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RESUMEN

Las raices laterales (LR) se desarrollan post-embrionariamente a partir de
células del periciclo que adquieren el destino de células fundadoras de raices
laterales (LRFCs) en un proceso denominado priming. Este proceso involucra al
menos dos etapas: la especificacion de las LRFCs y su posterior activacion. La
activacion de las LRFCs incluye diferentes eventos: la activacion del factor de
transcripcion GATA23, la acumulacion del regulador de quinasa asociado a
membrana MAKR4 y la disminucién del volumen de las células de la
endodermis contiguas a las LRFCs. En contraparte, el evento que define la
especificacién de las LRFCs todavia se desconoce. En nuestro laboratorio
hemos evidenciado que la induccion del trafico endocitico hacia la vacuola
promueve la formacion de LR independiente del complejo receptor de auxina
SCFTIRUAFB1.23 yfilizando el compuesto sintético Sortin2. Este biomodulador
induce de novo la formacion de LR sugiriendo que promueve la diferenciacién
de células del periciclo a LRFCs. El objetivo de este trabajo fue establecer la
relacién entre la induccidn de la aceleracion del trafico endocitico hacia la
vacuola por Sortin2 y la diferenciacion de LRFCs promovida por este
compuesto. Encontramos que Sortin2 efectivamente promueve la diferenciacién
de las LRFCs (induccién de la activacién transcripcional de GATA23 y la
acumulacion de MAKR4 en las LRFCs) en un proceso temporalmente posterior
a la induccién del trafico hacia la vacuola. Ademas, se utilizé la herramienta
genética para estudiar la relacién funcional entre el trafico endocitico hacia la
vacuola y la formacion de raices laterales. Se utilizaron mutantes, en el trafico
de proteinas o en la formacion de LR, caracterizadas en nuestro laboratorio por
poseer distinta sensibilidad a la induccién de la formacion de raices laterales
con Sortin2. Se encontré que existia un 75% de correlacién entre ambos
efectos del compuesto, sugiriendo fuertemente de que se encuentran ligados y
que la induccién del trafico hacia la vacuola seria la causa de la promocién de la
formacién de raices laterales gatillada por Sortin2. También se evidencié, que
no tan sdlo el trafico endocitico desde la membrana plasmatica (PM) hacia la
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vacuola es importante para la accion de este biomodulador sino que también es
vital la relocalizacion de algln/os componente/s macromolecular/es a la PM o al
espacio apoplastico, ya que para ejercer su efecto en la formacion de raices
laterales es necesario el correcto funcionamiento del frafico endocitico
retrogrado en donde participa VPS53 y la exocitosis hasta la PM en la que
juega un rol SEC15. Por ofra parte, también encontramos que existen eventos
celulares y moleculares necesarios para la relocalizacion de componentes
macromoleculares inducidos por Sortin2, que nos permiten posicionar el efecto
celular que tiene Sortin2 rio arriba de la activacion de las LRFCs. En conjunto
estos resultados nos indican que existe un proceso celular que impacta en el
patrén de formacién de las LR, en donde la induccion de la endocitosis hacia la
vacuola y la relocalizacién de algtin componente macromolecular promueven la
especificacion de las LRFCs, remodelando la arquitectura del sistema radicular.
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ABSTRACT

Lateral roots (LR) are developed postembryonically from the xylem pole
pericycle cells. These pericycle cells acquire the fate to be LR founder cells
(LRFCs) in a process called priming that involves specification and activation of
LRFCs. LRFC activation includes different events, such as activation of the
transcription factor GATAZ23, accumulation of the membrane associated-kinase
regulator MAKR4 in LRFCs anddecreased volume of endoderm cells next to
LRFCs. However, the nature of the event that defines LRFC specification is still
unclear. We have shown that the induction of endocytic trafficking towards the
vacuole promotes LR formation independently of the auxin receptor
SCFTIRUAFB1.23 hy means of the synthetic compound Sortin2 which induces de
novo LR formation, suggesting that the effect of Sortin2 is todifferentiate
pericycle cells to become LRFCs. The goal of this work is to unravel the
relationship between the endocytic trafficking towards the vacuole and the fate
acquisition of the LRFCs induced by Sortin2. We found that Sortin2 promotes
LRFC differentiation (induction of transcriptional activity of GATA23 and MAKR4
accumulation in LRFCs) in a process temporally after the induction of endocytic
trafficking toward the vacucle. Furthermore, a genetic approach was used to
study the functional relationship between protein trafficking and LR formation, by
analyzing know protein trafficking or know LR formation defective mutants,
previously identified in our laboratory, that display different sensitivity to LR
formation with Sortin2. We have found a 75% correlation between both effects of
this biomodulator. These results strongly suggest that both effects are linked
and establish that the induction of endocytic trafficking towards the vacuole
causes lateral root formation induced by Sortin2. We observed that not only
endocytic trafficking towards the vacuole is important for Sortin2 action, but also
the relocation of some macromolecular component/s to the PM or apoplastic
space is essential, since the refrograde endocytic trafficking depending on
VPS53 and the SEC15-dependent-exocytosis to the PM are both required for
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the effect of Sortin2 on LR formation. We have also found that cellular and
molecular events are necessary for the relocation of macromolecular
components induced by Sortin2, which also allows us to position the cellular
effect of Sortin2 upstream of LRFC activation. Overall, these results suggest a
cellular process that impacts the LR-program where the induction of endocytosis
towards the vacuole as well relocation between compartments promote the
specification of LRFCs, allowing root architecture remodeling in Arabidopsis

thaliana.
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INTRODUCCION

Las plantas son organismos sésiles con la plasticidad para adaptarse a
condiciones del medio ambiente. Esta plasticidad les ofrece una amplia gama
de ventajas, ya que son capaces de modificar su estructura post-
embrionariamente para responder a cambios en las condiciones ambientales a
las que se enfrentan (Laplaze y col, 2007; Malamy, 2005). Es por estas
razones que el crecimiento de las raices y la arquitectura del sistema radicular
(RSA, por sus siglas en inglés) son altamente relevantes para la adaptacion de
la planta al medio de crecimiento. RSA se denomina al arreglo espacial de las
raices de diferentes tipos, como rafz primaria, raices laterales o secundarias, y
raices fterciarias, etc. {Lynch, 1995). La RSA esta determinada por factores
genéticos de cada especie que puede ser modificada por sefiales ambientales

(Malamy, 2005).




1.1. Sistema radicular en Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es una planta dicotiledonea miembro de la familia
Brassicaceae y es utilizada como organismo modelo en biologia vegetal, puesto
que es conveniente de usar en experimentos de genética y porque su genoma
ha sido secuenciado (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Ademas, se
cuenta a ia fecha con un amplio nimero de lineas mutantes que junto a los
diferentes recursos gendémicos que se han generado, se encuentran disponibles
para la comunidad académica en el Arabidopsis Biological Resource Center
(hitp://abrc.osu.edu) ©o en el European Arabidopsis Stock Center
(hitp://arabidopsis.info} y organizados en la base de datos TAIR

(http:/iwww.arabidopsis.org).

A. thaliana, al igual que toda las dicotileddneas, en su estado embrionario se
define el hipocotilo, dos cotiledones y la radicula, la cual al emerger se
denomina rafz primaria (Berg, 2007). La simple estructura y patrén de desarrollo
de la raiz de A.thaliana la hace un modelo ideal para estudiar la organogénesis

de las rafces.

La raiz primaria consiste en varias capas concéntricas de distintos tejidos en el
que el haz vascular estda rodeado por la primera capa de la estela, llamada
periciclo. La endodermis rodea al cilindro central y la corteza a la endodermis.
Finalmente, la epidermis es la capa de células que recubre toda la raiz.

Ademas, en el apice de la raiz la caliptra, compuesta por las células de la /ateral




root cap y la columela, protege a la punta de la raiz y facilita su movimiento a
través del suelo. Al mismo tiempo, la raiz primaria esta compuesta por al menos
15 tipos celulares donde cada tipo celular se origina de un grupo de células
iniciales localizadas en la punta de la raiz en un nicho de células madres
conocido como centro quiescente (QC). Cada tipo celular esta restringido a una
tnica fila de células. Por lo demas, la posicion a lo largo del eje longitudinal de
la raiz es un indicativo de la edad de las células, ya que las células mas jovenes
se encuentran en la zona de la raiz cercana al QC, regién con una alta tasa
divisién celular, conocida como zona meristematica (MZ). Las células al
elongar, su distancia desde el QC aumenta, comenzando el proceso de
diferenciacién en la zona de elongaciéon (EZ) y luego terminando la madurez en
la zona de diferenciacién (DZ). La regién que se encuentra entre la MZ y la EZ

se ha denominado zona de transicion (TZ) (Figura 1A, Cederholm y col., 2012).

Las raices laterales se originan post-embrionariamente desde los dos polos
opuestos dentro del haz vascular que rodean el eje del xilema. Estos polos
contienen a las células del periciclo adyacentes a los polos del xilema
(Beeckman y col., 2001; Laskowski, 2013). Las raices laterales ayudan a la
fijacion de [a planta al suelo y permiten el aumento de la superficie radicular, lo
que incrementa la absorcién de agua y nufrientes. Se ha propuesto que las
plantas desarrollan sus raices dependiendo de las condiciones ambientales
para favorecer su supervivencia (Gieh! y col., 2012; Lima y col., 2010; Linkohr y

col., 2002).
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Figura 1: Estructura de la raiz primaria de Arabidopsis thaliana. (A) Raiz de una plantula de 5 dias
en donde se muestran las distintas zonas de desarrollo. El circulo negro representa el nicho de células
madres (STN, por sus siglas en inglés), la zona meristematica (MZ), zona de elongacion, zona de
transicién (TZ) y zona de diferenciacion (DZ).(B) Representacion esquemaética de la seccién longitudinal
(izquierda) y transversal (derecha). Se puede observar en la seccién longitudinal la zona del meristema
apical (AM), el meristema basal (BM) y la TZ a lo largo de la raiz primaria. Ademas se distinguen los
tipos celulares que conforman la raiz primaria: columela, células iniciales de la columela, protoxilema,
metaxilema, procambio, floema (células de compafiia), floema (meta y protofloema), periciclo adyacente
a los polos del xilema, periciclo adyacente a los polos del floema, centro quiescente, endodermis,
corteza, células iniciales de la corteza y endodermis (CEl), células hijas de las CEl, células de la
epidermis que son pelos radicales, células de la epidermis que no son pelo radicales, lateral root cap y
lateral root cap / células iniciales de la epidermis. Figura modificada de Cederholm y col,, 2012

Se ha descrito que las auxinas, hormonas vegetales que regulan muchos

aspectos del desarrollo y crecimiento de plantas (Reinhardt y col., 2003; Tanaka




y col, 2008), son un regulador clave de la formacion de raices laterales
(Benkova y col., 2003; Casimiro y col., 2001; Celenza y col., 1995; Dubrovsky y
col, 2008). La via canodnica de sefalizacion de auxina activa la familia de
factores de transcripcion denominados factores de respuesta a auxinas (ARFs),
los que activan genes en respuesta a la presencia de auxina (Ulmasov y col.,
1997). Los ARFs se encuentran regulados negativamente por proteinas
nucleares conocidas como AUX/IAA (Auxina/indol Acido acético) (Tiwari y col.,
2004). Dentro de la célula, la auxina es reconocida por el complejo receptor de
auxina SCFTRVAFB123 que induce la ubiquitinacion y degradacién de protefnas
AUX/IAA medianie el proteosoma 26S y, por ende, la desinhibicidn de los
ARFs, permitiendo de este modo la expresion de genes regulados por auxina,

para asi establecer un programa particular de desarrollo (Gray y col., 2001).
1.2 Etapas en Ia formacion de raices laterales

La formacion de raices laterales presenta las siguientes etapas de desarrollo
(Figura 2). Priming, en donde determinadas células del periciclo adyacentes a
los polos del xilema entran en una serie de eventos en que adquieren la
identidad de células fundadoras de raices laterales (LRFCs, por sus siglas en
inglés) que culmina con la migracion de los ntcleos de las LRFCs hacia la
pared celular comin (Pe Smet y col., 2007). Iniciacién, en donde ocurre la
primera division anticlinal y asimétrica del par de LRFCs contiguas, dando lugar
un primordio de raiz lateral (Estado | segin Malamy & Benfey, 1997) que son

células pequefias flanqueadas por dos células que son mas largas (Péret y col.,




2009). Desarrollo de primordios de raices laterales, la primera division
anticlinal y asimétrica origina dos células hijas pequefias que contintian con
sucesivas y ordenadas divisiones periclinales y anticlinales, formando los
estados Il al VIl de primordios de raices laterales (Casimiro y col., 2001;
Malamy & Benfey, 1997). Emergencia de raices laterales, es la etapa en la
cual el primordio de raiz lateral avanza su crecimiento y desarrollo a través de

los tejidos externos hasta emerger desde la raiz primaria(Swarup y col., 2008).
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Figura 2: Formacion de raices laterales en Arabidopsis thaliana. Etapas de formacién de raices
laterales. 1. Dos células contiguas del periciclo se ven sometidas a una etapa denominada priming en el
que adquieren el destino de LRFCs a través de una serie de eventos que comienzan con el que especifica
a las LRFCs, Luego le sigue un proceso de activacién de las células fundadoras en que se expresa
GATAZ23 y subsecuentemente MAKR4. En este proceso ocurre también la reduccion del volumen de las
células de la endodermis contiguas a las LRFCs. Los ntcleos de las LRFCs se acercan. 2. Iniciacién del
primordio de raiz lateral, en donde ocurre la primera divisién anticlinal de las LRFCs. 3. Desarrollo del
primordio de raiz lateral. 4. Emergencia del primordio de raiz lateral. (Figura modificada desde VanNorman
y col,, 2013).
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1.3 Eventos moleculares y celulares involucrados en el priming de raices

faterales

El priming de raices laterales se ha dividido en dos procesos: especificacién y
activacion de las LRFCs. La especificacion de las LRFCs es cuando las células
del periciclo adyacentes a los polos del xilema adquieren la competencia para
recibir diversas sefiales de activacién y convertirse en LRFCs. Por su parte, la
activacion de las LRFCs incluye diversos eventos que ocurren previo a la

iniciacion del primordio de raiz lateral (Van Norman y col., 2013).

Se ha evidenciado que existen acontecimientos que tienen lugar en el
meristema basal de la rafz primaria que determinan el priming de las raices
laterales. En el meristema basal determinadas células del periciclo adyacentes
a los polos del xilema adquieren la identidad de LRFCs (De Smet y col., 2007).
Entre los acontecimientos que tienen lugar en el meristema basal destacan la
sefializacion de auxina que ocurre en el cilindro central del meristema basal y
las fluctuaciones periédicas en la actividad transcripcional del promotor sintético
DRS5, el cual responde a auxina (Ulmasov y col, 1997), que regularian el
priming de las raices laterales representando asi los cambios en la distribucién
de auxinas que median el espaciamiento regular de las raices laterales a lo
largo de la raiz primaria (De Smet y col., 2007). Ademas, esta distribucién
regular es controlada por un mecanismo semejante a un reloj endégeno que

genera oscilaciones génicas en las filas de células del protoxilema en la zona




de oscilacion ubicada en el meristema basal de la raiz primaria (Moreno-

Risuefio y col., 2010),

Por ofra parte, se han descrito diversos eventos de priming de raices laterales
que conforman parte de la activacion de las LRFCs, sin embargo alin se
_desconoce cual es el evento que especifica a las LRFCs (Van Norman y col.,
2013). Se ha propuesto que auxina actlia como una sefial de activacion de las
LRFCs, puesto que las células del periciclo que seran LRFCs requieren altos
niveles de auxinas (Marhavy y col., 2013). Entre los eventos que conforman la
activacion de las LRFCs que dependen de la acumulacion de auxinas, se
encuentra la induccion de la expresion del factor de transcripcion GATA23, el
que se expresa especificamente en las células del periciclo adyacentes a los
polos del xilema antes de la primera divisién asimétrica de las LRFCs y se
correlaciona con la oscilacion de los maximos de auxinas en el meristema basal
(De Rybel y col.,, 2010). Ademéas, mediante experimentos in vivo se demostrd
que GATAZ3 se expresa en un momento previo a la migracion de los ntcleos
que antecede a la primera divisién de las LRFCs (De Rybel y col, 2010).
lgualmente, De Rybel y col, 2010 evidenciaron que el modulo de la
sefalizacion de auxina Aux/IAA28-ARF 5, 6, 7, 8, 19 controla la expresion de
GATA23 en el meristema basal, apoyando el rol de las auxinas en la etapa de

priming.

Otro evento de activacion de las LRFCs es el incremento de la expresion y

acumulacion del regulador de quinasa-asociado a membrana (MAKR4, por sus




siglas en inglés) en las LRFCs (Xuan y col., 2015). MAKR4 se expresa en fase
con la oscilacion del reportero transcripcional de auxina, DR5, en la zona de
oscilacién y se induce en la capa del periciclo en donde la organogénesis de
raices laterales se lleva a cabo (Xuan y col., 2015). Ademds, se ha evidenciado
que MAKR4 se expresa especificamente en el polo del protoxilema del
meristema basal y en los nuevos primordios de raices laterales (Xuan y col.,
2015). También la aplicacién exdgena de acido indol acético (IAA) o acido indol
butirico (IBA) provoca un incremento en su expresion en el meristema basal de
la raiz primaria. Xuan y col,, 2015 han reportado que a nivel celular MAKR4 se
acumula en la membrana plasmatica de las LRFCs previo a la migracion de los
nucleos de las LRFCs y, subsecuentemente, MAKR4 se acumula en las capas
celulares que rodean los estados tempranos de los primordios de raices

laterales.

Otro evento de activacion de las LRFCs que se ha reportado es la pérdida del
volumen de las células de la endodermis contiguas a las LRFCs (Vermeer y
col., 2014). Ademas, las células de la endodermis se han diferenciado de las
demas capas celuilares por la “Banda de Caspary”, la cual es conocida por ser
la mayor barrera de difusion apoplastica en las raices (Geldner, 2013). En
Vermeer y col., 2014 se evidencid que las células de la endodermis que
recubren a los primordios de raices laterales pierden volumen, cambian de
forma, y liberan las tight junctions que actiian como barrera de difusion para dar

paso a los nuevos primordios de raices laterales. Todo esto ocurre desde antes
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de la primera divisién de las LRFCs y depende de la sefializacién de auxina

(Vermeer y col., 2014).

Ademas se ha descrito que la migracion de los ntcleos hacia la pared celular
comun de las LRFCs activadas es un evento requerido para que el primordio de
raiz lateral se pueda iniciar (De Rybel y col., 2010). Este evento es activado por
Lateral Organ Boundaries Domain 16 (LBD16) / Asymmetric Leaves2-Like 18
(ASL18) en las LRFCs y es dependiente del médulo de sefializacion de auxinas

SLR1/IAA14-ARF7, 19 (Goh y col., 2012).
1.4 Sistema de endomembranas en plantas

El sistema de endomembranas en plantas estd compuesto por compartimentos
membranosos que se interconectan fisica y funcionalmente a través de diversas
vias de trafico (Surpin y col., 2004; Pizarro & Norambuena, 2014; Figura 3). Los
componentes del sistema de endomembranas en plantas son ia membrana
plasmatica (PM), reticulo endoplasmatico (ER), aparato de Golgi (AG),
vacuolas(LV), endosomas tempranosfred frans Golgi (EE/TGN), cuerpo
multivesicular/compartimento pre-vacuolar/endosomas tardios(MVB/PVC/LE) y
endosomas de reciclaje (RE). El sistema de endomembranas tiene un rol
importante respecto al movimiento de moléculas, en particular de proteinas,
lipidos y polisacéridos (Jiirgens, 2004; Samaj y col., 2005). Las principales rutas
de ftrafico del sistema de endomembranas son la ruta secretoria y la ruta

endacitica. La ruta secretoria (Flechas negras, Figura 3) considera el trafico de
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las proteinas que son sintetizadas de novo en el reticulo endoplasmatico y se
dirigen por diferentes compartimentos al lugar donde cumplen su funcién. El
paso final en la ruta secretoria es la exocitosis, lo que resulta en la fusion de
vesiculas con la membrana plasmatica y la entrega del contenido de la vesicula
a la superficie de la célula (Zarsky y col., 2013). La ruta endocitica (Flechas
rojas, Figura 3), involucra la captacion de moléculas de la membrana plasmatica
y extracelulares y su posterior internalizacion. Después de la internalizacion
desde la PM, las proteinas se dirigen a compartimentos endosomales
incluyendo EE/TGN, MVB/PVC/LE y vacuola o bien se reciclan a la PM (Low &

Chandra, 1994; Pizarro & Norambuena, 2014; Robinson y col., 2008).

