UNIVERSIDAD DE CHILE -FACULTAD DE CIENCIAS — ESCUELA DE PREGRADO

“Evaluacion de la funcion del factor de
transcripcion bZIP25 en diferentes estados
nutricionales en Arabidopsis thaliana”

Seminario de Titulo entregado a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial de los
requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular

DAMIAN IGNACIO CIFUENTES AGUILAR

Director del Seminario de Titulo: Dra. Lorena Norambuena Morales

Enero 2020, Santiago — Chile



UNIVERSIDAD DE CHILE -FACULTAD DE CIENCIAS — ESCUELA DE PREGRADO

INFORME DE APROBACION SEMINARIO DE TITULO

Se informa a la Escuela de Pregrado de la Facultad de Ciencias, de la
Universidad de Chile que el Seminario de Titulo, presentado por el Sr Damian
Ignacio Cifuentes Aguilar

“Evaluacion de la funcion del factor de transcripcion
bZIP25 en diferentes estados nutricionales en
Arabidopsis thaliana”

Ha sido aprobado por la Comisién de Evaluacion, en cumplimiento parcial de
los requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular

Dra. Lorena Norambuena
Director Seminario de Titulo:

Comision Revisora y Evaluadora

Presidente Comision:

Evaluador:

Santiago de Chile, enero de 2020



BIOGRAFIA

El 10 de abril de 1995 a las 7:45 AM el mundo suspiro, resignado, por la necesidad de
alimentar una boca mas. Naci6é en Rancagua, como el menor de dos hermanos, frutos
de una relacién de esas que hoy en dia ya no se ven. Sus padres, Erika Aguilar y Flavio
Cifuentes, velaron por su cuidado y el de su hermana. Dicen que hasta el dia de hoy se
levantan a prepararle unataza de leche o lo van a dejar a las 6 de la mafiana a la estacion
del tren. Estudié cerca de su casa hasta los 13 afios. No se consideraba el méas
inteligente, pero se esforzaba. Hijo de la educacion publica, se gradué del Liceo Oscar
Castro Zudiga, lugar donde forjo su personalidad y caracter. Ansioso y autoexigente
(¢ autodestructivo, quizas?), ingres6 a una Universidad muy renombrada y escogié una
carrera gue poco se ajustaba a los intereses de sus pares, con un nombre rimbombante,
de esos nombres que luego de pronunciarlo la gente dice “debes ser muy seco”. El nunca
creyO que fuera seco (y su propia experiencia le haria notar que en verdad no lo era),
pero si era metodico, iba a todas las clases, tenia los cuadernos mas ordenados y la
mejor caligrafia. Tenia un reducido grupo de buenos amigos, de esos que hoy en dia ya
no se ven. Entr6 a un laboratorio que trabajaba con plantas, porque a él le gustaban
mucho las plantas. En ese mismo laboratorio aprendié a bailar con el fracaso y a disfrutar
mas esas pequenas victorias después de un PCR. Un dia le dijeron que si queria titularse

tenia que realizar su Seminario de Titulo, y bueno, aqui estamos.



Al pequerio Damian de 6 afios,

Que cuando grande queria ser artista,
Vendedor de helados y cientifico.
jUna de tres no esta mal!



AGRADECIMIENTOS

Si hay un Dios en algun lugar y tiempo, quiero agradecerle por dejar tantos
misterios en el universo para que los cientificos pudiésemos matar el tiempo intentando
descifrarlos. A mis padres, Erika y Flavio, por comprar cada volumen de enciclopedia
que venia con el diario e incentivar, con su inmutable amor, mi amor por el conocimiento.
A mi hermana Ariadna, mi guia, mi ejemplo a seguir, mi hebra templado. A mi familia de

Maipu, quienes me hicieron sentir como si nunca hubiese dejado mi hogar.

