y es cualitativamente hipersensible a Sortin2,  en tanto que la

mutante  de ARA6  que  se  encuentra  permanentemente  en  su  forma  activa  presenta

mayor endocitosis  de  la  membrana  plasmatica.  Vemos  que  la  mutante  de  p6rdida  de

funci6n,  ara6-7,  es  similar  a  la  mutante  nac077-3,  de  modo  que  la  acumulaci6n  de

PVCs  o  la  reducci6n  de  la  tasa  de  la  endocitosis  de  la  membrana  plasmatica  se

correlaciona  en  e§tas  mutantes  con   una  sensibilidad  aumentada  al  compuesto.   La

similitud en los fenotipos observados en  mutantes de ARA6 y de IVAC077,  en conjunto

con  la  informaci6n  de  que  Af]A6 y  MC077  coexpresan  consistentemente,  tanto  de

acuerdo a la Red de Coexpresi6n del Tfafico como a bases actualizadas de datos de
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coexpresi6n    (http://atted.jpo    y   que   ARA6   ha   sido    propuesto    como    un    blanco

transcripcional   directo   de   NAC017   a   partir  de   la   Red  Transcripcional   del   Tfafico,

sugieren   fuertemente   que   la   funci6n   entre   estas   dos   proteinas   se   encuentra

relacionada.

De manera similar a lo observado en las mutantes de IV719,  en las mutantes de

MC077 tambi6n se encontr6 una correlaci6n entre la acumulaci6n de endosomas y la

emergencia   de   raices   laterales  en   respuesta  a   Sortin2:   a   mayor  acumulaci6n   de

endosomas,  mayor emergencia.  Sin  embargo,  se  pierde  la  correlaci6n  con  la  tasa  de

tfafico  hacia  la vacuola.  En  condiciones  control,  no  obstante,  la  emergencia  de  raices

laterales  en  ambas  mutantes  es  similar  a  la  del  ecotipo  silvestre.  Esto  sugiere  que  el

tfafico  endosomas/vacuola  del  cual  depende  la  emergencia  de  raices  laterales  posee

una   complei.a   regulaci6n   y   posee   un   componente   requerido   en   el   programa   de

desarrollo de la planta y que depende de NTL9,  y,  ademas,  posee un  componente que

requiere de NAC017.

Como  proyecci6n  de  este trabajo,  es de  nuestro  inter6s  comprender c6mo  de

manera general es regulado el trafico en plantas a nivel transcripcional.  En este trabajo

se   ha   sugerido   que   dicha   regulaci6n   ocurre   como   un   subproceso   de   distintas

respuestas de la planta. Hasta ahora no hemos encontrado una mutante de un FT en la

cual el tfafico  no est6 alterado,  por lo que  es  posible que en  cada  respuesta compleja

de la planta el tfafico deba ser modulado.  Comprobar esto es importante para validar la

estrategia  utmzada  de seleccionar candidatos  que  conecten  en  general  de  genes  del

SE mediante coexpresi6n y regulaci6n transcripcional directa.
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Como se ha querido mostrar,  el uso del compuesto Sortin2 durante este trabajo

aport6 gran  informaci6n sobre  la  alteraci6n  del  tfafico  en  las  mutantes y viceversa.  A]

plantear  este  trabajo  sabiamos  que  Sortin2  acelera  el  trafico  hacia  la  vacuola,  que

acelera  la  endocito§is  de  la  membrana  plasmatica,  que  promueve  la  emergencia  de

raices    laterales   y   que   promueve    la    iniciaci6n    de    raices   laterales   de   manera

dependiente del  tfafico endocitico y  P13K.  El  o  los .blancos  directos  de  Sortin2  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 c6mo actt]a este compuesto durante el analisis final de los resultados

dado    que    una    mejor   comprensi6n    de    este    mecanismo   tambi6n    aportaria    en

comprender el  mecanismo de acci6n  de los FTs  NTL9 y NAC017.  Esto constituy6  una

dificultad  adicional  durante  el  analisis  de  este  trabajo  pero  que,  sin  embargo,  vjncula

inmediatamente  los  resultados con  la importancia  biotecnol6gica que  posee el  estudio

del  rol  del  trafico  endocitico  en  la  arquitectura  radicular.  Por  una  parte,  es  de  gran

inter6s   agron6mico   la   caracterizaci6n   de   compuestos   quimicos   que   mejoren   la

capacidad de adaptaci6n de la planta frente a distintos tipo§ de estfes y la arquitectura

radicular es importantisima en la respuesta a carencia de nutrientes (Zhang and Forde,

2000),  a  metales  (Lequeux  et  al.,  2010),  estfes  hidrico  (Xiong  et  al.,  2006)  y  esttes

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  producci6n

agricola  destinada  a  consumo  humano  por  razones  de  bioseguridad.   No  obstante,

puede ser utilizado para encontrar genes que participan de los mecanismos que induce

y  para  desarrollar variedades  resistentes  a  distintos  tipos  de  estfes.  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  la  planta y el tfafico endocitico es  uno

de  estos  procesos.  Investigar  los  genes  involucrados  en  este trafico  y  c6mo  este  es

regulado   a   nivel   transcripcional   sera   de   gran   importancia   en   el   futuro   para   el

mejoramiento gen6tico de especies vegetales.
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CONCLUSIONES

Se   obtuvieron   las   lineas   mutantes   homocigotas   nf/9-7   y   nf/9-2   del   gen

AT4G35580 y nac07 7-3 y nac07 7-4 del gen ATI G34190.

La§  mutantes nf/9-7  y nf/9-2 presentan  una perdida de funci6n de  NTL9 debido

a la interrupci6n de la regi6n del genoma que codifica para el dominio de union a DNA.

La  mutante  nac077-4  presenta  una  perdida  de  funci6n  de  MC077  a  nivel

transcripcional.

Las  mutantes  alelicas  de  NTL9,  nf/9-7  y nf/9-2,  presentan  una  disminuci6n  del

trafico endocitico hacia la vacuola y sobreacumulaci6n el trazador del trafico endocitico

en  endosomas,  sugiriendo  que  el  tfafico  entre  endosomas  y  la  vacuola  se  encuentra        .

Iimitado en las mutantes con respecto a la linea silJestre.

Las mutantes alelicas de NAC017,  nac077-3 y nao077-4,  presentan un fenotipo

relacionado  a  la  alteraci6n  del  trafico  desde  endosoma  tardio  hacia  la  vacuola.   La

mutante nac077-3  presenta, ademas,  un retraso del tfafico endocitico hacia la vacuola.

Dos  mutantes  al6licas  del  FT  NTL9  y  dos  mutantes  alelicas  del  FT  NAC017

presen{an  alteraciones  de]  trafico  endocitico,  sugjriendo  que  ambos  FT  de  la  familia

NAC participan de la regulaci6n del trafico endocitico en Arabt.dapst.s tha/t.ana.
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Consistentemente  con  un  rol  en  la  regulaci6n  del  trafico  endocitico  hacia  la

vacuola,  las  mutantes  nac077-3  y  nao077-4  de  IVAC077  presentan  una  sensibilidad

alterada   a   la   inducci6n   de   raices   laterales   mediada   por   Sortin2,   sugiriendo   que

NAC017 interviene en el trafico endocitico hacia la vacuola.

Mutantes de IV719 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  NTL9  y  NAC017  participan  de  la  regulaci6n

del  tfafico  endocitico     hacia   la  vacuola  y  en   el   desarrollo   de   raices   laterales   en

Arabidopsis thaliana.
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