Ruta endocitica Membrana plasmética
Endoc'm'*\' / f‘:ulclalmocnaimcmmn W
o«

Figura 3: Sistema de endomembranas en plantas. El sistema de endomembranas en plantas se
compone por compartimentos y componentes de trafico que son conservados entre la mayoria de los
eucariontes. La ruta endocitica (flechas rojas) incluye el trafico en vias que involucran la relocalizacion de
proteinas desde membrana plasmatica a compartimentos intracelulares que incluyen TGNJ/EE,
MVB/PVCILE y vacuola. La ruta secretoria (flechas negras) incluye vias que involucran el direccionamiento
de proteinas sintetizadas de novo desde el reticulo endoplasmatico hacia su compartimento de residencia
(Figura modificada de Pizarro & Norambuena, 2014).
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Interesantemente, distintos procesos de desarrollo de las plantas dependen del
trafico de proteinas por las diversas rutas del sistema de endomembranas,
como [a elongacion celular, la formacion de la pared celular, la defensa a
patégenos, la remodelacion del citoesqueleto, entre otros. (Drakakaki y col.,
2009; Grunewald & Friml, 2010; Surpin & Raikhel, 2004). E| sistema de
endomembranas también esta involucrado en el transporte polar de auxina que
depende de facilitadores que se localizan polarizadamente en la membrana
plasmatica y que trafican mediante endocitosis a los endosomas y reciclan a la

membrana plasmatica (Paciorek & Bergmann, 2010).

1.5 Efectos fisiolégicos del compuesto Sortin2 en Arabidopsis thaliana

Sortin2 (Figura 4) es un compuesto quimico de bajo peso molecular que se
identificé6 por su capacidad de interferir en la destinacién a la vacuola de la
proteina carboxipeptidasa Y en Saccharomyces cerevisiae (Zouhar y col,

2004)y A. thaliana (Pérez-Henriquez y col, 2012).

Figura 4: Estructura quimica del compuesto Sortin2, Sorfin2 es un compuesto quimico sintético de
baja masa molecular que fue identificado desde una caleccion de 4.800 compuestos quimicos (Zouhar y
col,, 2004),

Se encontré que Sortin2 induce la endacitosis de membrana plasmaética en las
células de la epidermis del meristema basal de la raiz primaria de A.

thaliana(Pérez-Henriquez y col., 2012). El tratamiento con Sortin2 desencadena
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la acumulacién en la vacuola de proteinas localizadas en la membrana
plasmética. Esta acumulacién es inhibida al bloquear el trafico endociiico desde
MVB/PVC/LE hacia la vacuola con el compuesto Wortmanina (Pérez-Henriquez

y col.,, 2012).

También se ha visto en Arabidopsis que Sortin2 inhibe el crecimiento de la raiz
primaria (Zouhar y col., 2004) e incrementa el nimero de raices laterales a
través de un proceso que es independiente del complejo receptor de auxina
SCFTIRUAFB1.23 (Pérez-Henriquez y col., 2012). Interesantemente, al inhibir el
trafico endocitico desde MVB/PVC/LE hacia la vacuola se inhibe el efecto
inductor de raices laterales promovido por Sortin2 (Pérez-Henriquez y col.,
2012). En las plantas que crecen en condiciones controles, las alteraciones del
trafico de MVB/PVCI/LE a vacuola no son relevantes para la formacién de raices
laterales. Esto ha permitido que nuestro grupo de investigacion postule que el
trafico endocitico hacia la vacuola posee un papel en la formacion de raices

laterales por Sortin2 (Pérez-Henriquez y col, 2012).

Para determinar [as proteinas del sistema de endomembranas que son
importantes para que Sortin2 induzca la formacion de ralces laterales, en
nuestro laboratorio se realizé una blisqueda de mutantes que han sido descritas
por sus defectos en el funcionamiento del sistema de endomembranas. Se
seleccionaron 21 mutantes en las que su producto proteico esta descrito por
poseer un papel clave en diferentes procesos como la endocitosis, reciclaje y

exocitosis. En estas mutantes se evalud la sensibilidad a Sortin2 con respecto a
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la formacion de raices laterales y se encontraron mutantes con distinta
sensibilidad a Sortin2 (Cruz-Amaya & Norambuena, resultados no publicados;

Anexo 1).

Siguiendo la misma aproximacién, utilizando diferentes mutantes descritas por
ser defectuosas en las etapas de la formacién de raices laterales, dilucidamos
que Sortin2 afecta un paso previo a la iniciacién de raices laterales (Morales-
Herrera, 2015; Anexo 1). Ademas, evidenciamos en Morales-Herrera, 2015 que
Sortin2 promueve los eventos moleculares claves para la iniciacién de raices
laterales como: 1.GATAZ23, factor de ftranscripcion que se ha descrito por
controlar la identidad de las LRFCs (De Rybel y col,, 2010); 2.CycB1;1, ciclina
dependiente de quinasa que evidencia activa divisién celular (De Smet et al,,
2007); y 3. DR5, promotor sintético que responde a auxina (Sabatini y col.,
1999). Esto y otros antecedentes muestran que Sortin2 induce un evento previo
a la iniciacion en la organogénesis de las raices laterales, en el que las células

del periciclo se diferencian a LRFCs.

1.6 Planteamiento del probiema

En plantas el sistema de endomembranas ha sido implicado en una serie de
eventos importantes para procesos de desarrollo, como en sefalizacion
hormonal y procesos de organogénesis (Surpin & Raikhel, 2004; Drakakaki y

col., 2009; Grunewald & Friml, 2010).

El sistema de endomembranas, en el contexto de formacién de raices laterales-
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dependientes de auxina, juega un rol importante, ya que establece la
localizacién subcelular y la polaridad de los facilitadores de auxina (Geldner y
col,, 2001; Friml y col., 2003). Sin embargo, el compuesto sintético Sortin2
induce un mecanismo de formacién de raices laterales independiente del
complejo receptor de auxina SCFTRVAFB1.23 (Dérez-Henriquez y col, 2012).
Tratamientos con Sortin2 inducen una aceleracion del trafico de proteinas
desde la membrana plasmatica a la vacuola (Pérez-Henriquez y col., 2012).
Esto hace suponer que existe una conexién entre el trafico endocitico hacia la
vacuola y la formacion de raices laterales inducida por Sortin2. En base a esto
se propone estudiar el rol del trafico endocitico hacia la vacuola en |la formacion

de raices laterales utilizando el biomodulador Sortin2.

En este trabajo de tesis proponemos como hipotesis que “La aceleracion del
trafico endocitico hacia la vacuola inducido por Sortin2 diferencia a las células
del periciclo a células fundadoras de raices laterales promoviendo la
organogénesis de raices laterales en A. thaliana”. Para evaluar esta hipétesis
se estudiara la temporalidad de los eventos moleculares de priming inducidos
por Sortin2, utilizando las Ilineas reporteras pGATA23:NLS-GFP vy
PMAKR4::GFP-MAKR4 y evaluando el cambio en la morfologia de las células
de la endodermis. Esta temporalidad se comparara con la temporalidad de su
efecto en la aceleracion del trafico hacia la vacuola por este biomodulador
visualizando la internalizaciéon de membrana plasmatica como propuesta de un

nuevo evenio de priming de raices laterales. Ademas, se estudiara el trafico
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hacia [a vacuola del trazador endocitico FM4-64 y el aumento en la poblacion
de MVB/PVC/LE inducido por Soriin2 en mutantes con diferente sensibilidad a
la induccién de raices laterales por Sortin2. También se evaluaran los eventos
de priming de raices laterales inducidos por Sortin2 en las mutantes que
presenten resistencia al efecto en el trafico endocitico promovido por Sortin2

mediante la determinacién de los niveles de transcritos de GATA23 y MAKRA4.

1.7 Hipdtesis de trabajo

La aceleracion del trafico endocitico hacia la vacuola inducido por Sortin2
diferencia a las células del periciclo a células fundadoras de raices laterales

promoviendo la crganogénesis de raices laterales en A. thaliana.

1.8 Objetivo General

Determinar [a relacion causal enire la induccién de la aceleracion del trafico
endocitico hacia la vacuola por Sortin2 y €l evento de diferenciacién de células

fundadoras de raices laterales promovido por Sortin2 en A. thaliana.

1.9 Objetivos Especificos

1. Estudiar la temporalidad de los eventos moleculares y celulares de priming
de raices laterales promovidos por Sortin2.

2, Evaluar la induccion del trafico hacia la vacuola ejercido por Sortin2 en Ia
coleccion de mutantes, con defectos en la formacién de raices laterales y

defectos en el sistema de endomembranas, que presentan distinta




sensibilidad a la induccién de raices laterales por Sortin2.
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3. Evaluar la inducci6n de los eventos de priming de raices laterales por Sortin2

en la coleccién de mutantes, con defectos en la formacién de raices laterales

y defectos en el sistema de endomembranas, que presentan distinta

sensibilidad a [a induccién de rafces laterales por Sortin2.




MATERIALES Y METODOS

2.1 Lineas de semillas

Se usaron lineas de Arabidopsis thaliana de tipo silvestre ecotipo Columbia-0
(Col-0) y Wassilewskija (Ws). También se utilizaron las lineas transgénicas
pGATAZ23::nls-GFP (De Smet y col.., 2007), pMAKR4::GFP-MAKR4(Xuan y
col.., 2015), pCAPS1::CASP1-mcherry (Vermeer y col., 2014), pCASP1::yTIP-
CITRINE (Vermeer y col, 2014), p35S::GFP:3-TIP (Avila y col, 2003) y
PPIN2::PIN2-GFP (Xu & Scheres, 2005), las lineas mutantes en la formacién de
raices laterales: axr4-7 (Hobbie y Estelle, 1995), aux7-27 (Swarup y col., 2004),
acr4 (De Smet y col., 2008), ceg (Dong y col., 2008), cui1-6 (Moon y col., 2007),
jfaa28-1(Rogg y col, 2001} ysir1-1 (Fukakiy col., 2002) y las lineas mutantes en
el trafico de proteinas sec75 (Hala y col., 2008), vamp722 (Zhang y col., 2011),
vpsS3(Wang y col., 2011), vii12-1 (Surpin y col., 2003). Las semillas se
obtuvieron desde los laboratorios colaboradores de Dr. Tom Beeckman (VIB,

Bélgica), Dr. Stephanie Roberts (UMEA, Suecia), Dr. Joop Vermeer
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(Universidad de Zurich, Suiza), Dr. Philip Benfey (Universidad de Duke, Estados

Unidos) y Dr. Natasha Raikhel (UCR, Estados Unidos).

2.2 Estratificacién y esterilizacion de semillas de Arabidopsis thaliana

Las semillas de A.thaliana fueron esterilizadas con el método de cloro gaseoso
(Cl2). El protocolo de esterilizacion consistié en lo siguiente: 1) En un desecador
se coloco una gradilla con los tubos abiertos que contienen las semillas. En un
vaso precipitado de 100 mL se adicionaron 80 mL de cloro comercial (4,9%
hipoclorito de sodio) y 700 pL de acido clorhidrico 32% (MERCK) donde el
producto de la reaccidon es cloro gaseoso.2) El cloro gaseoso esterilizd las
semillas por 16 horas, en la campana de extraccion. 3) Los tubos se dejaron
ventilando por 2 horas en la camara de flujo laminar LAMINAIRE que confiere
un ambiente estéril. 4) Finalmente se guardaron [as semillas en 1 mL de agua
estéril a 4°C en oscuridad durante al menos 24 horas con el propésito de

estratificar las semillas.

2.3 Crecimiento de plantulas de Arabidopsis thaliana

Semillas de A.thaliana esterilizadas y estratificadas se sembraron en placas
cuadradas (12 x 12 cm) que contenfan medio de cultivo de planta MS-agar 0,5X
(Medio de cultivo Murashige y Skoog 0,22% p/v (PhytoTechnology
Laboratories), sacarosa 1% p/v (MERCK), fitoagar 0,7% p/v (PhytoTechnology
Laboratories), mioinositol 0,01% p/v (PhytoTechnology Laboratories), MES

0,05% p/v (PhytoTechnology Laboratories), pH 5,7). Se dispusieron las placas
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de manera vertical para que las plantulas crecieran en la superficie del medio
de cultivo. Las placas se incubaron en una camara de cullive con una
intensidad luminica de 6.000 lux y fotoperiodo de 16 horas de luz a 22°C y 8

horas de oscuridad a 18°C.

2.4 Tratamientos con Sortin2 en plantulas de Arabidopsis thaliana

Para efectuar los tratamientos con Sortin2, a partir de una solucién stock de 20
mg/mL (en dimetil sulféxido 100% (DMSO, Winkler), ChemBridge San Diego,
CA) se diluyéd en Medio Sélido de Cultivo (MS-agar) o en Medio Liquido de
Cultivo (MS-liquido) hasta la concentracion de 25 pg/mL, se ajusté el volumen
de DMSO para que asf el MS-agar o MS-liquido alcance una concentracién final
de DMSO 1%(Pérez-Henriquez y col., 2012). Cabe mencionar, que el MS-
liguido contiene los mismos componentes del MS-agar excepto el gelificante
fitoagar (PhytoTechnology Laboratories). Los medios de cultivo contienen una
concentracion final 1% v/v de DMSO usada como condicion control. Ademas se
ha reportado que la concentracion de DMSO que se utilizé no afecta el
desarrollo de las plantulas de Arabidopsis (Zouhar y col., 2004). Los MS-agar y
MS-liquido que contenian Sortin2 y DMSO 1% fueron pre-incubados por 96
horas en condiciones de fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad
a22°C, con intensidad luminica de 6.000 lux, ya que resultados en el laboratorio
indican que la mayor actividad inductora de raices laterales es en esas

condiciones.
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2.5 Evaluacion de la temporalidad de los eventos de priming de raices

laterales.

Plantulas de 7 dias de las diversas lineas reporteras se cultivaron como se
describe en la seccién 2.3 y se traspasaron a placas de 6 pocillos con MS-

liquido suplementado con Sortin2 o DMSO1% (Control).

Para determinar la temporalidad de la activacién de] factor de transcripcién de
GATAZ23, se analiz6 la activacion transcripcional de GATAZ23 en las células del
periciclo utilizando la linea reportera pGATA23::NLS-GFP (De Smet y col.,

2007) {ver seccion Resultados 3.1.2).

Ademéas, con el fin de evaluar el tiempo en que el tratamiento con Sortin2
induce la acumulacion de MAKR4 en la PM de las células del periciclo, se
estudio la temporalidad de la acumulacién de la proteina MAKR4 en plantulas
de [a linea transgénica pMAKR4:GFP-MAKR4 (Xuan y col., 2015) (ver seccion

Resultados 3.1.3).

Tambien, se determind la estructura de la endodermis, capa celular que rodea
al periciclo que cambia durante el proceso organogénico (Vermeer y col., 2014).
Se evalud la acumulacidn y localizacién del marcador de las células de la
endodermis pCASP1::CASP1-mCherry (Vermeer y col., 2014)(ver seccién
Resultados 3.1.4). CASP1 se expresa y localiza en células diferenciadas de la

endodermis (Vermeer y col., 2014).
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Por ofra parte, con el propdsito de estudiar si el volumen de la vacuola
disminuia en tratamiento con Sortin2, se utiliz6 la linea p35S::GFP-5TIP (Avila y
col,, 2003), en que se observé la estructura de la vacuola en todas las capas
celulares de la raiz visualizando la proteina de fusion GFP-3TIP (Loque y col.,
2005), asociada a la proteina reportera GFP (ver seccién Resultados 3.1.4).
Ademas se trabaj6 con la linea reportera pCASP1::y-TIP-CITRINE (Vermeer y
col., 2014}, en la que se visualizé la proteina de fusion y-TIP-CITRINE en la
endodermis de la raiz (Ludevid y col, 1992) (ver seccion Resultados 3.1.4),

asociada a |a proteina reportera CITRINE.

Finalmente, para evaluar el evento que se propuso como un nuevo evento de
priming de raices laterales gatillado por Sortin2 es que se evalué en la
epidermis del meristema basal de la linea transgénica pPIN2::PIN2-GFP el
tiempo en que se detecta la internalizacion de PIN2-GFP desde la membrana
plasmatica a la vacuola, en tratamiento con Sortin2 (ver seccién Resultados

3.1.1).

2.5.1 Cuantificacién de las células del periciclo que acumulaban los

marcadores de priming de raices laterales.

Para la cuantificacion de las células del periciclo que acumulaban GFP en las
células en donde se expresaba GATA23, se evalud el nimero de células del

periciclo que contenian GFP en su n(cleo y se relativizd al nimero de células
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del periciclo totales en el campo visual al utilizar un aumento de 400X (entre 6-

10 células).

Ademas, para cuantificar las células del periciclo que acumulaban GFP-MAKR4,
se evalué el nimero de células del periciclo que contenian GFP-MAKR4 en sus
membranas plasmaticas y se relativizé al nimero de células del periciclo totales

en los 0,2 mm de raiz principal estudiadas (entre 27-30 células).

2.6 Evaluacién de la endocitosis desde membrana plasmética hacia la
vacuola del trazador endocitico FM4-64.

Segun lo reportado en Pérez-Henriquez y col., 2012 el tratamiento con Sortin2
acelera la endocitosis hasta la vacuola del trazador fluorescente FM4-64. Por
ello se analizé la internalizacién de FM4-64 hacia la vacuola en tratamiento con
Sortin2 en las mutantes axr4-1, aux1-21, acr4, ceg, cul1-6, iaa28-1, sec15, sir1-
1, vamp722, vpsb3 y vti12-1. Para el estudio de la internalizacion del trazador
endocitico FM4-64, plantulas de 7 dias se incubaron a 4°C por 10 min en 5 pM
FM4-64 (stock 16mM, Invitrogen) diluido en MS-liquido. Esto se consideré6 el
tiempo O de la dinamica de endocitosis. La internalizacién de FM4-64 en las
plantulas se siguid por distintos tiemposen los distintos tratamientos a 22°Cen

las células de la epidermis del meristema basal de la raiz primaria (Figura 5).
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Figura 5: Esquema del proceso de internalizacion del trazador fluorescente FM4-64. Para estudiar la
internalizacién del trazador endocitico FM4-64 se realiza previamente una incubacion a 4°C de FM4-64
(5uM) por 10 minutos. Posteriormente comienza la visualizacion de la internalizacién (tiempo 0) a 22°C en
la cual en los primeros minutos se observa el FM4-64 en la membrana plasmatica (PM) de las células (1),
Luego, se encuentra el trazador ademas en los endosomas (TGN/EE y MVB/PVC) (2). Finalmente, la
sonda fluorescente llega también a la membrana de la vacuola (LV) (3).

2.7 Analisis de la poblacion de MVB/PVC/LE ARAT7-positivos mediante

inmunofluorescencia indirecta.