A mis amigos, Maria José, Yoyo y Pipe, quienes fueron un excelente cohete cada vez
gue quise escapar. A mis compafieros, Sergio y Maximiliano, quienes me ensefiaron que
una agradable amistad no necesita demasiadas palabras. A Alvaro, quien sin su ayuda
mis aflos en la carrera habrian sido muchos mas. Muy especialmente a Constanza e
Isadora, quienes lograron encender mi luz en la mas profunda oscuridad. Y a Vicente,

pues solamente con él aprendi mas sobre mi mismo.

A los miembros del Centro de Biologia Molecular Vegetal, en quienes siempre encontré
un consejo, una conversacion, una risa. A la profesora Lorena Norambuena, por
recibirme en su laboratorio y creer en mi, aun cuando ni yo lo hacia. A los chicos del
team LNM, a Loretto y Francisco, quienes me mostraron que lo Unico mas dificil y
gratificante que aprender ciencia, es ensefiarla. Y, muy especialmente, a Francisca, mi
comparfiera en el crimen, mi amiga, quien siempre tuvo la paciencia necesaria para lidiar
conmigo y con quien generé la placentera confianza para compartir mis pensamientos,

mis miedos, mis emociones y mi comida.



INDICE DE CONTENIDOS

INDICE DE TABLAS. ...ttt ettt et ettt et ee s et e eaenaeaesteaseen e e, vii
INDICE DE FIGURAS. ..ottt ettt ettt sttt ettt st ettt s viii
LISTADO DE ABREVIATURAS ..ottt X
RESUMEN ..ottt ettt e e e e st a e e s st e e e e assta e e e e nsteeeeesteeeeeasseeeeaannseaeennnnes Xi
AB ST RA CT ettt et e e et e e e e bt e e e e e e e e R b e e e e e b e e e ann e e e e s anaees Xi
I N = 10 ] 016 [ @1 [\ R 1
1.1. Cambio climético y basqueda de soluciones biotecnologicas ...............ccceeennee 1
1.2. Sistema radical en Arabidopsis y el rol de las Raices Laterales....................... 3
1.3. Biodisponibilidad de nutrientes y su efecto en la arquitectura de la raiz.......... 5
1.4. Regulacion en la formacion de raices laterales ..........ccccccoeovviiiiieeeeeie e, 8
1.4.1. Desarrollo de Raices Laterales como proceso dependiente de la
L= o (o o (0 1] 1SS 8
1.4.2. Regulacion transcripcional de la endocitosis: El Factor de Transcripcion
DZIP25... e et 10
N © 1= T8 1 I LY 1 PRSP 13
2.1, ODJEtIVO GENEIAL .....cciiiiiiiie it 14
2.2, ODbjetivos ESPECITICOS......uuiiiiiee it 14
3. MATERIALES Y METODOS......coiiieiiteestete et teeesete e essessesassneseessae s tenssnanes 14
3.1. Lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas ..............cccceeeeiiiiieiiiiiiieeeee 15
3.2.  Esterilizacion de Semillas..........coouiiiieiiiiiiie e 15
3.3. Medio de cultivo y condiciones de CreCimiento ............ccccvvvvveeieeeeeiicciiieeeenn. 16
3.4. Genotipificacién de linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP.........cccoovveiiieiiiiiiiieeeen, 16
3.4.1. Extraccion y cuantificacion de DNA..........cccooiiiiiiinie e 17
3.4.2. Amplificacion de gDNA POr PCR .....ooiiiiiiiiiiiiee e 17
3.4.3. Electroforesis en gel de agarosa.........ccceeveeeeiiiiiiiiieeiie e 18
3.5.  Visualizacién de la sefial de fluorescencia de GFP en plantas bzip25-2/
DZIP25.2-GFP ...ttt a e anees 19
3.6.  Estudio del trafico @NdOCIIICO........cuvviiiiiiiiieecieee e 19
3.7. Ensayos de crecimiento de plantas de Arabidopsis bajo diferentes
condiciones nutricionales de Nitrato y Fosfato en el medio de cultivo................. 21
4. RESULTADOS ..ottt ettt ettt e e st e e s st e e e e nnbee e e e enaeeeeeannneeees 24
4.1. Caracterizacion la linea mutante bzip25-2/bZIP25.2-GFP..........c.ccccovivinnnn. 24
4.1.1. Estandarizacién de agente de seleccion utilizado para identificar
individuos homocigotos para el transgén bZIP25.2-GFP.............................. 25
4.1.2. Ensayo de seleccion e identificacién de individuos homocigotos para el
tranSgEN DZIP25.2-GFP.......oooiiiiiiie et 30
4.1.3. Genotipificacion de la linea mutante bzip25-2/bZIP25.2-GFP................ 34
4.1.4. Evaluacién de la acumulacién de la proteina de fusién bZIP25.2-GFP en
plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP.......cuouviiiiiiiieie 38