Mediante el uso del anticuerpo primario anti-ARA7 (Ueda y col., 2001) se
analiz6 la poblacién de MVB/PVC/LE-ARAT7 en tratamiento con Sortin2 en las
celulas de la epidermis del meristema basal de la raiz primaria de plantulas
silvestres del ecotipo Col-0 y de las mutantes cul1-6, iaa28-1, sec15, sir1-1y
vps53. Para realizar la inmunofluorescencia indirecta se siguié el protocolo del
Dr. Ricardo Tejos (Universidad Arturo Prat) que presenta modificaciones al
publicado en Paciorek y col, 2006: 1) Fijacion del tejido: Se fijaron las plantulas
de las lineas de Arabidopsis en una solucion de paraformaldehido 4% en buffer
fosfato salino 1X (PBS, por sus siglas en inglés) con TritonX-100 (Tx-100) 0,5%
v/v por 1 hora en una camara de vacio. Luego se realizaron 3 lavados con PBS
1X'y 3 lavados con H20 de calidad Milli-Q (5 minutos, cada lavado). Después se

montaron las plantulas en un portaobjeto SuperFrost™ (ThermoScientific) que
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permite una mayor adherencia del tejido. Al dia siguiente, se removié con un
bisturi la parte aérea de las plantulas y con un lapiz hidrofébico se marcé una
zona alrededor de las rafces. 2) Digestion de fa pared cefular: A continuacion,
para digerir la pared celular de manera de facilitar el acceso de los anficuerpos
respectivos, se traté con 2,5% de la enzima driselasa (proveniente de
Basidiomycetes, SIGMA) en una solucién de PBS 1X por 1 hora a 37°C.
Después, se efectuaron 2 lavados con PBS 1X con Tx-100 0.05% viv por 10
minutos. 3) Permeabifizacion del tejido: Posteriormente, se permeabilizaron las
membranas con una solucion de 10% DMSO (Winkler), 3% IGEPAL (Winkler)
en PBS 1X a temperatura ambiente por 1 hora. Luego, se realizaron 2 lavados
con PBS 1X con Tx-100 0.05% v/v por 10 minutos. 4) Inmunofluorescencia: A
continuacion, se bloqued el portaobjetos con una solucion de 3% de Albamina
Sérica de Bovino (BSA, por sus siglas en inglés) en PBS 1X por 1 hora a
temperatura ambiente. Luegt;, se incubd con el anticuerpo policlonal primario
anti-ARA7 (producido por conejo (Ueda y col., 2001)) en una dilucién 1:200 en
una solucion de 3% de BSA en PBS 1X por 4 horas. Después, se lavd 4 veces
con PBS 1X con Tx-100 0.05% v/v por 10 minutos. Posteriormente, se incubd el
anticuerpo secundario anti-conejo IgG (H+L) (producido por cabra) conjugado al
fluorocromo Cy3 (KPL) por 2 horas en una dilucién 1:600 en una solucién de
BSA al 3% en PBS 1X. 5) Montaje final de las muestras: Finalmente, para el
manejo de las muestras se ultilizé el medio de montaje “R-Fluor” (90% gliceral,
10% PBS 1X y DAPCO(SIGMA) 25 mg/mL a pH 8,5), el cual previene el rapido

fotoblanqueado de Cy3 (Kong y col., 2007)y se cubrieron con un cubreobjetos.
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Se visualizaron las muestras inmediatamente y/o se almacenaron en oscuridad

a -20°C para su posterior observacion.

2.8 Visualizacion de marcadores fluorescentes mediante microscopia
confocal

Se realizd la visualizacién de las lineas reporteras y la sonda fluorescente Cy3
mediante el microscopio confocal Zeiss LSM 710. Ademas, para la observacion
de la sonda fluorescente FM4-64 se utilizé el microscopio confocal Zeiss LSM
510. Para cada fluoréforo se utilizo el respectivo laser de excitacion y filtros de
emision indicados en la Tabla 1. El andlisis de las imagenes se efectud

mediante el software ZEN blue 2012 (°Carl Zeiss Microscopy).

Tabla 1: Lista de las lineas reporteras y sondas fluorescentes utilizadas en esta tesis.

Linea reportera/Sonda Proteina Laser de excitacién | Filtro de emisién
fluorescente fluorescente {nm) {nm)
pPGATAZ3:NLS-GFP GFP 488 493-550
pMAKR4:GFP-MAKR4 GFP 488 484-626
pCASP1::CASP1-mCherry mCherry 543 548-698
p35S::GFP-5TIP GFP 488 519-680
pCASP1::y-TIP-CITRINE CITRINE 514 493-535
pPIN2::PIN2-GFP GFP 488 493-554
FM4-64 543 LP560

Cy3 543 612-758

2.9 Evaluacion de los niveles de transcritos de GATA23 y MAKRA4.

Se analizaron los niveles de transcritos de GATA23 y MAKR4 en plantulas de 7
dias crecidas en MS-agar de las lineas de Arabidopsis Col-0, iaa28-1, sir1-1,
sec15y vps53 que se trataron por 24 horas en MS-agar conteniendo DMSO 1%

(Control), Sortin2 25 pg/mL y NAA 10 pM como control positivo de la induccién
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de GATA23 y MAKR4. Previo a la coleccion del tejido, se decapité la parte
aerea y la zona meristematica de la raiz primaria de las plantulas con un bisturi.
A continuacién, se colectaron las raices para ser congeladas en nitrogeno

ifquido y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

2.9.1 Extraccion de ARN y generacion de ADNc.

Se aisl6 el ARN total de cada una de las muestras de raiz de las diferentes
lineas utilizando el Kit Invitek de Sfratec® siguiendo las indicaciones
proporcionadas por el fabricante. Luego se cuantificd la concentracion de los
acidos nucleicos utilizando el espectrofotémetro EPOCH™ 2 (Biotek), midiendo
la absorbancia a A=260 nm. Ademas, se midié en la A=280 nm para obtener el
indice 260/280, el cual debe estar en un rango entre 1.8-2.0, ya que estos
valores sugieren que la muestra cumple con los rangos de pureza requeridos

para una eficiente reaccién de retrotranscripcion (ThermoScientific, 2011).

Luego para asegurar que el ARN esté libre de ADN gendmico se realizé el
tratamiento con DNAsa | (ThermoScientific®) a 37°C por 40 minutos en el que
un volumen de ARN equivalente a 3,5 ug se incubd con 0.05X Buffer DNAsa !
con MgClz, 1 U/uL del inhibidor de RNAsa Ribolock™, 0.025 U/uL DNAsa | y
H2O tratada con DEPC en un volumen final de 20 pL. Posteriormente se
evaluaron los pardmetros de calidad y concentracion de los acidos nucleicos en
las muestras utilizando el EPOCH™ 2 (Biotek). Ademas para verificar que el

ARN estuviera libre de ADN gendmico (ADNg), se realizd una reaccién de PCR
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utilizando partidores 250 nM, Buffer de reaccién Paq (Agilent) 1X, dNTPs 0.25
mM, Paq (Agilent) 0.05 U/UL y H20 tratada con DEPC, en un volumen final de
20 pL, para amplificar un fragmento del gen de actina utilizando la ADN
polimerasa Pag5000 (Agilent) y los partidores de ACTINA11 5'CAC ACT TTC
TAC AAT GAG CT 3 y 3'GCA GTG ATC TCT TTG CTC AT5’ disefiados en
base a la secuencia AT3G12110 disponible en TAIR. Las condiciones de la
amplificacion eran las siguientes: un ciclo inicial de 10 minutos a 94°C, seguido
por 30 ciclos de 25 segundos a 94°C, 25 segundos a 54°C y 30 segundos a

72°C, finalmente un ciclo de 5 minutos a 72°C.

Después de comprobar que el ARN estuviese libre de ADN, se procedié a
efectuar Ia reaccion de retrotranscripcion del ARN para obtener ADNg¢ utilizando
oligoAP 0.025 ng/ut, Buffer de reaccion RT-ImProm-II™ 1X, MgCl3mM,
Ribolock™ 1U/uL, dNTPs 0.5 mM, RT-ImProm-I™ 0.05 U/uL y H20 tratada con
DEPC, en un volumen final de 40 pL. Posteriormente para verificar Ia calidad
del ADNc se amplificé mediante PCR, utilizando la ADN polimerasa Pag5000
(Agilent), el marco abierto de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) de
ACTINA11 utilizando los partidores y condiciones experimentales indicadas

previamente.
2.9.2 Condiciones del ensayo RT-qPCR.

Una vez obtenido el ADNc y comprobada su integridad, se amplificé mediante

RT-gPCR, utilizando las parejas de partidores, correspondientes a los genes
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codificados GATA23 y MAKR4 de A.thaliana (Tabla 2). Todos los partidores se
disefiaron en base a las correspondientes secuencias publicadas en TAIR y
seleccionaron mediante la herramienta Primer Blast de la pagina NCB! (Tabla
2), siguiendo las recomendaciones de la plataforma online. Posteriormente, se
verificaron los pardmetros termodinédmicos de interaccién para cada par de
partidores en hitp://iwww.idtdna.com/analyzer/Applications/QligoAnalyzer. Se
ingresaron las secuencias de los partidores en la plataforma online y se verificd
la eficiencia en términos de formacion de horquillas (hairpin), dimeros del
propio partidor (seff-dimer) y dimeros entre partidores (hetero-dimer) (AG> -7).
Ademas, como genes normalizadores se utilizaron los genesAP2M
(AT5G46630), TIP41-like (AT4G34270) y UNKNOW1 (AT4G16100), en los que
se ha evidenciado que sus niveles de transcrito no cambian bajo tratamiento
con Sortin2 (Pérez-Henriquez, 2016). Por lo que para elegir el gen de referencia
a utilizar se us6 el programa Normfinder (Andersen y col., 2004).

Para realizar las reacciones de RT-gPCR se utiliz6 el Kit Brilliant Il SYBR® de
Stratagene (Agilent), el cual contiene el Master Mix de gPCR Brilliant 11l Ultra-
Fast SYBR® Green y ROX como sonda de referencia para normalizar la sefial
de fluorescencia de las reacciones en fluctuaciones no relacionadas al PCR. En
la reaccion de RT-gPCR se usé un volumen de 20pl, donde el templado de
ADNc represento el 5% del volumen total (1pul), 1X de Master Mix de gPCR
Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green (Tag ADN polimerasa, dNTPs, MgClz y la

sonda SYBR Green), 150 nM de ROX (stock de 10uM), 100nM de cada partidor

(stock de 10pM) y 8.3 pL de H20 libre de ribonucleasas. Las condiciones de la
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amplificacion eran las siguientes: un ciclo inicial de 3 minutos a 95°C, seguido
por 60 ciclos de 20 segundos a 95°C y 20 segundos a 60°C y un ultimo ciclo de
1 minuto a 95°C, 30 segundos a 55°C y 30 segundos a 95°C.

Ademas para corroborar la linealidad del rango dinamico de la reacciéon de RT-
qPCR, se evalu6 el nivel de transcrito del gen normalizador en diluciones
seriadas de ADNc equivalentes a 10 ng, 5ng y 1ng. Luego se graficé el Ct
(ciclo umbral), niumero de ciclos necesarios para que la sefial fluorescente
sobrepase el umbral (es decir, la fluorescencia de fondo), en funcién del
logaritmo de la masa de las muestras de ADNc para determinar la relacién
lineal entre estos pardmetros. Posteriormente, para corroborarla especificidad
de los partidores disefiados se analizaron las curvas de disociacion al realizar

un RT-gPCR con la cantidad de ADNc seleccionada (Figura 6).

GATA23

MAKRA4
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Figura 6: Los productos amplificados mediante RT-qPCR de GATA23 y MAKR4 corresponden a
productas lnicos. Las curvas de disociacion de las hebras del ADN del producto amplificado mediante
RT-gPCR de un fragmento del ORF de GATA23 muestran sélo un pico agudo en las muestras de ADNc
de Col-0 en tratamiento control (A), Col-0 en tratamiento con Sortin2 (B) y Col-0 en tratamiento con
NAA (C). Con respecto a las curvas de disociacion que se obtuvieron en las reacciones de RT-gPCR
para amplificar un fragmento del ORF de MAKR4 se verifica que s6lo un pico en las muestras de ADNc
de Col-0 en tratamiento cantrol (D), Col-0 en tratamiento con Sortin2 (E} y Col-0 en tratamiento con
NAA (F). La aparicién de un pico tnico indica que muy probablemente existe sélo un fragmento que se
esta amplificando y cuantificando en la reaccién.

Por ofra parte, se determind la eficiencia delos partidores en la reaccién de RT-

gPCR usando el programa LinReg (Pfaffl, 2001) y se determinaron los cambios

de niveles de transcrito usando la ecuacién de Pfafft (Ramakers y col., 2003).

Tabla 2:; Lista de los partidores utilizados para efectuar el RT-gPCR. Nombre de los
partidores utilizados, sus sectencias, niimero de bases del partidor, los loci que amplifican y la
Tm de cada partidor.

P ee . Largo Tm {*C)
Nombre Pasicion Secuencia (codones) (bp) Gen partidor

AP2M-F g | TCOATTOBTICCTITGG | 25 | asgassso | 549
| TCTGCACTTAGCGTGGA

AP2M-R 3 Al 26 At5g46630 60,7
) | GTGAAAACTGTTGGAGA

TIP41dke-F | 5 o oA 24 Atdg34270 55,0

TIP41dke-R| 3 TCAACTEERINCCCTTT | 2 Atdg34270 56,3
| GGAGATTAAGCAACCTG

QUNK1_Fw 5 NGoAGTE 24 At4g16100 57,1

qUNK1_Rv g | GTGCTGEIBOTGEAGE | 5 Atdg16100 60,0
qGATAZ3- | AGACGATCAGAGTTATT

i 5 i 25 At5g26930 54,1
qGATAZ3- : CCTCCTTTAGACTCCIT

L 5 LAy 23 At5g26930 54,9
| CGGACGAACTCTTCTAG

qMAKR4-F 5 P 22 At2g39370 55,2

qQMAKR4-R g |ATTOGTCOICBAAGETG| 5 At2g39370 54,7
CGCCACGCGTGGACT

oligoAP 5 |AGTACTTTTTTITITTIT| 37 . 72,8
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2.10 Analisis estadistico.

Para cada experimento se evaluaron tres réplicas bioldgicas con tres réplicas
técnicas. Los datos obtenidos se graficaron y analizaron estadisticamente
usando el programa computacional Graphpad Prism 5.0®. Para determinar
diferencias significativas entre los respectivos tratamientos se aplicé la prueba t-
Student de dos colas, considerando cuatro niveles de significancia: ns=p>0,05,

*=p<0,05, **=p<0,01 y **=p<0,001.




RESULTADOS

3.1 Estudio de la temporalidad de los eventos moleculares y celulares de

priming de raices laterales promovidos por Sortin2,

En nuestro laboratorio hemos caracterizado al compuesto Sortin2 como un
inductor de la formacion de raices laterales mediante un mecanismo
independiente del complejo receptor de auxina SCFTRVAFB1.23 en Arabidopsis
thaliana (Pérez-Henriquez y col., 2012; Morales-Herrera y col., en preparacion).
Ademas, en Morales-Herrera, 2015 se evidencié que Sortin2 actta previo a la
etapa de iniciacion en la formacion de raices laterales. Mediante las diversas
estrategias utilizadas se encontrd que mutantes con defectos en la etapa de
iniciacion de las raices laterales son resistentes a la induccién de raices
laterales por Sortin2. Ademas, contdbamos con el antecedente de que el
tratamiento con Sortin2 promueve la expresion del factor de transcripcion que
confrola la identidad de las LRFCs, GATA23 (Morales-Herrera, 2015: Pérez-
Henriquez, 2016). Por lo tanto, se propuso estudiar la temporalidad en que
Sortin2 induce los eventos de priming de raices laterales. Para esto se utilizaron

las diversas lineas reporteras de los eventos de priming como son: la activacién

transcripcional de GATA23 en las LRFCs usando la linea pGATA23::nls-GFP
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:
(De Rybel y col., 2010) para \ﬂfisualizar la acumulacién de GFP en las células en
donde se expresa GATA23 enddgenamente, la acumulacion de MAKR4 en las
PMs de las LRFCs al emplear pMAKR4::GFP-MAKR4 (Xuan y col., 2015), y el
cambio en la morfologia de la endodermis y la estructura de la vacuola de sus
células utilizando las lineas p‘ECASP1::CASP‘I-mCherry (Vermeer y col., 2014) y
pCASP1:.yTIP-CITRINE (Venpeer y col., 2014). En este contexto estudiamos la
temporalidad que presenta la' induccion del trafico hacia la vacuola por Sortin2
utilizando la linea pPIN2::PIN2-GFP (Xu y Scheres, 2005; Pérez-Henriquez y
col., 2012). La estrategia dgl estudio de la temporalidad de estos eventos
celulares y moleculares baj? tratamiento con Sortin2 permitird comparar la
temporalidad de los eventos ée activacion de las LRFCs, y el efecto de Sortin2
en la induccién del trafico endocitico hacia la vacuola con el fin de poder situar

la induccion de la endocitosis hacia la vacuola como un evento de priming de

raices laterales.

3.1.1 Evaluacion de la endocitosis de PIN2-GFP en raices de Arabidopsis

thaliana.

En la literatura se ha visualizado la localizacion subcelular del marcador de
membrana plasmatica PINZ—GFP (Xu & Scheres, 2005) que frafica y recicla
constitutivamente enire la membrana plasmatica y los endosomas (Geldner y
col., 2001). En Pérez-Henriquez y col., 2012 se reporté que después de 6 horas
de ftratamiento con Sortin2, PIN2-GFP se acumula en la vacuola. Esta

acumulacion es inhibida al bloquear el trafico endocitico desde MVB/PVC/LE
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hacia la vacuola con Wortmanina, por lo que el efecto de Sortin2 al inducir la
endocitosis hacia la vacuola de PIN2-GFP nos permitié¢ evaluar el efecto
acelerador del trafico endocitico que provoca Sortin2 y comparar su

temporalidad con los eventos de priming de raices laterales reportados en la

§
1
b
i

literatura.

Para evaluar la temporalidacg de la aceleracion del frafico endocitico hacia la
vacuola se utilizé la linea tr‘ansgénica pPIN2::PIN2-GFP y se traspasaron a
tratamiento en MS-liguido suplementado con DMSO1% (Control) y Sortin2
plantulas de 7 dias crecidas en MS-agar por diversos tiempos de tratamiento.
En la Figura 7 (panel superior) se muestra la localizacion polarizada de PIN2-
GFP en la membrana plasmatica en tratamiento control en todos los tiempos
estudiados. En contraste, en la condicion con Sortin2 a las 4 horas se visualiza
la acumulacién de PIN2-GFP en la vacuola (Figura 7, panel inferior). Esto nos
revela que la induccion del trafico hacia la vacuola es promovida previo a las 4
horas de tratamiento con Soi"tinz. ya que para visualizar que PIN2-GFP esta
acumulado en la vacuola se debidé previamente inducir el trafico endocitico

hacia la vacuola.
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3.1.2 Evaluacién de la activacion del factor de transcripcion GATA23 en
fas células del periciclo en tratamiento con Sortin2.

En De Rybel y col., 2010 se reporté que el factor de transcripcion GATA23 es l
factor clave que especifica la identidad de las células del periciclo a LRFCs.
Ademds, mediante experimentos in vivo demostraron que GATA23 se expresa
previo a la migracién de los ntcleos en las LRFCs y que su expresion se
observa ademas en una zona cercana al meristema basal de [a raiz primaria
(De Rybel y col., 2012). Utilizando la linea reportera pGATA23::nls-GFP, que
nos permite estudiar la expresion de este factor mediante la acumulacién de la
proteina reportera GFP en el nucleo de las LRFCs, se evalud la activacion
transcripcional del factor de transcripciébn GATA23 en tratamiento con Sortin2
(Figura 8 y 9). Ademas, teniendo en cuenta que la acumulacion de PIN2-GFP
en la vacuola en el tratamiento con Sortin2 demora 4 horas, se realizaron los
tratamientos en MS-liquido suplementado con DMSO 1% (Control) o Sortin2 por
1, 2, 3, 4, 5, 24 y 96 horas en plantulas de 7 dias crecidas en MS-agar. Se
encontrd que a las 96 horas de tratamiento con Sortin2 se visualiza una mayor
poblacién de células positivas a GFP en la zona cercana al meristema basal de
la raiz primaria (Figura 8, panel izquierdo), al comparar con la condicién control

(Figura 8, panel derecho).

Al evaluar la acumulacién de la proteina reportera GFP comandada por el
promotor de GATA23 en la porcidn de la raiz primaria cercana al meristema

basal (Figura 9), se encontré que en la condicidn control a medida que pasan
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las horas de incubacién la poblacién de LRFCs que acumulaban en sus ntcleos
GFP aumentaba y posefan un patrén alternado a lo largo de la raiz primaria
(Figura 9, panel superior). Por ofra parte, el tratamiento con Sortin2 también
promueve el incremento de la poblacidn de LRFCs que expresan GATA23
(Figura 9, panel inferior). Este aumento es mas rapido y dramética, puesto que
a las 5 horas de tratamiento se visualiza que en la mayoria de células del
periciclo GATA23 esta activo transcripcionalmente (Figura 9, panel inferior).
Inclusive, el pairén aiternado de la activaciéon transcripcional de GATA23 se
pierde, ya que se comienzan a visualizar las LRFCs en ambos polos del
periciclo. Estos resultados indican que Sortin2 induce la activacién
transcripcional de GATA23 en una mayor poblacién de células del periciclo, lo

que indica que Sortin2 promueve la diferenciacién a LRFCs.
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Figura 8: Sortin2 promueve la activacion transcripcional de GATA23 en células del periciclo de la
zona de la raiz primaria cercana al meristema basal. Plantulas de 7 dias de la linea reportera
PGATA23::GFP-nls se trataron en MS-liquido suplementado con DMSO 1% (Control, A) y con Sortin2 25
Hg/mL (B) por 96 horas. Se puede observar una porcion de la raiz primaria en donde se distingue una
poblacion de células fundadoras que acumulan en su nicleo GFP reportando la activacion transcripcional
del promotor de GATA23 en ambas condiciones. En la zona de |a raiz primaria cercana al meristema basal
se observa que en la condicién con Sortin2 hay una mayor poblacion de células que acumulan GFP en las
células en donde se expresa GATA23 (flechas rosadas). Estos analisis corresponden a 2 réplicas
experimentales con 3 plantulas cada una. Las barras de tamafio corresponden a 20um.
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3.1.3 Evaluacion de la acumulacion de la proteina MAKR4 en las células

del periciclo en tratamiento con Sortin2.