5

6.
7.
8.

4.2.  Evaluacion de la participacion de la variante bZIP25.2 en el trafico

endocitico de células de la raiz de Arabidopsis thaliana..............cccoevveeiiiiiennne 40
4.2.1. Estudio del trafico endocitico desde la Membrana Plasmatica hasta
€NAOSOMAS LEMPIANDS ...eeeeiiiiiieeiiiiee e et e e s st e e e s e e e e r e e s ab e e e s anne e e e e nnnees 42
4.2.2. Estudio del trafico endocitico desde los endosomas a la vacuola.......... 44
4.3. Estudio de la participacién del factor bZIP25 en la respuesta del sistema
radical frente al déficit de fosfato y nitrato..........ccccceeeii i 49
4.3.1. Evaluacion de la participacion del factor bZIP25 en la modificacion de la
arquitectura radical frente al déficit de fosfato .........ccccceeeviiiciiiee e, 53
4.3.1.1. Modificaciones en la raiz principal frente al déficit de fosfato................. 53
4.3.1.2. Modificaciones en las raices laterales frente al déficit de fosfato........... 57
4.3.2. Evaluacién de la participacién del factor bZIP25 en la modificacion de la
arquitectura radical frente al déficit de nitrato .........ccccceeeeeviiiiiiieeeee e, 61
4.3.2.1. Modificaciones en la raiz principal frente al déficit de nitrato ................. 61
4.3.2.2. Modificaciones en las raices laterales frente al déficit de nitrato............ 65
DISCUSION ..ottt sttt 68

5.1. Lalinea bzip25-2/bZIP25.2-GFP posee individuos homocigotos para el

transgén bZIP25.2-GFP, el cual se expresa y distribuye en el nucleo celular.....69

5.2.  La respuesta de las plantas frente al estrés abidtico depende de la forma en

qgue el nutriente es entregado, asi como también del periodo de limitacion
T8 LTo] T = | PSP 72

5.3. Lavariante bZIP25.2 participa y es suficiente para la regulacién negativa del

(= Vi [0 I =T [0 [o]o1 11 (e 0 HUUTRTRuERER TR TRRT 74

5.4. DbZzZIP25.2 participa de la respuesta a déficit de P, muy probablemente, a través

de la regulacion del trafico eNdOCitiCO.........c.cccuiiiicc e 76

5.5. bZIP25 forma parte de la regulacion de la respuesta frente al déficit de nitrato,

pero su variante bZIP25.2 no es suficiente, por si sola, para que esta ocurra..... 79

CONCLUSIONES ...t e s 83
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt 84
ANEXO ..o et e e a e e e 90

Vi



INDICE DE TABLAS

Tablal. Partidores utilizados para reacciones de PCR en la genotipificacion de las lineas
Lo TN =T o] o [0 1= £ 18

Tabla Il. Concentracion de sales utilizadas como fuente de fosfato y nitrato para los
ensayos de deficiencia de MacrONULHENTES............uuuiiiiiiiiiiiiiieiieee e 22

Tabla Ill. Porcentaje de germinacion de semillas en MS solido bajo diferentes
concentraciones de higromMICINA.............uuiiuiiiiiiiiiieiiei e e e aaaeaaaeas 27

Tabla IV. Porcentaje de supervivencia de plantulas bajo diferentes concentraciones de
a1 To ] Co] 3 1 ox T o = SRR 29

Tabla V. Porcentaje de germinacién de las semillas de la progenie de cuatro individuos
diferentes bzip25-2/DZIP25.2-GFP. ... 31

Tabla VI. Porcentaje de supervivencia de plantulas de la progenie de cuatro individuos
bzip25-2/bZIP25.2-GFP crecidas en MS sélido con presencia de higromicina............... 33

Tabla VII. Sales utilizadas en la preparacion de los medios de cultivo para los
tratamientos de fOSfato Y NIFAT0..........coiiiiiiiie e 90

vii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema general de la raiz lateral en ArabidOpsSiS.........ccooviieriiiiiien e 5
Figura 2. La ruta endocitica esta conformada por diferentes compartimentos................ 10
Figura 3. La carencia de bZIP25 acelera el trafico endocCitiCo...........ccoovvieiniiiieninnenn. 12

Figura 4. Los trazadores FM1-43 (verde) y FM4-64 (rojo) marcan la ruta endocitica
gracias a su union a las capas lipidicas de las membranas.............cccccecviiviieeeeeiineenn. 20

Figura 5. Esquema general del ensayo de crecimiento bajo diferentes condiciones
nutricionales de nitrato Yy fOSTAatO.......... e e e 23

Figura 6. La concentracion 30 [ug/mL] de higromicina es la minima concentracion
evaluada para seleccionar organismos reSIiStENtES. ......covvviiieiriieeeiii e ee e e 27

Figura 7. Hallazgo de individuos T3 de la linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP resistentes a la
acCiON de 1a NIGrOMICINGL........cuviiiiiiiiiiie et 32

Figura 8. Fragmentos amplificados mediante PCR convencional de region conservada
de genes codificantes para ACHNA...........ccooeiiiiii i 34

Figura 9. Andlisis molecular que da cuenta de la presencia de la insercion de T-DNA
gue interrumpe el gen bZIP25 en condicion homocigota en las lineas bzip25-2 y bzip25-
2/DZIP25.2-G Pttt e e e e e e e ae e e e aeeaas 36

Figura 10. Amplificacion de fragmentos de genes asociados a la linea transgeénica
DZIP25-2/DZIP25.2-GFP ...ttt 38

Figura 11. Acumulacion de la proteina de fusion bZIP25.2-GFP en el nucleo de las
células de laraiz de A. thaliana.............oooiiiiiiieei e 40

Figura 12. Ruta del trafico de trazador endocitico FM4-64 en las primeras etapas de la
=TT [0 T (0 ] PRSPPI 42

Figura 13. La cinética del trafico endocitico desde la membrana plasmética a endosomas
de plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP es similar a plantas Silvestres ...........ccccovceeeeeeeinns 43

Figura 14. La cinética del trafico endocitico desde los endosomas a la vacuola en
Plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP es similar a las de plantas silvestres, mostrando
desaceleracion de la endocitosis respecto de plantas bzip25-2...........cccoeiiiiiiiiinnnn. 45

Figura 15. La acumulacion de bZIP25.2-GFP rescata el fenotipo mutante de bzip25-2,
produciendo una desaceleracion del trafico endocitico hacia la vacuola....................... 48

Figura 16. El crecimiento de la raiz principal entre plantas silvestres, bzip25-2 y bzip25-
2/bZIP25.2-GFP bajo condiciones nutricionales éptimas es similar............................... 52

Figura 17. La carencia de fosfato genera una disminucion del crecimiento de la raiz
principal en plantas silvestres, bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.2-GFP .........cccccceeevvinnnnee. 54

viii



Figura 18. Plantas mutantes bzip25-2 generan respuesta en la RP ante el déficit de P.
La expresion ectdpica de la variante bZIP25.2-GFP también permite que dicha respuesta
sea generada, de la misma forma que plantas silvestres.................coooii i 56

Figura 19. bZIP25 es necesario en la respuesta de formacion de RL frente al déficit de
Py, en particular, la variante bZIP25.cumple un rol en este proceso.......................... 59