Se ha descrito que MAKR4 se expresa en los polos del protoxilema del
meristema basal (Jaillais y col., 2011) y en los sitios de formacion de raices
laterales (Xuan y col, 2015). Ademds, se ha reportado a nivel celular que
MAKR4 se acumula en la membrana plasmatica de las LRFCs previo a la
migracién de los nlcleos y posterior a la activacion transcripcional de GATA23
(Xuan y col, 2015). Por ello su acumulacién es considerada un evento de
priming de raices laterales. Estos antecedentes nos hicieron preguntar si
Sortin2 al ejercer su efecto inductor de raices laterales, induce también la
acumulacién de MAKR4 en las LRFCs y si es asi, en qué temporalidad lo hace.
Para responder este cuestionamiento se sometieron plantulas de 7 dias
crecidas en MS-agar de la linea transgénica pMAKR4:GFP-MAKR4 =a
tratamiento en MS-liquido suplementado con DMSO 1% (Control) o Sortin2 por
1, 3, 4, 5y 24 horas. Esta linea reportera nos permitié visualizar la acumulacién
de GFP-MAKR4 en la PM de las LRFCs como se observa en la Figura 10,
teniendo en cuenta que la acumulacion de PIN2-GFP en la vacuola ocurre a las

4 horas de tratamiento con Sortin2.

Al evaluar la acumulacion la proteina MAKR4 fusionada a la protefna reportera
GFP en los primeros 0,2 cm de la raiz primaria, encontramos que en
tratamiento control MAKR4-GFP se acumula en las PMs de las LRFCs (Figura

10, panel superior). Se observa que las LRFCs positivas para MAKR4-GFP
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presentan un patron alternado a lo largo del eje de Ia raiz primaria (Figura 10,
panel superior). En el tratamiento con Sortin2 MAKR4-GFP también se acumula
en las PMs de las LRFCs (Figura 10, panel inferior). Sin embargo, a las 5 horas
el patrén alternado a lo largo de la rafz primaria se pierde, puesto que ambos
polos del periciclo presentan células con MAKR4-GFP en sus PMs. Ademas, a
las 24 horas de tratamiento con Sortin2, se observé que esta proteina se
acumula también en las células de otras capas celulares de la raiz primaria
incluyendo endodermis, corteza y epidermis (Figura 10, panel inferior). Estos
resultados implican que el fratamiento con Sortin2 induce la acumulacién de
MAKR4 en las LRFCs a las 5 horas. Esta induccién indica la presencia de una
mayor poblacién de LRFCs, porque en ambos polos del periciclo se visualiza la
acumulacién de MAKR4-GFP. Inclusive la temporalidad de la acumulacion de
MAKR4-GFP coincide con [a temporalidad en que ocurre la activacion
transcripcional de GATA23 en las LRFCs, lo que es distinto a lo descrito en la
literatura en que se propone que la acumulacion de MAKR4 en las LRFCs
sucede después de la activacion transcripcional de GATA23 en las LRFCs
(Xuan y col, 2015), sin embargo, la ventana temporal especifica no ha sido

estudiada hasta el momento.
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3.1.4 Analisis de la morfologia de la endodermis bajo tratamiento con
Sortin2

Las céluias de la endodermis estén provistas de la “Banda de Caspary”, la cual
tiene la funcién de seleccionar lo que ingresa y sale del cilindro vascular
(Mauseth, 1988). En Vermeer y col, 2014 utilizando la linea reportera
pPCASP1::CASP1-mCherry se evidencié que las células de la endodermis que
recubren a las LRFCs pierden volumen, cambian de forma, y liberan las tight
junctions, que actian como barrera de difusion, para dar paso a los nuevos
primordios de rafces laterales. Esto ocurre desde antes de la primera divisién de
las LRFCs. Para analizar si Sortin2 esta afectando la morfologia de esta capa
celular esto, plantulas de 7 dias de la linea reportera pCASP1::CASP1-mCherry
crecidas en MS-agar se traspasaron a tratamiento Control (DMSQ1%) y Sortin2
por 2 y 24 horas. Esta linea nos permitié visualizar la acumulacién de CASP1
que forma parte de la banda de Caspary asociada a la proteina reportera
mCherry, encontrando que a las 2 horas de tratamiento con Sortin2 ocurre una
mayor acumulacidn de esta proteina en las células de la endodermis
comparada con el tratamiento control (Figura 11). Sin embargo, no se visualiza
ningn cambio en el volumen de las células endodermales. A las 24 horas de
tratamiento, el patrén de expresion y acumulacién de CASP1 se modifica, ya
que se puede visualizar que también células en la epidermis acumulan esta
proteina (Figura 11E-F), lo cual no sucede en la condicion control (Figura 11C-

D). Por lo que Sortin2 modificaria el patrén de acumulacién de CASP1, pero no
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se pudo detectar un cambio en el volumen de las células de la endodermis.
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Figura 11:Sortin2 altera el patron de expresion y de acumulacién del marcador de endodermis
CASP1. Plantulas de 7 dias de la linea reportera pCASP1::CASP1-mCherry se trataron en MS-liquido
suplementado con DMSO 1% (Control) y con Sortin2 25 pg/mL por 2 y 24 horas. Se visualiza una mayor
acumulaciéon de CASP1-mCherry en las células de la endodermis en tratamiento con Sortin2 por 2 horas
(B) que en tratamiento control (A) mediante una reconstruccion tridimensional de las imagenes. Al analizar
la localizacion de CASP1 a las 24 horas en la raiz primaria en condicion control, transversalmente (C) y
longitudinalmente (D), se ve que CASP1-mCherry se acumula en la endodermis, tal como se representa
en los esquemas correspondientes en donde las flechas negras indican el posicionamiento de la
endodermis. En cambio, en tratamiento con Sortin2 al visualizar transversalmente (E) y longitudinalmente
(F) se observa que Sortin2 altera el patrén de acumulacién de CASP1-mCherry, ya que como se indica en
los esquemas esta proteina se acumula ectépicamente en la epidermis de la raiz primaria (flechas
negras). Los esquemas fueron modificados desde Cederholm y col.,2012 para facilitar la comprensién de
las imagenes. Se realizaron 3 réplicas experimentales (n=9). Las imagenes se tomaron con un aumento
de 400X. Las barras de tamafio corresponden a 10 um.
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Respecto al cambio en el volumen de las células de la endodermis, se postula
que es la vacuola de estas células la que se remodela y pareciera fragmentarse
en pequefias vacuolas permitiendo el cambio de la célula (Vermeer y col.,
2014). Es por esto que evaluamos la morfologia de la vacuola de las diversas
capas de la raiz principal en tratamiento con Sortin2. Para efectuar esta tarea
se utilizaron plantulas de 7 dias de las lineas transgénicas p35S::GFP:5-TIP y
pCASP1:.yTIP-CITRINE sometidas a tratamiento Control y Sortin2 por 2 horas,
debido a que desde ese tiempo se visualizé un cambio en la acumulacién de la
proteina CASP1 en la endodermis y por lo tanto el efecto de Sortin2 en esa

capa celular (Figura 11).

Para visualizar la estructura de la vacuola diversos estudios han utilizado a las
lineas transgénicas de Arabidopsis que presentan las proteinas intrinsecas de
tonoplasto (TIP, por sus siglas en inglés) asociadas a proteinas fluorescentes,
como p35S::GFP:3-TIP (Avila y col., 2003) y pCASP1::yTIP-CITRINE (Vermeer
y col., 2014). En la Figura 12, se visualiza la acumulacién y localizacién de la
proteina de fusion GFP-8TIP en las distintas capas celulares (epidermis,
corteza y endodermis). Se ven esfructuras mas complejas de la vacuola en las
capas celulares, que han sido denominadas bulbs y sdbanas en la literatura
(Saito y col., 2011) en fratamiento con Sortin2 (Figura 12B) comparado con la
condicién control (Figura 12A). Esto indica que este compuesto altera la
morfologia de la vacuola en las células de la endodermis. El efecto de Sortin2

en la estructura de la vacuola de las células del hipocotilo habia sido
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reportado(Zouhar y col., 2004), consistentemente con lo observado en la raiz.
La linea pCASP1::yTIP-CITRINE permite visualizar la acumulaciéon de yTIP-
CITRINE especificamente en las células de la endodermis. Como se muestra
en la Figura 12C y 12D, al realizar una reconstrucciéon tridimensional se
encontrd que la proteina yTIP-CITRINE se acumula en estructuras mas
complejas en el tratamiento con Sortin2 comparado al Control, semejante a lo
visto con GFP-8TIP en la endodermis de la raiz principal (Figura 12B). Esto
sugiere que Sortin2 modifica la estructura de la vacuola en las capas celulares
de las raices, tal como lo efectia en las células del hipocotilo (Zouhar y col.,

2004).

Control Sortin2

p35S::GFP-3TIP

pCASP1::yTIP-CITRINE
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Figura 12: El tratamiento con Sortin2 altera la morfologia de la vacuola en la epidermis, corteza,
endodermis y periciclo de la rafz primaria de A. thaliana. Plantulas de 7 dias de las lineas reporteras
p358::GFP-GTIP {A) y (B) y pCASP1:yTIP-CITRINE (C) y (D) se trataron en MS-liquido suplementado
con DMSO 1% (Control} y con Sortin2 25 pg/mL por 2 horas. Al estudiar la localizacién de GFP-5TIP en
la zona de diferenciacién de la raiz primaria se distinguio la vacuola en las distintas capas celulares de
la raiz: epidermis (EP), corteza (C), endodermis (EN} y periciclo (Pe). En la condicién control la
morfologia de la vacuola es un continuo con pliegues (flechas rosadas). En cambio, en tratamiento con
Sortin2 se ven estructuras mas complejas como “bulbs” y sabanas (flechas amarillas), lo que indica un
cambio en la dinamica de la configuracién de la vacuola. Al analizar en una reconstruccion 3D la
localizacion de yTIP-CITRINE se visualiza la conformacion de la vacuola en la endodermis. Se observéd
una mayor acumulacién de yTIP-CITRINE bajo tratamiento con Sortin2 (flechas amarillas), comparado
con la condicién control (flechas blancas). Se realizaron 2 réplicas experimentales utilizando
p355::GFP:3-TIP y 1 réplica experimental para pCASP1:yTIP-CITRINE con 2 plantulas en cada
réplica. Las imagenes fueron capturadas con un aumento de 400X. Las barras de tamatio corresponden
a 10 ym.

Con los resultados obtenidos se visualiza que el volumen de la endodermis no
se ve afectado en tratamiento con Sortin2. Sin embargo, la estructura de la
vacuola de las células de la endodermis se encuentra alterada en tratamientos
con Sortin2. La complejidad de las vacuolas no permite evidenciar si su
volumen en las células de la endodermis contiguas a las LRFCs variaba en el

tratamiento con Sortin2.

Los resultados obtenidos para el tratamiento con Sortin2 en los evenios de
priming de raices laterales, nos indican que la induccion del trafico endocitico
hacia la vacuola por Sortin2 es un evento temporalmente previo a la promocién
de los eventos de priming de la organogénesis de raices laterales descritos en
la literatura, ya que la activacibn de la transcripcién de GATA23 vy la
acumulacion de MAKR4 en las LRFCs ocurren a tiempos posteriores de Ia

acumulacion de PIN2-GFP en la vacuola.
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3.2 Estudio del trafico endocitico hacia la vacuola inducido por Sortin2 en
fa coleccion de mutantes, con defectos en la formacion de raices laterales
y defectos en el sistema de endomembranas, que presentan distinta
sensibilidad a la induccion de raices laterales por Sortin2.

En nuestro laboratorio, se han realizado diferentes screenings de mutantes para
encontrar proteinas relacionadas al sistema de endomembranas y a la
formacién de raices laterales que son importantes para que Sortin2 induzca los
efectos, tanto en el trafico endocitico como en la formacion de raices laterales,
respectivamente. Con respecto al screening de mutantes relacionadas al
sistema de endomembranas se evalud la sensibilidad a Sortin2 de 21 mutantes
en las que su producto proteico estd descrito por poseer un papel clave en
diferentes procesos como la endocitosis, exocitosis y secrecion (Cruz-Amaya &
Norambuena, resultados no publicados; Anexo |). Se encontraron dos mutantes
hipersensibles a Sortin2, Siete parcialmente resistentes y una resistente a la
induccién de la formacion de raices laterales por Sortin2 (Cruz-Amaya &
Norambuena, resultados no publicados; Anexo [). Por otro lado, en mi
Seminaric de titulo para obtener el titulo profesional de Ingenieria en
Biotecnologia Molecular realizamos una busqueda de mutantes que han sido
descritas por presentar fenotipos alterados en las diferentes etapas de Ia
formacién de raices laterales (Morales-Herrera, 2015). De esta manera
contamos con una coleccion de 13 mutantes resistentes y9 hipersensibles a la

induccion de raices laterales por Sortin2 (Morales-Herrera, 2015; ANEXO ).

Las mutantes relacionadas con el sistema de endomembranas nos indican que
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la induccidn de rafces laterales por Sortin2 requiere del funcionamiento correcto
de ciertas rutas de frafico del sistema de endomembranas, sugiriendo que el
efecto morfolégico que posee Sortin2 estaria ligado al efecto celular que este

compuesto tiene.

Para establecer si el efecto de Sortin2 a nivel endocitico esta ligado a io que
gatilla la induccion de raices laterales es que se utilizaron las diversas mutantes
que son resistentes e hipersensibles al efecto de Sortin2 para la induccién de
rajces laterales. Ademas, con este estudio se puede establecer el efecto que
provoca la carencia de la funcion de las proteinas codificados por los
correspondientes genes mutados en el evento de priming de raices laterales

que gatilla Sortin2.

3.2.1 Evaluacion de la endocitosis hacia Ia vacuola del trazador endocitico
FM4-64 en tratamiento con Sortin2 en la coleccién de mutantes, con
defectos en Ia formacién de raices laterales y mutantes con defectos en el
sistema de endomembranas, que presentan distinta sensibilidad a Ia
induccion de raifces laterales por Sortin2.

Para responder la interrogante de si las mutantes que tenfan distinta
sensibilidad a la induccion de raices laterales por Sortin2 presentaban la misma
sensibilidad a los efectos celulares que tiene Sortin2 y asi establecer que estos
procesos estan ligados, es que se evalud el trafico endocitico hacia la vacuola
del trazador fluorescente FM4-64 (Bolte y col., 2004)en las diferentes lineas

inducido por Sortin2 .
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Para fijar los parametros de induccién de endocitosis de FM4-64 hacia la
vacuola en las lineas mufantes en tratamiento con Sortin2, primeramente, se vio
el efecto celular en las lineas parentales de estas mutantes. Para esto se
estudio la dinamica endocitica de FM4-64 en plantulas de 7 dias de los ecotipos

silvestres Col-0 y WSs.

En Col-0 se encontré que el trazador endocitico llega a los 120 y 60 minutos a
las vacuolas en el tratamiento control y con Sortin2, respectivamente (Figura
26). Ademas, en el ecotipo silvestre Ws se obtuvo que FM4-64 alcanza las
vacuolas a los 60 minufos en la condiciéon control y a los 30 minutos en la
condicion con Sortin2 (Figura 27). Esta hipersensibilidad a la aceleracion del
trafico endocitico hacia la vacuola por Sortin2 en Ws comparado a Col-0
coincide con la hipersensibilidad a la formacién de primordios de raices

laterales inducido por Sortin2 (Morales-Herrera, 2015).

Se determind el siguiente criterio de clasificacion con respecto a la induccién del
trafico endocitico hacia la vacuola del trazador FM4-64 en tratamiento con
Sortin2. Segun el criterio las distintas mutantes podian clasificarse en silvestres,
resistentes e hipersensibles (Figura 13). Se establecié como mutantes silvestres
a las lineas en que a los 60 minutos de tratamiento con Sortin2 el FM4-64 se
encontraba en la vacuola y en condicién control habia alcanzado los
endosomas. Se denomind resistente a las mutantes en que el FM4-64 se
encontraba en los endosomas a los 60 minutos en tratamiento con Sortin2.

Tambien se categorizdé como resistentes cuando a los 60 minutos en condicién
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control el FM4-64 se situaba en la vacuola y a los 30 minutos e! FM4-64 estaba
en los endosomas en fratamiento con Sortin2. Se indicd como hipersensibles a
las lineas en que a los 60 minutos de tratamiento control se encontraba en la
vacuola y con Sortin2 el FM4-64 a los 30 minutos alcanzaba la vacuola. Cabe
mencionar que se evalud a los 30 minutos de tratamiento con Sortin2 en el caso
de axr4-1, ya que su parental genético es Ws y FM4-64 alcanza la vacuola a los

30 minufos en condicién con Sortin2.

Con respecto a las mutantes relacionadas con la formacion de raices laterales,
se analizaron las lineas mutantes resistentes a la induccién de la formacién de
raices laterales por Sortin2: cul7-6, sir1-1, ceg, iaa28-1y 35S::PIN1, y las lineas
hipersensibles axr4-1, aux1-21 yacr4, para establecer si la resistencia o
hipersensibilidad a la formacién de raices laterales se encuentra ligada a la
sensibilidad de esta mutantes a los efectos endociticos que tiene Sortin2. Este
analisis ademas permitidé determinar qué procesos, defectuosos en estas
mutanies, son importantes para inducir la formacién de las raices laterales

gatilladas por Sortin2.
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Figura 13: Esquema de la estrategia que se utilizé para la clasificacion de la sensibilidad de las
mutantes a la aceleracion del trafico endocitico hacia la vacuola por Sortin2. Se clasificé a las
mutantes en silvestres, resistentes e hipersensibles a la aceleracién del trafico endocitico hacia la
vacuola por Sortin2. Se establecié como mutantes silvestres a las lineas en que a los 60 minutos de
tratamiento con Sortin2 el FM4-64 se encontraba en la vacuola y en condicién control habia alcanzado
los endosomas. Se denominé resistente a las mutantes en que el FM4-64 se encontraba en los
endosomas a los 60 minutos en tratamiento con Sortin2. También se categorizé como resistentes
cuando a los 60 minutos en condicién control el FM4-64 se situaba en la vacuola y a los 30 minutos el
FM4-64 estaba en los endosomas en tratamiento con Sortin2. Se indicé como hipersensibles a las
lineas en que a los 60 minutos de tratamiento control se encontraba en la vacuola y con Sortin2 el FM4-
64 a los 30 minutos alcanzaba la vacuola. * Se evalué a los 30 minutos en el caso de axr4-1, ya que su
parental genético es Ws y FM4-64 alcanza la vacuola a los 30 minutos de tratamiento con Sortin2.

Asimismo, se trabajo con las lineas mutantes relacionadas con las proteinas del

sistema de endomembranas parcialmente resistentes al efecto inductor de

raices laterales de Sortin2: sec75, vps53 y vamp722, y con la mutante

hipersensible a este efecto vti12-1. De esta manera se pudo establecer si la

sensibilidad a la formacion de raices laterales por Sortin2 esta ligada con la

sensibilidad a la aceleracion del trafico endocitico hacia la vacuola gatillada por
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Sortin2. Ademas, con esta estrategia se encontraron rutas de trafico que serian

necesarias para inducir el efecto celular promovido por Sortin2.

Al evaluar la endocitosis de FM4-64 en la linea transgénica sobreexpresora de
PIN1 (35S::PIN1; Figura 28) que presenta resistencia a la induccién de
primordios de raices laterales por Sortin2, se evidencié que en el tratamiento
control el frazador fluorescente se encuentra en los endosomas a los 60
minutos y alcanza las vacuolas a los 120 minutos. En contraste, FM4-64 llega a
la vacuola a los 60 minutos en la condicién con Sortin2. Esto nos indica que
esta linea presenta un comportamiento silvestre con respecto a ia aceleracién
del trafico endocitico hacia la vacuola por Sortin2 al compararla con su parental
Col-0. Similares resultados encontramos al estudiar el trafico endocitico hacia la
vacuola de FM4-64 en la linea vamp722 (Figura 29), la cual es parcialmente

resistente a la induccién de la formacion de raices laterales por Sortin2.

Conjuntamente, se estudid la endocitosis de FM4-64 en la mutante axr4-1
(Figura 30), hipersensible a la induccién de primordios de raices laterales por
Sortin2, encontrandose que el trazador a los 60 minutos en el tratamiento
control y con Sortin2 se encuentra en las vacuolas, También al evaluar la
dinamica de endocitosis del FM4-64, a los 30 minutos se obtuvo que FM4-64 en
condicién control se encuentra en los endosomas y en condicién con Sortin2 en
las vacuolas. Por lo que al comparar la endocitosis de esta mutante con su
parental silvestre Ws (Figura 27), se clasificé a axr4-7 como comportamiento

silvestre en la induccidn por Sortin2 de [a endocitosis hacia la vacuola.
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Se enconfré en las lineas iaa28-1 y sir1-1, resistentes a la induccion de la
formacién de raices laterales por Sortin2, que el trazador fluorescente a los 60
minutos, tanto en el tratamiento control como con Sortin2, alcanzaba los
endosomas (Figuras 31y 32). En estas mutantes el FM4-64 llega a las vacuolas
en ambas condiciones a los 120 minutos. Por lo que al compararlos con el
ecotipo silvestre Col-0, se clasifican estas dos mutantes como resistentes a la

aceleracion del trafico endocitico hacia la vacuola por Sortin2.

Ademas, al estudiar al trazador endocitico en cu/7-6 (Figura 33), sec75 (Figura
34) y vps53 (Figura 35), se encontré que en el fratamiento control el FM4-64
alcanzaba las vacuolas a los 60 minutos, por lo que en estas lineas el trafico
endocitico hacia la vacuola se encuentra acelerado por Sortin2 al compararlo
con su parental Col-0. Por estas razones es que se estudié la dindmica de
endocitosis en tiempos menores, encontrandose que a los 30 minutos en el
tratamiento control y con Sortin2 el trazador fluorescente alcanzaba los
endosomas. Al tener basalmente el trafico acelerado, cui7-6, sec15 y vps53 son
resistentes a ia aceleracion del trafico endocitico hacia la vacuola inducida por
Sortin2, ya que el tratamiento con Sortin2 no induce una mayor aceleracion del

trafico endocitico hacia la vacuola.

Asimismo, al estudiar la endocitosis de la sonda fluorescente FM4-64 en las
lineas aux1-21,acr4 y vii12-1 (Figuras 36-38), mutantes hipersensibles a la
formacion de raices laterales gatillada por Sortin2, se encontré que el trazador

fluorescente en tratamiento control llegaba a las vacuolas a los 60 minutos, por
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lo que su tréfico esta acelerado en estas mutantes comparado con su parental
Col-0. También se encontré que en tratamiento con Sortin2 el FM4-84 alcanza a
las vacuolas a los 30 minutos. Estos resultados obtenidos nos indican que
aux1-21, acrd y vti12-1 son hipersensibles a Sortin2 en la induccién de la
endocitosis hacia la vacuola, lo que nos sugiere que la accidn de Sortin2 se ve
favorecida por los eventos celulares y/o moleculares que se encuentran

perturbados en estas mutantes.

También al estudiar la endocitosis del trazador fluorescente FM4-64, se
encontrd que en la mutante ceg, la cual es resistente a la promocién de raices
laterales por Sortin2, a los 60 minutos de tratamiento control el FM4-64 llega a
las vacuolas (Figura 39). Por lo que al tener ceg el trafico endocitico hacia la
vacuola acelerado es que se estudiaron tiempos menores como los 30 minutos
encontrando asf que en ambos tratamientos el FM4-64 también se encuentra en
las vacuolas. Este resultado nos indica que para los tiempos estudiados ceg es
resistente a la induccién del tréfico endocitico hacia la vacuola que produce

Sortin2.

Los resultados obtenidos respecto a ia sensibilidad del efecto de Sortin2 de las
distintas mutantes analizadas estan resumidos en las Figuras 14, 15, 16, 18 y
Tablas 3 y 4. Estos nos muestran que la mayoria de las mutantes resistentes o
parcialmente resistentes a la induccion de la formacion de raices laterales por
Sortin2 son resistentes a la promocion del trafico endocitico hacia la vacuola

gatillada por Sortin2. Ademas, estos resultados nos muestran gue 10S procesos




59

defectuosos en las mutantes iaa28-1, sir1-1, cul1-6, vps53, sec15 y ceg, son
importantes para el evento de priming que induce Sortin2. Sin duda la funcién
molecular de las proteinas respectivas es necesaria para que Sortin2 induzca el

trafico endocitico y la induccion en la formacién de raices laterales.

iaa28-1

Control

Sortin2

Figura 14: iaa28-1 y sir1-1 son resistentes a la aceleracién del trafico endocitico hacia
la vacuola inducido por Sortin2. Plantulas de 7 dias de la linea silvestre Col-0 y lineas
mutantes iaa28-1y sir1-1 se incubaron por 10 minutos a 4°C con la sonda fluorescente FM4-
64 para visualizar el trafico endocitico a los 60 minutos de tratamiento en MS-liquido
suplementado con DMSO 1% (control, panel superior) y Sortin2 25 pg/mL (panel inferior).
Posteriormente comienza la visualizacién de la internalizacion de FM4-64 a 22°C (tiempo
0).En Col-0, a los 60 minutos de tratamiento control se visualiza el FM4-64 en los endosomas
(flechas rosadas) y en tratamiento con Sortin2 el FM4-64 alcanzé la vacuola (flechas verdes).
En contraste, en jaa28-1y sir1-1 que a los 60 minutos en ambos tratamientos se visualiza la
sonda fluorescente en los endosomas. Las imagenes son representativas de 3 réplicas
experimentales, en las que se analizaron 3 plantulas en cada tratamiento. Las imagenes
fueron tomadas usando un aumento de 400X. La barra de tamafio es equivalente a 10 pm.
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Col-0 cul1-6 sec15 vps53

Control

Sortin2

Figura 15: cul1-6, vps53 y sec15 son resistentes a la induccién del trafico endocitico hacia la
vacuola gatillado por Sortin2. Plantulas de 7 dias de la linea silvestre Col-0 y lineas mutantes cu/1-6,
vps53 y sec15 se incubaron por 10 minutos a 4°C con la sonda fluorescente FM4-64 para visualizar el
trafico endocitico a los 30 minutos de tratamiento en MS-liquido suplementado con DMSO 1% (control,
panel superior) y Sortin2 25 pg/mL (panel inferior). Posteriormente comienza la visualizacién de la
internalizacion de FM4-64 a 22°C (tiempo 0). En Col-0, a los 30 minutos en ambos tratamientos se
observa la sonda fluorescente en los endosomas (flechas rosadas). Asimismo, en las lineas mutantes
también se visualiza el FM4-64 en los endosomas (flechas rosadas) tanto en tratamiento control como en
tratamiento con Sortin2. Las imagenes son representativas de 3 réplicas experimentales, en las que se
analizaron 3 plantulas en cada tratamiento. Las imagenes fueron tomadas usando un aumento de 400X,
La barra de tamafio es equivalente a 10 pm.
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vti12-1

Sortin2

Figura 16: aux1-21, acr4 y vti12-1 son hipersensibles a la aceleracién del trafico endocitico hacia
la vacuola promovido por Sortin2. Plantulas de 7 dias del ecotipo silvestre Col-0 y mutantes aux1-21,
acr4 y vti12-1 se incubaron por 10 minutos a 4°C con la sonda fluorescente FM4-64 para visualizar el
trafico endocitico a los 30 minutos de tratamiento en MS-liquido suplementado con DMSO 1% (control,
panel superior) y Sortin2 25 pg/mL (panel inferior). Posteriormente comienza la visualizacion de la
internalizacién de FM4-64 a 22°C (tiempo 0). En Col-0, a los 30 minutos en ambos tratamientos el FM4-
64 se visualiza en los endosomas (flechas rosadas). Sin embargo, en las lineas mutantes en
tratamiento control la sonda fluorescente alcanza los endosomas (flechas rosadas) y bajo tratamiento
con Sortin2 el FM4-64 se observa en la vacuola (flechas verdes). Las imagenes son representativas de
3 réplicas experimentales, en las que se analizaron 3 plantulas en cada tratamiento. Las imagenes
fueron tomadas usando un aumento de 400X. La barra de tamafio es equivalente a 10 pm.
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Figura 17: 35S::PIN1, vamp722 y axr4-1 presentan un comportamiento similar al parental
silvestre a la induccién del trifico endocitico hacia la vacuola gatillado por Sortin2.
Plantulas de 7 dias de los ecatipos silvestres Col-0 y Ws y de las lineas transgénicas 355::PIN1,
vamp722 y axr4-1 se incubaron por 10 minutos a 4°C con el trazador fluorescente FM4-64 para
visualizar el trafico endocitico en tratamiento con MS-liquido suplementado con DMSO 1%
{control, panel superior) y Sortin2 25 pg/mL {panel inferior). Subsiguientemente se visualizé la
internalizacién de! trazador endocltico a 22°C {tiempe 0). Con respecio al ecotipo Col-0 y las
lineas 355::PIN1 y vamp722, el FM4-64alcanza los endosomas (flechas rosadas) en tratamiento
control a los 60 minutos y en tratamiento con Sortin2 se visualiza en la vacuola (flechas verdes).
Por ofra parte, en plantulas del ecotipo Ws y de la mutante axr4-7 la sonda fluorescente se
visualiza en los endosomas (flechas rosadas) en fratamiento control y en la vacucla (flechas
rosadas) en tratamiento con Sortin2 a los 30 minutos. Las imagenes corresponden a 1 réplica
experimental, en la que se analizaron 3 planfulas por réplica. Las imagenes se tomaron con un
aumento de 400X. La barra de tamafio corresponde a 10 ym.
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Ademas, los resultados que se obtuvieron nos indican que la mayoria de las

mutantes estudiadas que fueron clasificadas como hipersensibles a

la

promocioén de raices laterales por Sortin2 en los estudios anteriores (Morales-

Herrera, 2015; Cruz-Amaya& Norambuena, resultados no publicados; Anexo 1)

son hipersensibles a la induccién de la aceleracion del trafico endocitico hacia

la vacucla por Sortin2. Pudiendo ademas establecer que el efecto de Sortin2

requiere de procesos que intersectan con la funcién de VT112, AUX1 y ACRA4.
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Tabla 3: Localizacién de FM4-64 en la ruta endocitica durante la dinamica de endocitosis y
sensibilidad de los efectos inducidos por Sortin2. En esta tabla se enlistan las mutantes utilizadas, la
sensibilidad a las induccién de raices laterales que presentan en tratamiento con Sortin2 (Morales-Herrera,
2015; Cruz-Amaya & Norambuena, resultados no publicados), el detalle de la localizacion subcelular en
que se encontraba el FM4-64 (gris: tratamiento control, amarillo: tratamiento con Sortin2) durante la
temporalidad de la dinamica endocitica. En base a los resultados obtenidos las mutantes fueron

clasificadas por la sensibilidad a la aceleracién de la endocitosis de FM4-64 promovida por Sortin2.

a0 5 Sensibilidad en el
Sensibilidad en el efecto L N .
. . Localizacion FM4-64 en células de la | efecto de Sortin2
Genotipo de Sortin2 en la .
; L raiz en el trafico
induccion de RL .
endocitico
30 min 60 min 120 min
endosomas | endosomas | vacuola
Col-0
endosomas vacuola vacuola
endosomas vacuola vacuola
Ws :
vacuola vacuola vacuola
endosomas | endosomas | vacuola i
35S:PIN1 Resistente Silvestre
endosomas vacuola vacuola
) ) endosomas | endosomas | vacuola )
vamp722 | Parcialmente resistente Silvestre
endosomas vacuola vacuola
) ) endosomas vacuola vacuola )
axr4-1 Hipersensible Silvestre
vacuola vacuola vacuola
) . endosomas | endosomas | vacuola )
iaa28-1 Resistente Resistente
endosomas | endosomas | vacuola
) endosomas | endosomas | vacuola )
sir1-1 Resistente Resistente
endosomas | endosomas | vacuola
) endosomas vacuola vacuola )
cul1-6 Resistente Resistente
endosomas vacuola vacuola
) ) endosomas vacuola vacuola . )
aux1-21 Hipersensible Hipersensible
vacuola vacuola vacuola
. . endosomas vacuola vacuola . )
acr4 Hipersensible Hipersensible
vacuola vacuola vacuola
. _ , endosomas vacuola | vacuola , _
vti12-1 Hipersensible Hipersensible
vacuola vacuola vacuola
) vacuola vacuola vacuola )
ceg Resistente Resistente
vacuola vacuola vacuola
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En conjunto los resultados nos permiten proponer una relacién directa entre la
sensibilidad a la induccion de la organogénesis de raices laterales por Sortin2 y
la sensibilidad a la aceleracion del tréfico endocitico hacia la vacuola gatillado
por Sortin2, ya que en el 75% de las mutantes estudiadas presentan la misma
sensibilidad ante estos efectos inducidos por este compuesto. Lo que sugiere
fuertemente que el efecto morfolégico inducido por Sortin2 y el efecto celular

que tiene este compuesto se correlacionan.

Tabla 4: Resumen de la sensibilidad a la endocitosis de FM4-64 de las mutantes estudiadas. En esta
tabla se enlistan las mutantes utilizadas, el screening por el que fueron seleccionadas (Morales-Herrera,
2015; Cruz-Amaya & Norambuena, resultados no publicados), la sensibilidad a las induccién de ralces
laterales que presentan en tratamiento con Sertin2, la sensibilidad a la aceleracion de la endocitosis de
FM4-64 promovida por Sortin2 y la correlacién entre el efecto morfolégico y et efecto celular gatillados por
Sortin2

Scresning donde Correlacién de la
se identific la Sensibilidad a Sensibilidad a la sensibilidad del
Genotino mutante con la induccion de induccidn de la efectoenRLyen
P difarente raices laterales | endocitosis de FM4-64 | el trafico endocitico
sensibilidad a por Sortin2 por Sortin2 inducidos por
Sortin2 Sortin2
iaa28-1 Ralces laterales Resistente Resistente Positiva
sir1-1 Raices lalerales Resistente Resistente Positiva
cul1-6 Raices laterales Resistente Resistente Paositiva
ceg Raices laterales Resistente Resistente Positiva
aux1-21 Raices laterales Hipersensible Hipersensible Positiva
acrd Raices laterales Hipersensible Hipersensible Positiva
35S::PINT Raices laterales Resistente Silvestre Positiva
axr4-1 Raices laterales Hipersensible Silvestra No correlacion
Sistema de Parcialmente . o
sectd endomembranas resistente Resislente Positiva
Sistema de Parcialmente . -
vps53 endomembranas resistente Resistente Positiva
: Sistema de . . . . o
vii12-1 endomembranas Hipersensible Hipersensible Positiva
Sistema de Parcialmente . ..
vamp722 endomembranas resistente Silvestre No correlacién
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3.2.2 Analisis de la poblacion de MVB/PVC/LE ARAT-positivos mediante

inmunofiuorescencia bajo tratamiento con Sortin2.

El tratamiento con Sortin2 presenta, ademas de la aceleracién del tréfico
endocitico hacia la vacuola, efectos en la abundancia de compartimentos
endosomales MVB/PVC/LE que son positivos al marcador ARA7 (Ueda y col,
2001), puesto que en Pérez-Henriquez y col., 2012 al utilizar la linea reportera
pARA7:ARA7-GFP (Jaillais y col, 2006) se encontrd que esta proteina
reportera cambia su distribucién puntuada formando agregados con mayor
intensidad de fluorescencia en las células de raices en tratamiento con Sortin2.
Por lo que nos surgié la interrogante si Sortin2 podria ejercer este efecto celular
en las mutantes que eran resistentes tanto a la sensibilidad de raices laterales
promovida por Sortin2 como a la aceleracion de la endocitosis hacia la vacuola
de FM4-64. Para responder esta pregunta se evalud la abundancia y morfologia
de los compartimentos ARA7 positivos realizando una inmunofluorescencia
indirecta de ARA7. Para ello raices de plantulas de 7 dias crecidas en MS-agar
del ecotipo silvestre Col-0 y de las lineas mutantes iaa28-1, sir1-1, culi-6,
sec15 y vps53 se sometieron a tratamiento Control y con Sortin2 por 4 horas, ya
que es el tiempo al que se ve una induccion de la acumulacién a la vacuola de

PIN2-GFP en condicion con Sortin2 (Figura 7).

Plantulas del ecotipo silvestre Col-0 en tratamiento control presentan una
distribucion del anticuerpo que reconoce ARA7 en multiples cuerpos que se

distribuyen en toda la célula (Figura 28, panel superior). Este patréon puntuado
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es caracteristico para los compartimentos MVB/PVC/LE-ARA7 en las células de
la epidermis de la raiz primaria (Ueda y col., 2001). En contraste, en tratamiento
con Sortin2 hay un mayor numero de cuerpos positivos a ARA7 (Figura 18,
panel inferior). También se observa un aumento en la poblacion de
compartimentos MVB/PVC/LE-ARA7 positivos en estas células (Figura 18,

panel inferior), lo que indica un mayor reclutamiento de esta maquinaria.

sir1-1

Control

Sortin2

Figura 18: Sortin2 es incapaz de modificar el patrén de distribucion del marcador de MVB/PVC/LE
ARAZ7 en las raices de las mutantes que son resistentes a Sortin2. Plantulas de 7 dias de las lineas
mutantes iaa28-1, sir1-1, cul1-6, sec15y vps53 y del ecotipo silvestre Col-0 crecidas en MS-agar fueron
traspasadas a MS-liquido suplementado con DMSQO1% (Control) y con Sortin2 25ug/mL por 4 horas.
Luego se efectud la inmunofluorescencia indirecta utilizando el anticuerpo primario que reconoce a ARA7 y
el anticuerpo secundario que reconoce las IgG (H+L) de conejo (producido por cabra) conjugado al
fluorocromo Cy3 (KPL). ARAY es un marcador de PVC/MVBI/LE en plantas y posee un patrén punteado en
condicion control. En tratamiento con Sortin2 se ve un aumento de la cantidad de cuerpos punteados y por
ende un aumento de la fluorescencia. En las mutantes se puede observar un patrén punteado en ambos
tratamientos y no se observa una diferencia evidente en la cantidad de puntos ni en la intensidad de la
fluorescencia en los tratamientos con Sortin2. Flechas amarillas indican los PVC/MVB/LE-positivos a
ARA7. Las imagenes son representativas de 3 réplicas experimentales, en las que se analizaron 5
plantulas por tratamiento. La barra de tamarfio es equivalente a 10 pm.



68

Al evaluar el patrén de los compartimentos MVB/PVC/LLE-ARA7 positivos en
raices de plantulas de las mutantes tratadas con DMSO 1% (Control), se
encontrdé que la poblacién de estos compartimentos en iaa28-1, sir1-1, cul1-6,
vps53 y sec15, es menor al presentado en las raices de plantulas Col-0 (Figura
18, panel superior), lo que indica que hay un menor reclutamiento de la
maquinaria que permite el trafico de componentes desde y hacia este tipo de

compartimento.

Por otra parte, en las células de la epidermis de raices de plantulas de 7 dias
tratadas con Sortin2 de las lineas /aa28-1, sir1-1, culi-6, vps53 y sec15, se
encontrd que Sortin2 no es capaz de promover un aumento en la poblacion de
estos compartimentos como lo hace en las raices de plantulas silvestres (Figura
18, panel inferior).Estos resultados sugieren que la resistencia a la induccién de
la formacién de raices laterales por Sortin2 esta fuertemente ligada a la
resistencia a los fenotipos celulares que Sortin2 promueve, puesto que este
compuesto es incapaz de promover el aumento del trafico endocitico a la
vacuola como tampoco el aumento de la poblacion de compartimentos
MVB/PVC/LE-ARAY positivos en mutantes resistentes al efecto de la formacién
de raices laterales por Sortin2. Es decir, se sustenta aun mas la co-
segregacion y/o correlacion del efecto morfolégico de Sortin2 y los efectos

celulares que este compuesto induce.
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3.3 Evaluacion de la induccion de los eventos de priming de raices
laterales por Sortin2 en las mutantes resistentes a las alteraciones del

trafico endocitico y a la induccién de raices laterales por Sortin2.