Figura 20. Plantas silvestres, bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.2-GFP tienen similar densidad
de raices laterales cuando crecen en medio nutricionalmente Optimo............cccccceeeuns 60

Figura 21. La carencia de nitrato no genera cambios drasticos en el crecimiento de la

Figura 22. bZIP25 participa en la respuesta de la RP al déficit de nitrdgeno por un
mecanismo que seria independiente de DZIP25.2............oooiiiiiin i 64

Figura 23. Plantas silvestres desarrollan mas RL ante el déficit de NH4NOs, mientras que
bzip25-2 no es capaz de responder aun cuando acumula bZIP25.2-GFP...................... 67

Figura 24. Plantas bzip25-2/bZIP25.1-GFP rescatan el fenotipo mutante, desacelerando
€l trafico ENAOCITICO.......ooi i et e e 91

Figura 25. Todas las lineas evaluadas responden con la inhibicién del crecimiento de su

raiz principal ante el déficit de fOSfat0...........ooiuiiii i 92
Figura 26. Los tres genotipos estudiados tienen diferentes respuestas en su raiz
principal frente al défiCit de NItratO ...........ooouiiiiiii i 93
Figura 27. indice de raices laterales 4 dpt en tratamientos de fosfato y nitrato............... 94

Figura 28. El déficit de nitrato genera un crecimiento de las RL existentes en plantas
silvestres, bzip25-2 y bzip25-2/DZIP25.2-GFP.........cooiiiiiiiiiiiees e 95

Figura 29. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de las variantes de empalme
alternativo de DZIP25.........coo o e 96



LISTADO DE ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucleico
Acido ribonucleico

Compartimento prevacuolar/ endosomas tardios/
cuerpos multivesiculares

Dias post germinacion

Dias post tratamiento

DNA genémico

Endosomas tempranos/ Red transgolgi

Grados Celsius

Gen codificante para resistencia a higromicina
Gen codificante para resistencia a kanamicina
Individuo progenitor

Nitrato/ Suficiencia de nitrato/ Deficiencia de nitrato
Fosfato/ Suficiencia de fosfato/ Deficiencia de fosfato
Pares de base

Raices Laterales

Raiz Principal

Reaccion en cadena de la polimerasa

RNA mensajero

DNA
RNA

PVC/LE/MVB

dpg

dpt
gDNA
EE/TGN
°C

Hpt

NptlI

Ind

N/ +N/ -N
P/ +P/ -P
pb

RL

RP

PCR

MRNA



RESUMEN

Las plantas deben responder a las fluctuaciones del ambiente en el que se encuentran,
y como organismos sésiles, han generado mecanismos regulatorios que les permiten
enfrentarse a las restricciones ambientales en el curso de su desarrollo. La modificacion
de su arquitectura radical a través de la formacion de raices laterales es una de las
mayores adaptaciones que poseen para responder al déficit nutricional. La formacion de
estos drganos ocurre de manera post embrionaria y se ha descrito a la auxina como
regulador de este proceso. Nuestro laboratorio ha propuesto la existencia de una via
independiente de la sefializacion de auxina, para la formacién de raices laterales, la cual
actla a través del trafico endocitico. Este estudio se realizd previamente utilizando la
linea mutante bzip25-2, la cual carece del factor de transcripcion bZIP25 y tiene el trafico
endocitico acelerado. El estudio demostrdé que bZIP25 es un regulador negativo de la
endocitosis, sin embargo, la existencia de tres variantes de empalme alternativo de
exones abrié la interrogante respecto del rol que cumpliria cada una. En esta
investigacion se utilizo la linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP, que expresa ectépicamente la
variante bZIP25.2 sobre el genotipo de plantas bzip25-2, fusionada a la proteina GFP,
para estudiar su participaciéon en la regulacion de la endocitosis, asi como también un
posible rol en la respuesta frente al déficit de fosfato y nitrato. El seguimiento de la ruta
endocitica hacia la vacuola por medio de trazadores revel6 que bZIP25.2 rescata el
fenotipo mutante, demostrando que participa en la regulacion negativa del trafico
endocitico. Ensayos de crecimiento en medios de cultivo deficientes en fosfato o nitrato
mostraron que bZIP25.2 seria participe de la respuesta a déficit de fosfato, a través de
la regulacion de la endocitosis. Se evidencié también su participacion en la respuesta

frente al déficit de nitrato, pero la variante bZIP25.2 no es suficiente para que esta ocurra.
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ABSTRACT

Plants must respond to the environmental constraints in which they live, and as sessile
organisms, they have generated regulatory mechanisms that allow them to face
environmental restrictions in the course of their development. The modification of its
radical architecture through the formation of lateral roots, is one of the greatest
adaptations that are specific to respond to the nutritional deficit. The formation of these
organs occurs in a post embryonic manner and auxin has been described as a regulator
of its organogenesis. Our laboratory has proposed the existence of an independent auxin
signaling pathway, for the formation of lateral roots, which acts through endocytic
trafficking. This study was previously performed using the bzip25-2 mutant line, which
lacks bZIP25 transcription factor and has accelerated endocytic trafficking. The study
showed that bZIP25 is a negative regulator of endocytosis, however, the existence of
three variants of alternative splicing opened the question regarding the role that each one
would play. This research specifies the bzip25-2/ bZIP25.2-GFP line, which expresses
ectopically the bZIP25.2 variant on the genotype of bzip25-2 plants, fused to the GFP
protein, to study its participation in the regulation of endocytosis, as well as a possible
role in the response to phosphate and nitrate deficits. Following the endocytic route to
the vacuole through the use of tracers revealed that bZIP25.2 rescues the mutant
phenotype, demonstrating its participation in the negative regulation of endocytic
trafficking. Growth assays in phosphate or nitrate deficient culture media showed
bzIP25.2 to be participant in the phosphate deficit response, through the regulation of
endocytosis. Its participation in the nitrate deficit response was also demonstrated, but

its variant bZIP25.2 is not enough to trigger it.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cambio climético y busqueda de soluciones biotecnolégicas

Las plantas han constituido la base para el desarrollo y permanencia de gran
parte de los organismos vivos sobre la tierra. Desde la domesticacion de varias especies
como el arroz (Oryza sativa), el tomate (Solanum), trigo (Triticum) y maiz (Zea mays), el
cultivo de determinados tipos de plantas se volvid no solo una opcioén, sino una
necesidad para la sobrevivencia de la vida humana. Se estima que para el afio 2050, la
poblacion mundial alcance los 9.8 mil millones de habitantes (“World population projected
to reach 9.8 billion in 2050, and 11.2 billion in 2100”. United Nations Department of
Economic and Social Affairs, 2017), que las areas urbanas se expandan para albergar a
cerca del 70% de la poblacién (hoy es de un 55%) ("68% of the world population projected
to live in urban areas by 2050, United Nations Department of Economic and Social
Affairs", 2019) y que, por tanto, los suelos cultivables vayan en declive, acompafado del
empobrecimiento nutricional de estos (Dawson, & col., 2014; Hunter, & col., 2017). Chile,
en particular, ha visto disminuida la calidad de sus suelos debido a la permanente sequia
y baja fertilidad, disminuyendo la productividad agricola en un 32% en la primera década
del siglo XXI (“La desertificacidon en Chile”, Unidad de Diagndstico Parlamentario, 2012).
Por ello, en la actualidad la agricultura se enfrenta a un desafio muy importante: por un
lado, debe incrementar la produccién de alimentos para cubrir las necesidades de la
poblacion, y por otro, esto debe lograrse teniendo cada vez menos espacios disponibles
para el cultivo, menos suelos fértiles y condiciones climéaticas cada vez menos
predecibles (Dawson, & col., 2014). Con el fin de responder a este alarmante horizonte

y tomando como perspectiva el mejoramiento de plantas de interés comercial, hace



décadas surgié el interés por estudiar los procesos fisiol6gicos y los mecanismos
moleculares que regulan y dirigen el desarrollo de las estas, especialmente aquellos
implicados en modular la respuesta generada frente a factores de estrés, tanto bidtico

como abidtico.