Como se ha mencionado anteriormente, se han definido diversos eventos como
eventos de priming de raices laterales los que ocurren antes de la etapa de
iniciacion de las raices laterales: la migracién de los niicleos de las LRFCs; la
activacion de la expresion del factor de transcripcion GATA23 en las LRFCs; la
remodelacién de las células de la endodermis contiguas a los primordios de
raices l[aterales; y la acumulacion de MAKR4 en la membrana plasmatica de las
LRFCs (Casero y cof., 1995; De Rybel y col., 2010, 2012; Vermeer y col., 2014;

Xuan y col., 2015).

Los resultados del objetivo 2 nos permitieron seleccionar diversas mutanies que
evidencian una correlacion entre el efecto celular a nivel del trafico endocitico y
a nivel de la formacion de raices laterales por Sortin2, Por [0 que ofra forma de
estudiar si el efecto celular que tiene Sortin2 esta ligado con la induccion de los
eventos de priming de raices laterales es testear si el tratamiento con Sortin2 es
capaz de inducir los eventos de activacion de las LRFCs en las mutantes
resistentes /aa28, sir1-1, vps53 y sec15. Ademas, de esta manera podemos
determinar si los procesos celulares o moleculares, defectuosos en las
mutantes resistentes, son necesarios para que Sortin2 pueda inducir los

eventos de activaciéon como se mostrd en el objetivo 1.

Los resultados del objetivo 1 nos indican que mediante el uso de las lineas
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reporteras, el tratamiento con Sortin2 induce la expresién de GATA23 y MAKR4
en las LRFCs, por lo que para cuantificar los niveles de induccion de los
transcritos deGATA23 y MAKR4, se midieron los niveles de transcritos de estos
genes en rafces de plantulas de 7 dias del ecotipo silvestre Col-0 y de las
mutantes resistentes a los efectos gatillados por Sortin2: iaa28-1, sir1-1, vps53
y sec15, sometidas a 24 horas de tratamiento con DMSO 1% (Control) y
Sortin2. Se utilizé la auxina exégena NAA como control positivo, puesto que en
De Rybel y col., 2012 caracterizaron que fanto en Col-0 como en las lineas
iaa28-1 y sir1-1, el tratamiento con esta auxina promueve la expresion de
GATAZ23. Ademas, se ha reportado en Xuan y col,, 2015 que el fratamiento con
auxinas promueve una mayor expresion de MAKR4 en las raices. Entonces el
tratamiento con NAA se utilizd como control positivo de induccion de la

expresion de ambos genes.

3.3.1 Evaluacién de Ilos niveles de transcrito de los genes GATA23 y
VIAKR4 bajo tratamiento con Sortin2 en las mutantes resistentes a Sortin2.

Para analizar los niveles de transcritos de los genes GATA23 y MAKR4
mediante RT-gPCR se obtuvo ADNc mediante la retrotranscripcion de ARN. El
ARN se preparé desde raices de plantulas de 7 dias sometidas a los
tratamientos por 24 horas. Se hicieron las pruebas de calidad correspondientes
para enseguida realizar la determinacion de los niveles de transcritos de los

genes de interés.

Primeramente, se corroboré que el ARN con que trabajamos se enconiraba
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libre de ADNg (Figura 19A) y luego se comprobd que el ADNc presenta la
calidad suficiente para amplificar diversos ORFs (Figura 19B). Después se
evalué la cantidad de ADNc necesaria y suficiente para cuantificar los niveles
de transcrito mediante RT-qPCR. Se evalud la linealidad que debe existir entre
la cantidad de templado a utilizar y la variable Ct que corresponde al ciclo en el
punto de inflexion de la curva de amplificacion de PCR obtenidos en cada
determinacién (Nolan y col., 2008). En la Figura 20 se grafica la masa de ADNc
utilizado como templado y el Ct obtenido al amplificar diversos genes. Los datos
muestran un coeficiente de Pearson (R2) mayor a 0.8, lo que indica una alta
correlacion positiva (Hurtado & Dominguez-Sanchez, 2009) en el rango de
ADNc entre 10 ng v 1 ng. Por esios resultados, se decidio cuantificar los
transcritos de interés utilizando una masa de 5 ng de ADNc en las reacciones
de RT-gPCR.

Posteriormente, se selecciond el gen normalizador a utilizar en la reaccidn de
RT-gPCR para asi trabajar con un gen que no varie significativamente sus
niveles de transcritos en los tratamientos realizados. Se partié teniendo como
candidatos a los genes: AP2M (AT5G46630), TIP41-like (AT4G34270) y
UNKNOW1 (AT4G16100) que han sido caracterizados por no variar de manera
significativa sus transcritos en tratamientos con Sortin2 respecto a nuestras

condiciones experimentales controles (Pérez-Henriquez, 2016). La eleccién del

gen normalizador en estos tratamientos y en las mutantes con que se trabajé,
se realizd mediante la herramienta NormFinder (Andersen y col, 2004),

eligiendo al gen AP2M como el gen cuyos valores de transcritos varian en

O
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menor proporcion entre las condiciones experimentales.
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Figura 19: Los ARNs aislados de raices de pléntutas Col-0 y de las mutantes iaa28-1 y sir!-7
estan libres de ADNg y permiten producir ADNc de los cuales se pueden amplificar ORFs.
Productos de PCR de la reaccion realizada para amplificar el gen de ACTINAT1 de A. thaliana.(A) Las
diversas muestras de ARN fueron sometidas a una reaccidn de PCR para corroborar que estaban libres
de ADN. El templado de cada reaccion es el siguiente: 1: ARN Col-0 DMSO1%; 2: ARN Col-0 Sortin2
25ug/mL; 3: ARN Col-0 NAA 10pM; 4: ARN jaa28-1 DMSO1%; 5: ARN faa28-1 Sortin2 25pg/ml; 6:
ARN faa28-1 NAA 10uM; 7: ARN sirf-1 DMS0O1%; 8: ARN sirf-1 Sortin2 25ug/mL; 9: ARN sirf-1 NAA
10puM; c+: ADNg Col-0; c+2: ADNg Col-0; c-: H20 fratada con DEPC; MP: Marcador de peso ADN 1000
pb plus (ThermoScientific); MP; Marcador de peso ADN 1kb (ThermoScientific). El control positivo
amplifica una banda de 800 pb como es esperado. Sin embargo, no se detecta ADN en los ARN de las
raices de las plantulas. {B) Se verificd la calidad de los ADNc obtenidos realizande una reaccion de
PCR para amplificar el ORF de ACTINATT de Arabidopsis. En este caso el fragmento amplificado de
aproximadamente 700 pb se detecta en las ralces de todas las plantulas, como se ve en la figura en
donde MP: Marcador de peso ADN 1kb (ThermoScientific); 1: ADNc Col-0 DMS0O1%,; 2: ADNc Col-0
Sortin2 25ug/mL; 3; ADNe Col-0 NAA 10uM; 4: ADNc jaa28-1 DMSO1%; 5: ADNc iaa28-7 Sortin2
25ug/mL; 6: ADNc jiaa28-1 NAA 10pM; 7: ADNc sirf-1 DMSO1%; 8: ADNc sfr-1 Sortin2 25pg/ml.; 9:
ADNG sirf-1 NAA 10uM; c+: ADNc Col-0; c-: Hz20 tratada con DEPC. MP: Marcador de peso ADN 1000
pb plus (ThermoScientific).

o
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Figura 20: Existe una correlacién directa entre la masa de ADNc utilizado en la reaccion de RT-
gPCR y el Ct determinado mediante RT-qPCR. Se grafica el Ct obtenido en reacclones de RT-gPCR en
funcién del logaritmo de la masa de ADNec utilizado. Se utilizé 10 ng, 1 ng y 0,1 ng de ADNc de las raices
de Col-0 en condicién control {fratamiento con DMS01%), en (A) se amplificd el ORF deAP2M, en (B)
TiP41 y en {C) UNKNOW1, Gomo indica el parametro R? en los 3 graficos se obtuvo una relacion lineal
para la amplificacion de los tres genes, la cual es inversamente proporcional entre ambos pardmetros.
Cada determinacion se realizé en triplicade.

Para amplificar los genes GATA23 y MAKR4 se diseftaron partidores
considerando que tengan entre 18-25 nucledtidos, una Tm= 55°C+1 y un %GC
entre un 40% y 60%. Ademas, se corrobord la especificidad que tenian éstos
para la amplificacion de los genes especificos con que se debia frabajar. Por
analisis in sillico se encontré que los partidores qGATA23-F1 y qGATA23-R1
(Tabla 2) pueden amplificar especificamente un fragmento de 127 pb del ORF
de GATA23. Ademas, por este mismo analisis se obtuvo que los partidores
qMAKR4-F y gMAKR4-R (Tabla 2) sélo amplifican un fragmento de 102 pb del
ORF de MAKR4. Ademas, se observd la curva de disociacién del producto
amplificado (ver materiales y métodos, Figura 6). Se obtuvo que tanto los
partidores qGATA23-F1 y gGATA23-R1, como gMAKR4-F y qMAKR4-R sdélo
generan un maximo de amplificacion en la curva de disociacion lo que sugiere

fuertemente que sélo un producto esta siendo amplificado (Figura 6, Materiales
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y Métodos). Estos resultados indican que ambos pares de partidores son
capaces de amplificar especificamente a los genes de interés.

Con todos los pasos anteriores se procedid a estudiar los niveles de transcritos
de GATA23 y MAKR4 en las raices de plantulas del ecotipo silvestre Col-0. La
presencia de Sortin2 durante 24 horas induce 5 veces los niveles de transcrito
de GATA23 con respecto al normalizador AP2M comparado con el control
(Figura 21A). Este efecto es similar a lo que produce el tratamiento con NAA (7
veces, Figura 21A). También se evidencié que el tratamiento con Sortin2
aumentaba 5 veces los niveles de transcritos de MAKR4 en las raices de
plantulas Col-0 (Figura 21B). El tratamiento con NAA, es capaz de inducir 10
veces los niveles al compararlo con el tratamiento control (Figura 21B). Estos
resultados sustentan la evidencia presentada en el objetivo 1, en que se indica
que el tratamiento con Sortin2 es capaz de inducir los niveles de transcritos de

GATA23 y MAKR4 en raices de plantulas Col-0.

Para determinar si el efecto endocitico esta ligado con el efecto morfologico que
induce Sortin2 se evaluaron los niveles de transcritos de GATA23 y MAKR4 en
las mutantes resistentes relacionadas con la iniciacion de raices laterales,
jaa28-1 y sir1-1. De esta manera también podemos determinar que los
procesos cefulares o moleculares mediados por las proteinas correspondientes
son importantes para que Sortin2 pueda inducir su efecto de raices laterales y
asi poder posicionar estos procesos rio arriba o rio abajo de la induccion por

Sortin2. Se encontré que el tratamiento con Sortin2 es incapaz de promover los
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niveles de transcritos de GATA23 (Figura 22A) ni de MAKR4 en iaa28-1y sir1-1
(Figura 22B). Sin embargo, el tratamiento con NAA induce los niveles de
transcritos relativos de estos genes, como esta descrito en la literatura (De
Rybel y col., 2010; Xuan y col., 2015; Figura 22A y 22C). Estos resultados nos
sugieren que Sortin2 requiere de la degradaciéon de ambas Aux/IAAs, IAAZ8 e
IAA14, para poder inducir los eventos de priming de raices laterales, y que esta

degradacion estd rio arriba del efecto celular que tiene Sortin2.

También se estudiaron los niveles de transcritos de GATA23 y MAKR4 en las
mutantes relacionadas al sistema de endomembranas que son resistentes a la
induccién de raices laterales y a la aceleracion del trafico endocitico hacia la
vacuola por Sortin2: sec?15 y vps53. De esta manera se pudo establecer si la
aceleracion de la endocitosis hacia la vacuola y la induccién del priming de
raices [aterales son dependientes. Ademas, permitié establecer si las vias de
trafico mediadas por SEC15 y VPS53 son importantes para que se lleve a cabo
el evento de priming de raices laterales inducido por Sortin2. Se encontré que
los niveles de transcritos de GATA23 no son inducidos significativamente en
tratamiento con Sortin2 en sec?5 y vps53 (Figura 22C). En cambio, los niveles
de transcritos relativos de MAKR4 si pueden inducirse significativamente en la

mutante sec75, no asi en vps53 (Figura 22D).
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Figura 21: GATA23 y MAKR4 aumentan sus niveles de transcritos en las raices de A. thaliana
bajo tratamiento con Sortin2. Plantulas de 7 dias del ecotipo silvestre Col-0 se traspasaron a
tratamientos en MS-sdlido suplementado con DMSO 1%(barras grises), Sortin2 25 pg/mL (barras
amarillas) y NAA (barras azules) 10 pM por 24 horas. Los resultados de los niveles de transcritos en las
raices de plantulas tratadas se expresan como niveles de transcritos relativos. El valor 1 representa los
niveles de transcritos de GATA23(A) o MAKR4 (B) en tratamiento control relativizado a los niveles de
transcritos de AP2M en tratamiento control. Las barras de error corresponden al error estandar. Estos
analisis corresponden a tres réplicas biolégicas con 3 réplicas técnicas, en donde se utilizé la prueba de
t-student para el analisis estadistico: *=p<0,05; **=p<0,01.
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Figura 22:El tratamiento con Sortin2 no modifica los niveles de transcrito de GATA23 y MAKR4 en
las raices de las mutantes resistentes a los efectos de Sortin2. Plantulas de 7 dias del ecotipo
silvestre Col-0 y de las lineas resistentes a los efectos de Sortin2 que presentan defectos en la formacion
de raices laterales: jaa28-1y sir1-1 (A y C)o defectos en el sistema de endomembranas: sec15y vps53 (B
y D), se transfirieron a tratamientos en MS-sdlido suplementado con DMSO 1% (barras grises), Sortin2 25
pg/mL (barras amarillas) y NAA 10 uM (barras azules) por 24 horas. Los resultados de los niveles de
transcrito en las raices de plantulas tratadas se expresan como niveles de transcritos relativos. El valor 1
representa los niveles de transcritos de GATA23 (A y B) o MAKR4(C y D) en tratamiento control
relativizado a los niveles de transcritos de AP2M en tratamiento control en Col-0. Las barras de error
corresponden al error estandar. Estos anadlisis corresponden a tres réplicas biologicas con 3 replicas
técnicas, en donde se utilizé la prueba de t-student para el analisis estadistico: *=p<0,05; **=p<0,01;
***=p<0,001; ns= no significativo.
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Estos resultados nos indican que para la induccién de la transcripcion de
GATA23 por Sortin2 necesita del trafico de TGN/EE a MP dependiente de
SEC15 (Hala y col., 2008) y del transporte retrégrado entre LE/MVB/PVC y
TGN/EE mediado por VPS53 (Wang y col, 2011). También nos sugiere que la
induccion de la transcripcion de MAKR4 por Sortin2 sélo necesita del correcto
funcionamiento de las vias de trafico en que participa VPS53, no en las que
participa SEC15. De esta manera las vias de trafico en que participan VPS33 y
SEC15 son necesarias y se encueniran rio arriba del efecto celular endocitico

gatillado por Sortin2 que induce el priming de raices laterales.

A partir de los resultados obtenidos se propone que la aceleracién del trafico
endocitico hacia la vacuola inducida por Sortin2 podria promover la

especificacién de las células del periciclo a células fundadoras de raices

laterales.



DISCUSION

La organogénesis es un proceso que comienza con la especificacion de las
células fundadoras que prosigue con la activacién de estas células para dar
lugar a la division celular y la generacién de un primordio (Chandler, 2011). En
el caso de la formacion de las raices laterales la fase en donde se define el
cambio del destino de las células del periciclo a células fundadoras de raices
laterales (LRFCs) se conoce como priming y esta dividida en especificacion y
activacion de las LRFCs (Van Norman y col., 2013). En el caso del organismo
modelo Arabidopsis existen diversos eventos de activaciéon descritos, sin
embargo eventos de especificacion de las LRFCs alin no han sido

caracterizados (Van Norman y col., 2013).

Se ha descrito que las auxinas comandan distintas fases de la organogénesis
de las raices laterales (Casimiro y col., 2001; De Rybel y col., 2010; De Smet y
col., 2007; Péret y col., 2009; Swarup y col., 2008). La activacion de las LRFCs
puede ser inducida por esta hormona (De Rybel y col,, 2010; Van Norman y
col., 2013; Vermeer y col, 2014; Xuan y col, 2015), sin embargo, se ha

reportado que las LRFCs se especificarfan independientemente de la

sefializacién de auxinas (Bao y col., 2014; Chandler, 2011; DiDonato y col.,
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2004; Ditengou y col., 2008; Kircher & Schopfer, 2016; Van Norman y col.,
2013), puesto que diversos estimulos mecanicos inducen la formacion de
raices laterales por mecanismos independientes de la sefializacion canénica de
auxina (Ditengou y col., 2008; Kircher & Schopfer, 2016; Ortiz-Castro y col.,
2008). Ademas se ha demostrado que existe una oscilacion periddica de genes
en la zona de oscilacién de la raiz primaria que participan en el priming de las
LRFCs y la manipulacion de los niveles de auxinas, o su sefializacion, son
insuficientes para modificar esas oscilaciones (Moreno-Risuefio y col., 2010;

Xuan y col., 2015).

Por ofra parte, en nuestro laboratorio hemos evidenciado que el mecanismo de
formacion de raices laterales gatillado por Sortin2 induce un evento previo a la
etapa de iniclacion de raices laterales, provocando el cambio en el destino de
las células del periciclo en A. thaliana (Morales-Herrera, 2015). Ademas, este
mecanismo de organogénesis de raices laterales es independiente del complejo
receptor de auxina SCFTRVAFBL23 y depende de la induccion del tréafico
endocitico hacia la vacuola (Pérez-Henriquez y col., 2012). En esta tesis de
Magister se evidencié que la aceleracion del trafico endocitico hacia la vacuola
inducido por Sortin2 diferencia a las células del periciclo a células fundadoras
de raices laterales promoviendo la organogénesis de raices laterales en A.
thaliana. Esto se obtuvo al estudiar la relacién que existe entre la induccidn de
raices laterales por Sortin2 y el efecto endocitico gatillado por Sortin2 en un

grupo de mutantes con distinta sensibilidad a la induccién de raices laterales
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por Sortin2. Se encontré que existe una correlacion enire la sensibilidad a la
induccidn de raices laterales y la aceleracion del trafico endocitico por Sortin2.
Ademas, se encontrd evidencia que sustenta la correlacion del efecto endocitico
y morfoldgico gatillados por Sortin2, ya que, al bloquear la funcién de proteinas
importantes para el trafico de proteinas, la promocién de raices laterales por
Sortin2 no ocurre. Por otro lado, mutantes defectuosas en la formacion de
raices laterales, el efecto en el trafico endocitico gatillado por Sortin2 no se lleva
a cabo. También, mediante el uso de lineas reporteras de los eventos
moleculares y celulares de priming de raices laterales, se encontré que la
induccion del trafico endocitico hacia la vacuola promovido por Sortin2 ocurre
previo a la induccion de los eventos de activacion de las LRFCs descritos en la
literatura. Consistentemente, Sortin2 es incapaz de promover los eventos de
activacion de LRFCs en mutantes resistentes a los efectos de Sortin2 en trafico
endocitico y formacién de raices laterales sugiriendo que la aceleracion del
trafico endocitico hacia la vacuola por Sortin2 podria ser [a causa de la

promocion de los eventos de activacion de las LRFCs.

4.1 Existe una correlacion entre la sensibilidad a la induccion de Ias raices
laterales por Sortin2 y la promocién del efecto endocitico gatillado por

este compuesto.

En nuestro laboratorio hemos realizado diferentes screenings de mutantes de
Arabidopsis con el fin de encontrar las proteinas claves que participen en el

mecanismo de formacion de raices laterales gatillado por Sortin2 (Anexo I;
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Cruz-Amaya & Norambuena, resultados no publicados; Morales-Herrera, 2015).
Especificamente, se han identificado mutantes que presentan defectos en
genes que codifican para profeinas que participan en el sistema de
endomembranas y/o en la formacion de raices laterales. Las diversas mutantes
presentan distintas sensibilidades a la induccién de raices laterales por Sortin2.
El evaluar la sensibilidad del efecto endocitico gatillado por Sortin2 nos permitio
determinar la existencia de una correlacion entre la sensibilidad a la induccién
de rafces laterales y la sensibilidad a la promocion del trafico endocitico hacia la
vacuola. Especificamente, los resultados obtenidos nos indican la existencia de
un 75% de correlacién entre el efecto morfolégico y el efecto celular gatillado
por Sortin2, puesto que en la mayoria de los casos ia sensibilidad respecto a la
induccion de raices laterales coincide con la sensibilidad de la promocion del

trafico endocitico hacia la vacuola por Sortin2.

Por otra parte, resultados obtenidos en el laboratorio indican que el trafico
endocitico hacia la vacuola inducido por Sortin2 que finaliza en la formacién de
primordios de raices laterales es inhibido por la aplicacién de Wortmanina, es
decir, el efecto endocitico es vital para la induccién del efecto morfolégico por
Sortin2 (Anexc [V). Ademas, hemos evidenciado el incremento del
reclutamiento de la GTPasa monomérica Rab5, ARA7, en tratamiento con
Sortin2. Esta induccion serfa importante para el evento de priming de raices
laterales relacionado con el trafico endocitico hacia la vacuola que promueve

Sortin2, puesto que tratamientos con Wortmanina alieran la integridad
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estructural de este tipo de endosomas (Zhang y col., 2010). Ademas, hemos
encontrado que en mutantes resistentes a la formacion de raices laterales
promovida por Sortin2, la poblacién de MVB/PVC/LE-ARAY7 reclutada en las
membranas endosomales se mantiene constante. Esto nos indica que el rafico
hacia la vacuola en el que participan los MVB/PVC/LE-ARAY seria esencial
para la promocion del efecto celular de Sortin2 involucrado en el priming de las

raices laterales.

El hecho de que Sortin2 es incapaz de promover los efectos endociticos en las
mutantes en que no induce la formacion de raices laterales y ademas, de que
mutantes en genes que codifican a proteinas importantes para el
funcionamiento del sistema de endomembranas presentan resistencia a la
induccion de raices laterales gatillada por Sortin2 (Cruz-Amaya & Norambuena,
resultados no publicados) apoyan adn mas la correlacién entre el efecto
endocitico promovido por Sortin2 y el efecto inductor de raices laterales, ya que
al interferir con el trafico de proteinas, se bloquea la formacion de raices

laterales, y viceversa.

Ademas, el trafico endocitico hacia la vacuola promovido por Sortin2 seria un
evento de priming de raices laterales que requiere que determinadas proteinas
funcionen de manera correcta, ya que el efecto de Sortin2 esta situado rio
arriba del trafico hacia la vacuola que involucra la funcién de las proteinas
SEC15 y VPS53, ya que sin ellas Sortin2 no puede llevar a cabo su efecto

inductor del trafico endocitico ni su efecto inductor de raices laterales. Ademas,
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la via que induce Sortin2 involucra una via gue incluye, o intersecta con la via
en que la funcién de la proteina VTI12 es importante. Conjuntamente, los
resultados nos sefialan que la funcion de VAMP722 esta rio abajo de la
aceleraciéon del trafico endocitico gatillado por Sortin2, pero rio arriba de la

iniciacién de las raices laterales inducida por este compuesto.

Con respecto a las mutantes de genes que codifican a proteinas relacionadas
con la formacién de raices laterales, el efecto de Sortin2 involucra la funcién de
fas proteinas 1AA28, I1AA14, CUL1 y CEG, ya que sin ellas Sortin2 no puede
llevar a cabo su efecto morfolégico y celular. La via que induce Sortin2 involucra
una via que incluye, o intersecta con la via en que es importante la funcién de
las proteinas AUX1 y ACR4. Asimismo, se evidencié que {a funcion de PIN1 y
AXR4 esta rio abajo de la induccién del trafico endocitico hacia la vacuola
promovida por Sortin2 y rio arriba de la formacion de raices laterales gatillada

por Sortin2.

Por ende, con estos resultados podemos indicar que el efecto endocitico y el
efecto morfoldgico inducido por Sortin2 correlacionan, ya que para que Sortin2
pueda inducir el evento de priming de raices laterales es necesario que ocurra

la aceleracion de la endocitosis hacia la vacuola.
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4.2 Existe una relacion de causa-efecto entre la induccién del trafico
endocitico hacia la vacuola gatillada por Sortin2 y la induccién de los
eventos de activacion de LRFCs.

En la literatura se han caracterizado diversos eventos de activacion de LRFCs.
Secuencialmente ocurre la activacién transcripcional del factor de transcripcion
GATAZ23 en las LRFCs (De Rybel y col., 2010), la acumulacién de MAKR4 en la
membrana plasmatica de las LRFCs (Xuan y col., 2015), la pérdida de volumen
de las células de la endodermis contiguas a las LRFCs (Vermeer y col., 2014) y
l[a migracién de los nicleos de las LRFCs hacia la pared celular comin {De
Rybel y col., 2010). La promocidn del frafico hacia la vacuola por Sortin2 esta
rio arriba del aumento de la actividad transcripcional de GATA23 y acumulacion
de MAKR4 en las LRFCs, ya que a las 5 horas de fratamiento el estimulo
gatillado por Sortin2 es capaz de inducir un incremento en la poblacion de
LRFCs que expresan estos marcadores. Por lo que en la linea de tiempo
podemos situar a la induccion de [a activacion transcripcional de GATA23 en las
LRFCs por Sortin2 a las 5 horas (Figura 23). MAKR4 se acumula en la misma
temporalidad (Figura 23). Ademas, encontramos que MAKR4 se localiza
ectopicamente en las células de la epidermis, corteza y endodermis a las 24
horas con Sortin2. Si bien se ha reportado la acumulacién de MAKR4 en capas
adyacentes a las LRFCs (Xuan y col, 2015), en condicion con Sortin2 se
visualiza que MAKR4 se acumula en las otras capas celulares independiente si
estan contiguas a las LRFCs, esto podria ser consecuencia de la mayor

diferenciacién de células de! periciclo y deberse a la comunicacion célula-célula
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que es vital para la formacién de raices laterales (Van Norman y col., 2011; Yue

& Beeckman, 2014).

Los resultados nos indican que Sortin2 podria inducir una sefial que estaria
gatillando que las células del periciclo sean LRFCs o inhibir una sefial que
estaria reprimiendo que las células del periciclo se diferencien a LRFCs. Por
ejemplo, una propuesta de sefial que podria estar siendo reprimida por Soriin2
es el receptor tipo quinasa ACR4 (De Smet y col., 2008). ACR4 se acumula en
la membrana plasmética (PM) de las células hijas pequefias despues de la
iniciacion de raices laterales y es requerido para coordinar las divisiones de las
células del periciclo durante la iniciacién de las raices laterales, donde su
funcién es prevenir que las células que la rodean entren en division, es decir,
ACR4 evita que se diferencien a LRFCs(De Smet y col., 2008).De esta manera
Sortin2 podria alterar la expresion de ACR4 y/o su acumulacion, impidiendo que
pueda regular la diferenciacién de las LRFCs, alterando asf la regulacion de la
posicion de las raices laterales a lo largo de la raiz primaria conocida como pre-

patterning.

Por otra parte, se ha repartado que la endodermis juega un papel activo en los
eventos previos a la iniciacion de raices laterales, ya que es ilﬁportante que se
acumule el facilitador de eflujo de auxinas PIN3 en la endodermis para que
ocurra el continuo flujo de auxinas enire las LRFCs y las células de la
endodermis que estdn contiguas (Marhavy y col., 2013). Estas células

endodermales contiguas a las LRFCs cambian su forma, reducen su tamafio y
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forman pequefios agujeros en la Banda de Caspary (Vermeer y col., 2014). La
mayor acumulacion de CASP1 en la endodermis (Figura 11B), seg(n
conversaciones con el Dr, Peter Marhavy, indicaria que Sortin2 estimula la
sintesis de esta proteina, permitiendo asi un desarrollo mas rapido de esta capa
celular. También encontramos que a las 24 horas con Sortin2 CASP1 se
acumula ectépicamente en la epidermis de ia raiz primaria y se localiza en un
compartimento celular distinto al que se ubica en la endodermis (Figura 11).
Esto nos sefiala que las células de la epidermis estarian acumulando proteinas
propias de la endodermis (Fukaki y col, 1998; Roppolo y col., 2011), sin
embargo, se conoce que para gue [as proteinas puedan cumplir su funcién
biologica necesitan de un contexto determinado, por lo que no s?ria suficiente la
acumulacion de CASP1 en la epidermis para que esa capa celular adquiera la
identidad de endodermis. Estos resultados obtenidos nos permiten localizar el
efecto de Sortin2 en la endodermis a las 2 horas y a las 24 horas en las otras
capas de la raiz (Figura 23), sin embargo, alin debemos seguir estudiando e}
significado de estos dos eventos estimulados por Sortin2 y el impacto que
tienen en la formacién de raices laterales. El cambio en el volumen de las
células de la endodermis descrito como un evento de priming de raices laterales
no pudo ser analizado en este trabajo debido a que no se evidencio
notoriamente un cambio en el volumen de estas células en ambos tratamientos,
so6lo observamos la diferencia en la estructura de las células de la endodermis

entre las que rodeaban a las células del periciclo que conformaban a los
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primordios de raices laterales y las que estaban coniiguas a células del

periciclo.

Ademas, al proponer que la induccion del trafico endocitico hacia la vacuola por
Sortin2 como un evento de priming de raices laterales, se esiudio la
acumulacion de PIN2-GFP. El resultado obtenido nos indica que Sortin2 induce
el trafico endocitico hacia la vacuola en un tiempo previo a las 4 horas (Figura
23), ya que para observar a PIN2-GFP en el lumen vacuolar se debid,
anteriormente, haber estimulado su internalizacién, puesto que en condicion
control se localiza en las PMs y endosomas(Xu & Scheres, 2005). Con este
resultado, ademas de los antecedentes de que Sortin2 promueve la
internalizacion de ofros componentes de PM (Pérez-Henriquez y col,, 2012),
postulamos que hay un componente macromolecular que se internaliza para
gatillar el evento de priming de las raices laterales. Este ocurre en el meristema
basal de la raiz primaria. La conversion de la auxina IBA a 1AA ocurre en la
caliptra (De Rybel y col., 2012) asi como también la muerte celular programada
de células de la /ateral roof cap también son importantes para e! priming de las
LRFCs (Xuan y col., 2016), por lo que no es raro gue eventos que ocurren en el

meristema basal afecten directamente [a diferenciacion de LRFCs.
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Figura 23: La aceleracion del trafico endocitico a la vacuola inducido por Sortin2 sucede en
tiempos previos a la activacion transcripcional de GATA23 y acumulacion de MAKR4 en las
LRFCs porSortin2.Linea de tiempo de los eventos de priming inducidos por Sortin2. Se identifican los
tiempos en que se detectan los distintos eventos estudiados en presencia de Sortin2: a las 2 horas se
induce la acumulacion de CASP1 en la endodermis y se altera la estructura vacuolar en las capas
celulares de la raiz primaria. A las 4 horas ocurre la acumulacion de PIN2-GFP en la vacuola, lo que
indica que la aceleracion del trafico hacia la vacuola debid ocurrir en tiempos anteriores. A las 5 horas
se promueve la activacién transcripcional de GATA23 y la acumulacién de MAKR4 en las PMs de las
LRFCs. A las 24 horas se visualiza la localizacion ectopica en la epidermis de CASP1.

Estos resultados encontrados nos sugieren fuertemente que un componente
debe internalizarse desde la PM hasta |la vacuola para gatillar el priming de las
LRFCs. Ademas, sabemos que la formacion de raices laterales esta
fuertemente afectada por el estado nutricional de la planta y la disponibilidad de
nutrientes que hay en la rizésfera. Se ha evidenciado que los efectos
morfolégicos inducidos por excesos de hierro, boro y amonio en la rizésfera son
regulados por la relocalizacidon de sus transportadores mediante endocitosis
(Barberon y col., 2014; Lima y col., 2010; Takano y col., 2010). En especifico,
se ha evidenciado que la aplicacion de amonio (NH4+) promueve la iniciacién
de primordios de raices laterales dependiente de la funcién del transportador de

amonio 1,3 (AMT1;3) (Lima y col., 2010) y AMT1;3 se internaliza mediante
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endocitosis cuando las condiciones de NH4+ son toxicas para ias plantas (Wang
y col., 2013). Por lo que la internalizacion de AMT1;3 en tratamiento con Sortin2

seria interesante de evaluar.

Otro hecho que ratifica que la promocién del trafico hacia la vacuola por Sortin2
esta rio arriba del aumento de la actividad transcripcional de GATA23 vy
acumulacion de MAKR4 en las LRFCs es que Sortin2 es incapaz de promover
la generacién de los eventos de activacion de [as LRFCs en las mutantes /aa28-
1, sir1-1, sec15 y vps53.Esto apoya que la aceleracidn del trafico endocitico
hacia la vacuola por Sortin2 es la causa de la induccién de las raices laterales,
porque se impide que se desencadenen los evenios de activacién de las
LRFCs. Por otra parte, los niveles de transcritos de GATA23 en condicién
control en las mutantes relacionadas con la formacion de raices laterales son
iguales a los de la silvestre (Figura 22 A y B). Estos resultados nos indican que
las mutantes no presentan defectos en la franscripcion de GATAZ23, por lo que
el efecto de I1AA14 e |AA28 en la formacidén de raices laterales, estaria
normalmente rio abajo de la expresién de GATA23 en las LRFCs. Esto no es
acorde a lo reportado en la literatura para iaa28-7 en donde se presenta una
disminucién en los niveles de transcritos de GATA23 en esta mutante (De Rybel
y col., 2010). Sin embargo, las condiciones en que se realizaron los
experimentos en nuestro laboratorio son diferentes, lo que podria explicar las

diferencias encontradas. Con respecto a la accién de Sortin2 se vio que las
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funciones de IAA14 y de 1AA28 son importantes para inducir la activacién

transcripcional de GATA23 en las LRFCs.

Las mutantes del sistema de endomembranasvps53 y sec?5 no presentan
defectos en la transcripcion de GATAZ23, por lo que [a funcién de los genes
correspondientes en la formacion de raices laterales, estaria rio abajo de la
expresion de GATA23 en las LRFCs. Sin embargo, la funcién de VPS53 vy
SEC15 es vital para promover la activacién transcripcional de GATA23 en las

LRFCs mediante el mecanismo de Sortin2.

Asimismo, se encontré que en las mutantes resistentes relacionadas al sistema
de endomembranas, los niveles de transcritos de MAKR4 en la condicidn
control en sec?5 no presentaba variacion con respecto a las raices de plantulas
silvestres (Figura 22C y D), por lo que la funcion de la proteinaSEC15 con
respecto a la formacion de raices laterales estaria rio abajo de la expresién de
MAKR4 en las LRFCs. Sin embargo, los niveles de transcritos de MAKR4 en
vps53 son menores que los de las plantulas silvestres en condicion control
(Figura 22C y D), lo que sugiere que la funcién de VPS53 esta rio arriba de la
expresion de MAKR4 en las LRFCs. Por lo demas, se encontré que el correcto
funcionamiento de VPS53 es necesaria para promover la expresion de MAKR4

en tratamiento con Sortin2.

Cabe mencionar, que [as mutantes estudiadas son resistentes a los efectos

endociticos promovidos por Sortin2, por lo que estos resultados nos permiten
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situar al efecto endocitico por Sortin2 rfo arriba de los eventos de activacion de
las LRFCs (Figura 24), sugiriendo fuertemente que la induccion del trafico hacia
l[a vacuola gatillada por Sortin2 es un evento de especificacion de LRFCs,
porque ocurre antes de los eventos de activacion de las LRFCs y si éste no
ocurre, no se ve una induccion de la formacion de raices laterales. Ademas, se
apoya fuertemente la conclusién de que el evento morfoldgico inducido por
Sortin2 esta correlacionado y depende del evento endocitico que fiene este

compuesto.

4.3 Sortin2 estimularia la relocalizacibn de componentes

macromoleculares para inducir la especificacién de las LRFCs.

Con respecto a la funcion de los genes cuya mutacion produce diferencias en la
sensibilidad a los efectos de Sorfin2 se encuentran algunas caracteristicas en
comin, Las proteinas SLR1/IAA14 e |AA18 estan relacionadas con la
sefializacion de la hormona auxina(Hochholdinger y col., 2001; Rogg y col.,
2001). Ademas, CEG es una F-box, proteina receptora de auxina (Dong y col.,
2008),CUL1 forma parte de los complejos receptor SCF que se encuentran
envueltos en la via de sefializacién de las hormonas auxina, acido jasmodnico y
esfrigolactonas (Hua & Vierstra, 2011). Todas estas proteinas son necesarias
para que se lleve a cabo el evento celular de especificacion de LRFCs inducido
por Sortin2, es decir, Sortin2 necesitaria de un complejo receptor SCF, que
promueve una cascada de sefalizacion que degrada a 1AA28 e [AA14 (Figura

24),
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AUX1 estd involucrada en el transporte polar de la hormona auxina,
especificamente en el influjo de auxinas(Marchant y col, 2002). Se ha
evidenciado que la mayoria del influjo de auxinas esta a cargo de AUX1 y que
la linea mutante del gen que codifica a esta proteina acumula menos auxina
intracelular (Rutschow y col., 2014). Con los resultados obtenidos y resultados
preliminares obtenidos en el laboratorio del Dr. Xu(Shanghai Center for Plant
Stress Biology, China) en donde el tratamiento con Sortin2 parece disminuir los
niveles de IAA en raices de plantulas de A.thaliana, se plantea que la
disminucién de auxinas en el interior celular provocaria un ambiente beneficioso
para la sefial que promueve el evento de especificacion de LRFCs gatillado por

Sortin2 (Figura 24).

Con respecto a la proteina ACR4, se ha descrito que es un receptor-tipo
quinasa dependiente de la sefializacién de auxinas y actiia como un factor clave
para la induccién de la divisién celular en las LRFCs y en la limitacién del
nimero de células del periciclo que se diferencian a LRFCs(De Smet y col.,
2008). Hemos encontrado que la disminucion de la expresion y/o de la
acumulacion en la MP de ACR4 seria favorable para inducir el evento celular
gue especifica las LRFCs inducido por Sortin2 (Figura 24). Ademas, resultados
obtenidos en el laboratorio indicarian que el tratamiento con Sortin2 induce la
endocitosis hacia [a vacuola de ACR4 en células de la columela de la raiz
primaria, sugieren fuertemente de que el tratamiento con Sortin2 induciria una

mayor diferenciacion de LRFCs, ya que el componente represor de la
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diferenciacién de LRFCs pierde su localizacién en las MPs de las LRFCs y

ahora se encuenfra en la vacuola.

VPS53es una subunidad del complejo de proteinas retrégradas asociadas al
Aparato de Golgi {(GARP, por sus siglas en inglés), esta involucrada en el trafico
retrégrado de MVB/PVC/LE hacia TGN/EE (Wang y col., 2011). Ademas, la
funcion de VPS53 esta relacionada a la adaptacién de la PM para tolerar el
estrés por calor en plantas (Wang y col., 2011). lLos resultados obtenidos en
relacion a la sensibilidad con Sortin2, nos indica que la funcién de VPS53 es
requerida para que Sortin2 pueda ejercer su efecto en el priming de las LRFCs.
Esto podria deberse a que un componente macromolecular, después de haber
sido internalizado este componente macromolecular u otra macromolécula,
deba relocalizarse utilizando la via de trafico en donde participa VPS53 (Figura
24). Por ofro lado, SEC15 es una proteina que forma parte del complejo
exocitico en plantas (Hala y col., 2008), el cual cumple importantes roles en la
morfogénesis de las plantas, principalmente en los érganos en donde esta
involucrado el crecimiento polarizade (Zarsky y col., 2013).La funcién de SEC15
es necesaria para ejercer el evento de priming de las LRFCs de Sortin2, por lo
que la participacion del complejo exacitico podria estar relocalizando a la PM o
al espacio apoplastico a algun componente que forme parte de la comunicacion

célula-célula en la formacién de raices laterales (Figura 24).