De modo general, es posible dividir una planta terrestre en dos mega-estructuras
distintas dependiendo de las funciones generales que cumplen, la zona aérea encargada
de recibir luz y dioxido de carbono para fotosintetizar azlcares y la parte subterranea
cuya funcion es la captacién de agua y nutrientes desde el suelo. En espermatofitas,
estas estructuras, tan diferentes fisiolégica como estructuralmente se desarrollan a partir
del embrion contenido en la semilla (Kozlowski, 1972, pp. 118-119). Este embrion esta
formado por cotiledones, el hipocotilo y la radicula, conjunto de 6rganos embrionarios a
partir de los cuales la planta puede establecerse y desarrollarse como organismo
autotrofo (Kozlowski, 1972, pp. 119-120). Si bien estas estructuras son necesarias para
el desarrollo temprano de la planta, prontamente son modificadas o reemplazadas por
6rganos mas complejos que cumplen sus funciones de manera mas eficiente y que

permiten responder de mejor manera a las condiciones del entorno (Bewley, 1997).

Debido a que las plantas son organismos sésiles, estas deben detectar constantemente
las variaciones de su entorno y desplegar una respuesta que asegure no solo la
sobrevivencia sino también el desarrollo adecuado de esta. Para ello, son capaces de
generar nuevos 6rganos a partir de un proceso denominado organogénesis post-
embrionaria (Malamy & Benfey 1997). Un ejemplo particular de esto son las raices
laterales (RL), que surgen como una modificacién de la raiz principal (RP) a partir de

meristemas ubicados a lo largo de este 6rgano (Malamy & Benfey 1997). Las RL son la



principal herramienta utilizada por plantas para enfrentarse al déficit de agua y nutrientes,
esto debido a que su presencia aumenta la superficie efectiva de contacto con el
sustrato, lo que incrementa las probabilidades de encontrar agua o un nutriente de baja
disponibilidad (L6pez-Bucio, & col., 2003). Considerando esto, y el desafio actual al que
se enfrenta la agronomia, estudiar el sistema radical de las plantas puede ser una
ventana hacia la generacion y optimizacién de cultivos en terrenos nutricionalmente

empobrecidos.

1.2. Sistemaradical en Arabidopsis y el rol de las Raices Laterales

El sistema radical de las plantas cumple un rol importante al proveer a las plantas
de agua, nutrientes y soporte fisico. Si bien la raiz primaria ha recibido mayor atencion
en estudios relacionados con el desarrollo, esta forma solo una pequefia parte del
sistema radical completo (Malamy & Benfey, 1997). En plantas superiores existe una
gran variabilidad respecto de la arquitectura radical. Gran parte de las dicotileddneas,
como Arabidopsis, poseen una RP capaz de ramificarse originando RL, las que a su vez
son capaces de generar mas raices y asi expandir el area de alcance de agua y
nutrientes (Péret & col., 2009). Plantas de interés comercial, como el arroz y el maiz
disponen de un sistema radicular mas sencillo estructuralmente hablando, compuesto
principalmente de raices adventicias que se originan a partir del tallo de la planta (Péret
& col., 2009). Sin embargo, estudios genéticos han mostrado la existencia de muchos
genes comunes entre RL y adventicias (Hochholdinger & Zimmermann, 2008), lo cual

convierte a las RL en un interesante foco de estudio.