VTI12, es un receptor de proteina de fijacion soluble de NSF asociado a

vesiculas (v-SNARE, por sus siglas en inglés) de los cuales depende el correcto
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direccionamiento de las proteinas a la vacuola o hacia ofros organelos del
sistema de endomembranas (Surpin y col., 2003). Especificamente, VTI12 ha
sido caracterizada por direccionar las proteinas a la vacuola y se localiza en
TGN/EE, sin embargo igual puede localizarse en MVB/PVC/LE en ausencia de
VTI11, y viceversa (Surpin y col., 2003). Con los resultados obtenidos se puede
plantear que la falta de VTI12 causa una sobrecompensacion de VTI11 en la
destinacién a la vacuola de una macromolécula especifica que es necesaria
para el efecto celular que induce el evento de priming de las LRFCs

desencadenado por Sortin2 (Figura 24).

Nuestros resultados sugieren fuertemente que ademas de la induccién del
trafico de un componente macromolecular hacia la vacuola, la relocalizacion
también es importante para inducir el evento de priming de las LRFCs gatillado
por Sortin2. Esto puede relacionarse con diversos estudios recientes que
revelan la importancia de las diferentes clases de pequefios péptidos de
sefializacién durante el proceso de organogenesis de raices laterales (Araya y
col., 2014; Czyzewicz y col., 2015; Murphy y col., 2016; Roberts y col., 2016).
Los péptidos sirven como moléculas sefalizadoras y se liberan, usualmente,
mediante [a ruta secretoria (Krause y col., 2013). Después de la secrecién, los
péptidos difunden a células vecinas que se encuentran a corta distancia para
unirse a los receptores afines, pero también se ha informado de |a sefializacién
de larga distancia desde la raiz hasta el brote (Tabata y col., 2014). Ademas

después de la activacion del receptor, los complejos péptido-receptor a menudo
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son internalizados al citosol a través de endocitosis, donde el receptor
experimenta degradacién o reciclaje (Geldner & Robatzek, 2008). Es decir,
Sortin2 podria inducir la internalizaciéon y/o relocalizacion de algun péptido y/o
de su receptor. Por ejemplo, los péptidos CLEs (CLAVATA3/EMBRYO SUR-
ROUNDING REGION (ESR)) en conjunto con su receptor CLAVATA1 (CLV1)
juegan un papel importante en la formacién de raices laterales en respuesta a

los niveles de nitrogeno en la rizésfera (Araya y col., 2014).
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Figura 24: Modelo propuesto del mecanismo utilizado por Sortin2 para promover la
relocalizacion de componentes promoviendo la especificacion de las LRFCs. (A)EI tratamiento
con Sortin2 induce la relocalizacién de componentes macromoleculares mediante el trafico funcional de
TGNI/EE al MVB/PVC/LE dependiente de VTI12, del trafico retrégrado de MVB/PVC/LE a TGN/EE que
involucra la participacién de VPS53 y la via endocitica en donde juega un rol SEC15, una proteina del
complejo de exocitosis. Ademas, requeriria de una disminucion en la concentracién de auxina
intracelular, un correcto ensamblaje de algun complejo receptor SCF y una disminucion de la expresion
de ACR4 o pérdida de la localizacion de ACR4 en la PM. Sortin2 seria capaz de promover la
relocalizacién de componentes macromoleculares, en que primero deben alcanzar la vacuola para
luego posicionarse en la MP, espacio apoplastico o ejercer su accién en otra célula, a través de la
comunicacion célula-célula para asi finalizar en la especificacion de las LRFCs. Los resultados también
indican que se necesita de la degradacion de IAA28 e |AA14 para que se lleve a cabo la relocalizacién.
Ademads, sabemos que la activacion las LRFCs también necesita de la degradacion de estas Aux/IAAs,
es por esto que se coloca una flecha que indica que para la especificacion y activaciéon de las LRFCs es
vital la degradacion de |AA28 e IAA14. (B) Imagen en donde se representa el sistema de
endomembranas y las distintas proteinas y traficos que deben estar funcionando correctamente para
que Sortin2 pueda inducir la relocalizacion de algin componente macromolecular. Este suceso
desencadenaria una via de sefializacién que necesitaria de diversos eventos para poder especificar a
las LRFCs. Las flechas negras sdlidas indican las relaciones directas entre los eventos y las flechas
negras punteadas indican las posibles relaciones directas que podrian existir.

4.4 El tratamiento con Sortin2 altera la morfologia de las vacuolas.

Se ha evidenciado que en los eventos de activacion de las LRFCs esta

involucrado la reduccién en el volumen de las vacuolas de las células de la




o8

endodermis adyacentes a las LRFCs (Vermeer y col., 2014). Sin embargo al
estudiar la morfologia de la vacuola en las células de la endodermis (Figura 11
y Figura 12) se enconiré que hay un defecto en la dinamica de formacion de la
vacuola (Saito y col, 2011) en tratamiento con Sortin2. Estos resultados son
homélogos a los encontrados en Zouhar y col., 2004, en donde la moriologia
vacuolar en los hipocotilos se altera en presencia de Sortin2, pudiendo asi
situar el cambio en la morfologia de la vacuola por Sortin2 a las 2 horas (Figura
23), pero aun falta por determinar si el volumen de este organelo disminuye
bajo estas circunstancias y si es un evento que aporta en la diferenciacion de
las células del periciclo a LRFCs. Por lo demas, no pudimos determinar el
volumen de la vacuola, ya que la morfologia de este organelo cambia
completamente en presencia de Sortin2 apareciendo estructuras muy complejas

que son muy dificiles de resolver.

Al observar la morfologia de las vacuolas en cada mutante con la que
trabajamos se encontraron diversos fenotipos producidos por Sortin2 (Anexc
Il). En raices de plantulas silvestres Col-0, encontramos que el tratamiento con
Sortin2 provoca la conformacion de vacuolas mas complejas (Figura 26, panel
inferior). Este mismo fendmeno ocurre en las mutantes hipersensibles a los
efectos de Sortin2; aux7-21 y acr4 (Figuras 36 y 37). Ademds, provoca la
formacién de vacuolas mas complejas en la mutante resistente a los efectos de

Sortin2: ceg (Figura 39).
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Otro efecto que tiene Sortin2 en el fenotipo vacuolar es la conformacién de
vacuolas mas grandes, lo que se evidencid en las lineas que responden como

silvestre a la induccién del trafico endocitico por Sortin2.

Al comparar los diferentes fenotipos en las mutantes con diferente sensibilidad
a Sortin2 estos cambios no correlacionan con la sensibilidad que presentan las
mutantes con respecto al efecto endocitico y morfolégico de Sortin2. Estos
cambios en la estructura de la vacuola podrian deberse a otros efectos que
gatilla el tratamiento con Sortin2 que no estarian relacionados con el impacto en
la estructura radicular, por lo que se descarta que este efecto sea el evento que
Sortin2 gatilla para diferenciar las células del periciclo a LRFCs (Figura 23).

Cabe mencionar que Sortin2 no interfiere con la aparicién de autofagosomas en
las vacuolas(Viotti ¥ col., 2013), debido a que el tratamiento con Sortin2 no
provoca la formacién de autofagosomas y seria una condicién provocada por la

condicién de mutantes de las plantulas.

Por dltimo, en esta Tesis de Magister se pudo evidenciar mediante distintas
estrategias de quela aceleracion del tréfico endocitico hacia la vacuola inducido
por Sortin2 diferencia las células del periciclo a células fundadoras de raices
laterales promoviendo la organogénesis de raices laterales en A. thaliana. Por
lo que se comprueba la hipdtesis propuesta en esta Tesis de Magister. Ademas,
se propone que Sortin2 podria estar provocando la relocalizacién de
componentes macromoleculares que responden bajo un estimulo ambiental que

la planta percibe lo que desencadena un aumento en la especificacion de
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LRFCs para poder modificar ia arquitectura del sistema radicular y asi captar
una mayor cantidad de nutrientes y agua. Este evento necesitaria de la
participacion de proteinas relacionadas con la exacitosis, trafico endocitico

hacia la vacuola y trafico endocitico retrogrado.




CONCLUSIONES

Existe una correlacién positiva entre el efecto celular endocitico que
promueve Sortin2 y su efecto en [a formacion de raices laterales.

Al bloquear la formacidn de raices laterales gatillada por Sortin2 también
se bloquea su efecto en el trafico endocitico y viceversa.

La aceleracién del tfrafico endocitico a la vacuola inducido por Sortin2
promoveria un evento de la fase de priming de raices laterales que
antecede temporalmente a la activacién de LRFCs determinado por la
activacion transcripcional de GATA23 y a la acumulacion de MAKRA4.

La aceleracién del trafico endocitico hacia la vacuola gatillado por Sortin2
podria ser la causa de la induccion de los eventos de activacion de las
LRFCs.

En base a la funcién descrita de las proteinas que codifican los genes
mutados en las mutantes relacionadas al sistema de endomembranas
con distinta sensibilidad a Sortin2, se pudo inferir que la relocalizacién de
algin componente macromolecular es importante para el evento de
priming de las LRFCs inducido por Sortin2.

En base a la funcién de las proteinas que codifican los genes mutados

en las mutantes relacionadas a [a formacién de raices laterales, con
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distinta sensibilidad a Sortin2, se puede sugerir fuertemente de que se
requiere un correcto ensamblaje del complejo receptor SCF y una
disminucién de la funcion de ACR4 para que Sortin2 gatille el evento de
priming de las LRFCs.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se comprobé la
hipétesis que plantea que la aceleracion del trafico endocitico hacia la
vacuola inducido por Sortin2 diferencia a las células del periciclo a
células fundadoras de raices laterales promoviendo la crganogéenesis de

raices laterales en A. thaliana.
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ANEXOS

ANEXO I: Mutantes que han sido descritas por presentar defectos en el
trafico de proteinas o en la formacion de raices laterales presentan
distinta sensibilidad, a la de su parental silvestre, al efecto de Sortin2 en la

formacion de raices laterales inducida por Sortin2.
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Figura 25: Mutantes con defectos en el sistema de endomembranas y en diversas etapas de
la formacion de las raices laterales presentan distinta sensibilidad al tratamiento con
Sortin2. Plantulas de 7 dias de las lineas indicadas se traspasaron a tratamientos en MS-liquido
suplementado con DMSO 1% y Sortin2 25 pg/mL por 72 horas. Los resultados de densidad de
raices laterales obtenidos se expresan como veces de induccion relativa (Morales-Herrera, 2015).
El valor 1 representa las veces de induccion por Sortin2 en la linea silvestre. Lineas hipersensibles
a Sortin2 (barras rojas) corresponden a las que el tratamiento con Sortin2 es capaz de inducir un
aumento significativo en la densidad de raices laterales y en las que las veces de induccion
relativa presentan valores mayores que 1,2. Parcialmente resistentes (barras verdes)
corresponden a las lineas en que el tratamiento con Sortin2 induce una mayor densidad de raices
laterales y las veces de induccion relativa son menores a 0,9. Lineas resistentes a Sortin2 (barras
azules) se denominan a las lineas en que el tratamiento con Sortin2 no induce un aumento
significativo en la densidad de raices laterales y sus veces de induccién relativa son menores a
0,8. Las barras de error corresponden al error estandar.
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ANEXO IlI: Fenotipo de endosomas y vacuolas en las mutantes que
presentan diferente sensibilidad al efecto de Sortin2 a la induccion de
raices laterales por Sortin2 respecto a su parental silvestre.

Tabla 5: Sensihilidad al efecto de Sortin2 en el trafico endocitico de FM4-64, morfologia de los
endosomas y de las vacuolas en las lineas mutantes que presentan una sensibilidad diferente,

de la de su parental silvestre, a la induccidn de raices laterales inducida por Scortin2.

Morfologia de
Vacuolas
Cinética de Fenotipo visualizadas con
Linea Condicién endocitosis de Endosomas FM4-64 a los 120
FM4-64 © 180 minutos de
la cinética de
endocitosis
Simples,
Col-0 Control Patrdn puntuado pequefias y
miltiples vacuolas
Sortin2 Patrén puntuado 'QOmp lejas y
mudltiples vacuclas
Simples y
multiples vacuolas
Ws Control Patrén puntuado (con cuerpos
similares a
autofagosomas)
Simples y
multiples vacuolas
Sortin2 Patrén puntuado {con cuerpos
similares a
autofagosomas)
Patrén puntuade Simples,
358::PIN1 Control Silvestre t con cuerpos de . pequeﬁas y
amano semejante | mtltiples vacuolas,
a Col-0 semejante a Col-0
Patron puntuado Simples y
Sortin2 con cuerpos de mtiltiples vacuolas
tamafio semejante diferente a Col-0
a Col-0
Complejas,
: con cuerpos de
vamp722 Control Silvestre menor tampa fio que (ct?n_cuerpos
en Col-0 similares a
autofagosomas)
diferente a Col-0
Simples y
Patrén puntuado m du;t'pgi r:;l::_]'ss
Sortin2 con cuerpos de (cgn cuerpos
menor tamafio que -
eri Col-0 similares a
autofagosomas)
diferente a Col-0
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Patrén puntuado
con cuempos de

Simples y
mltiples vacuolas

axrd-1 Control Silvestre ~
menor tamaiio que | de gran tamafio
Ws diferente a Ws
Patrén puntuade .
Simples y
Sortin2 con cuerpos de mtitiples vacuclas
tamafio semejante Ny
similar a Ws
aWs
Patran puntuado Simples,
; . . con cuerpos de pequefias y
faa28-1 Control Silvestre tamafio semejante | mtiltiples vacuclas
a Col-0 similar a Col-0
Patrén puntuado Simples,
" con cuerpos de pequefias y
Sortin2 - rres
menor tamafo que | multiples vacuolas
en Col-0 diferente a Col-0
Simples y
Patrén puntuado | miltiples vacuolas
. . . s con cuerpos de {con cuerpos
jaa14-1/slri-1 Control Silvestre menor tamaio que similares a
en Col-0 autofagosomas)
diferente a Col-0
Simples,
Patrén puntuado | Lol olas
. con cuerpos de P
Sortin2 " (con cuerpos
tamafio semejante o
similares a
a Col-0
autofagosomas)
diferente a Col-0
Complejas y
Patrén punfuado | muitiples vacuolas
cul1-6 Control Acelerado con cuerpcis de (cgn _cuerpos
menor tamaiio que similares a
en Col-0 autofagosomas)
similar a Col-0
Complejas,
Patron puntuado  peguenasy
d mtitiples vacuolas
Sortin2 con cuerpos de {con cuerpos
tamaiio semejante -
similares a
a Col-0
autofagosomas)
diferente a Col-0
Patron puntuado Complejas y
sec1h Control Acelerado con cuerpos de multiples vacuolas
tamariio semejante diferente a Col-0
a Col-0 rentea Lo
Patrén puntuado Complejas,
Sortin2 con cuerpos.de miltiples y
tamafio semejante | grandes vacuolas
a Col-0 diferente a Col-0
Patrén puntuado Complejas,
vpsh3 Control Acelerado con cuerpos de pequenas y

menor tamafio que
en Col-0

miltiples vacuolas
diferente a Col-0
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Patron puntuado Complejas,
. con cuerpes de pequefias y
Sortin2 menor tamaiio que | multiples vacuolas
en Col-0 diferente a Col-0
Simples,
Patrén puntuado ’lp‘a?uenas y
con cuerpos de multiples vacuolas
aux1-21 Control Acelerado ¢ - X (con cuerpos
amafo semejante .
similares a
a Col-0
autofagosomas)
diferente a Col-0
Complejas y
Patron puntuado | multiples vacuolas
. con cuerpos de (con cuerpos
Sortin2 tamafio semejante similares a
a Col-0 autofagosomas)
diferente a Col-0
Patrén puntuado Simples,
acr4 Control Acelerado con cuerpos de pequefias y
tamafio semejante | mtltiples vacuolas
a Col-0 similar a Col-0
Patrén puntuado Comoleias
. con cuerpos de - wiejas y
Sortin2 - . mtiltiples vacuolas
tamaiio semejante oy
similar a Col-0
a Col-0
Patrén puntuado Simples,
viit2 Control Acelerado con cuerpos de pequefias y
mayor tamarfio que | multiples vacuolas
Col-0 similar a Col-0
Patrén puntuado Complejas,
Sortin2 con cuerpos de peduefias y
tamafio semejante | multiples vacuolas
a Col-0 diferente a Col-0
Simples,
Patrén puntuado . Requeﬁas y
con cuempos de multiples vacuolas
ceg Control Acelerado - (con cuerpos
tamafio semejante ot
similares a
a Col-0
autofagosomas)
similar a Col-0
Complejas y
Patron puntuado | miiltiples vacuolas
Sortin2 con cuerpos de (con cuerpos
tamafnio semejante similares a
a Col-0 autofagosomas)

similar a Col-0
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ANEXO IV: La diferenciacion de las células fundadoras de raices laterales

inducida por Sortin2 requiere del trafico funcional de MVB/PVC/LE hacia la

vacuola.
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Figura 40: La aceleracién del trafico hacia la vacuola induciria la diferenciacién de células del
periciclo a células fundadoras de raices laterales. Plantulas de 7 dias de la linea transgénica
pCycB1;1::GUS crecidas en NPA 10 pM se transfirieron a tratamiento localizado que contienen MS-agar
con DMSO 1% (controt), Sortin2 25 pg/mL, Wortmanina33 pM (Wm) y Sortin2 con Wm en sélo una seccion
de la placa. Se grafican los primordios de raices laterales positivos a GUS después de 2 dias de
tratamiento. Los resultados son de 5 réplicas experimentales (n = 36-54), en donde se utilizd [a prueba de

t-student para el analisis estadlstico: *=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; ns= no significativo.
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ANEXO V: Mutantes y lineas transgénicas de Arabidopsis que han sido
descritas por presentar defectos en el trafico de proteinas y/o en la

formacion de raices laterales.

Tabla 6: Lista de mutantes y lineas transgénicas de Arabidopsis que presentan defectos
en el trafico de proteinas y en la formacion de raices lateraies.

Fenotipo
Proceso Fenotipo alterado
Mutante / Tipo de Gen Celular en el alterado relaciona- Refe-
Linea mutacion/ (es) que relacionado do al rencias
transgénica | trangénesis participa la a raices trafico del
proteina laterales sistema de
endomem-
branas
Desarrollo de
- primordios Benkova
355:PINT | SOPTESXPIES | pyys iﬁ‘f;:: de rafces y col.,
laterales 2003
enlentecido
N(mero de
Comunica- primordios De Smet
acr4 Nula ACR4 | cioncélulaa de raices y col.,
célula laterales 2008
aumentado
Numero de
. primordios Swarupy
aux1-21 Nula auxq | fnfdode - yg raices col,
laterales 2004
reducido
Nimero de ;
) Hobbie y
. Influjo de raices
axrd4-1 Recesiva AXR4 auxinas laterales E‘?éeglgj'
disminuido
Namero de Dong y
Sefializacion raices
Ceg Nula CEG de auxinas laterales ;()oé's
aumentado
Sefializacion
de auxinas/ Numero de
it | Pérdidade | acido raices Moony
funcion jasménico/ laterales 200"7
esfrigolacto- | disminuido
nas
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Namero de
iaa28-1 Ganancia de 1AA28 Sefalizacion raices Rgg‘? y
funcion de auxinas laterales 200‘%
disminuido
Ntmero de Hochhol
. Ganancia de Sefialfzaclon raices dinger y
sir1-1 funcién IAAT4 de auxinas laterales col.,
disminuido 2001
Defectos
en el
Hala y
sec15 Parcial | SEC15 | Exocitosis aparaode | o,
exocitosis 2008
durante la
secrecion
Defectos
VAMP Trafico enla Zhang y
vamp722 Nula 792 secretorio a —— formacion col.,
PM de la placa 2011
celular
Defectos
Trafico en el trafico
. retrégrado | Wang y
vpsh3 Recesiva VPS53 ﬁgg%ﬁ,dg IEE ——— entre col.,
2 TGN/EE LE/PVC/M 2011
VBy
EE/TGN
Defectos
Tréafico de | en el tréfico | Surpiny
viit2-1 Nula VT2 | MVB/PVC/LE - de col.,
a vacuola proteinas 2003
hacia la

vacuola

|