A primera vista, podria parecer que la arquitectura radical no posee mayor organizacién
mas que por la aparicion de RL que emergen desde regiones aleatorias de la RP, sin
embargo, el desarrollo de RL ocurre de manera regulada, tanto espacial como
temporalmente. La posicion que adquiere cada una es bastante especifica: estas se
originan exclusivamente a partir de células fundadoras del periciclo (capa interna de
células adyacentes a la vasculatura), ubicadas opuestas a los polos del xilema (Péret &
col., 2009), para lo cual dependen de la acumulacion localizada de la fitohormona auxina
(Seccion 1.4.1.) (De Smet, & col., 2015). Durante la iniciacion del proceso, una o un par
de células fundadoras pasan por un programa de proliferacion celular controlada, a
través de sucesivas divisiones anticlinales hasta crear una capa de células de igual
longitud, las que luego comienzan a dividirse de manera periclinal formando una capa
interior y otra exterior (Figura 1) (Péret & col., 2009). Es entonces cuando se forma una
estructura semejante a un domo conocido como primordio, el cual continda
desarrollandose hasta emerger eventualmente desde la raiz principal. A partir de ese
momento dicha estructura toma el nombre de raiz lateral emergida. En segundo lugar,
el surgimiento de una raiz lateral no esta predeterminado, pero es fuertemente
influenciado por las condiciones ambientales (Malamy & Benfey 1997). La formacién de
RL estéa vinculada a las necesidades hidricas y nutricionales del organismo, gatillando la
iniciacién del proceso cuando la planta asi lo requiera. El principal atributo de las RL es,
sin duda, la plasticidad que le otorgan al sistema radical, permitiendo modificar a través
del tiempo su arquitectura caracteristica para adecuarse a los requerimientos del

ambiente en un momento dado (Gruber & col, 2013).
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Figura 1. de la raiz lateral en Arabidopsis. (A)lzquierda: diferentes tipos celulares (coloreados

distintamente) componen capas conceéntricas organizadas que rodean la vasculatura. Diferentes zonas de
desarrollo se establecen a lo largo de la raiz mientras esta crece. Derecha: seccion transversal que muestra
el orden radial de las capas, destacando el periciclo (rosado) desde el cual se originan las RL. (B) Sucesion
de etapas en el desarrollo del primordio hasta formar una raiz lateral. Modificado desde De Smet & col., 2015.

1.3. Biodisponibilidad de nutrientes y su efecto en la arquitectura de la raiz

Como organismos autétrofos, las plantas pueden sintetizar las azlcares
necesarias a partir de diéxido de carbono, agua y luz solar, lo cual las provee de la mayor
parte de sus recursos energéticos (Blankenship, 2014). No obstante, junto con el agua,
también requieren una serie de micro y macronutrientes que solo pueden obtener desde

el suelo en el que se encuentran. Debido a que son organismos sésiles, las plantas



dependen completamente de su habilidad para explorar el suelo en busca de estos
recursos. Asi, el crecimiento y la arquitectura de la raiz determina fuertemente el
volumen de suelo que es capaz de abarcar (Gruber, & col., 2013). La estructura radical
gue posee una planta es dependiente de los factores genéticos que la regulan, asi como
también de los factores ambientales a los que se ve enfrentada (Gruber, & col., 2013).
Considerando este ultimo punto, modificar el arreglo de raices es crucial para adaptarse
a los constantes cambios del sustrato y la capacidad de sensar los nutrientes es el

principal determinante de esta plasticidad organica (L6pez-Bucio, & col., 2003).

El suelo contiene una serie muy diversa de elementos y compuestos en cantidades
diferentes y repartidos de manera heterogénea en toda su extension (Caldwell & Pearcy,
2012). La distribucion de nutrientes puede ser muy irregular y su presencia o
biodisponibilidad (iones que pueden ser tomados y absorbidos por las raices para ser
utilizados en procesos bioldgicos) puede ser muy reducida (Barber, 1995). Ante esto, la
disponibilidad de nutrientes provoca un impacto en la arquitectura radical, pudiendo
alterar el nimero, longitud, angulo y diametro tanto de raices como de pelos radicales

(Gruber, & col., 2013).

Las plantas deben contar con nutrientes esenciales que les permitan cubrir sus
necesidades metabdlicas. Si bien aiun es materia de debate, es posible establecer un
grupo de, al menos, 17 elementos que serian esenciales para el desarrollo y crecimiento
de plantas (Welch & Shuman, 1995). De ellos, 9 corresponden a macronutrientes, que
representan el 0,1% del peso seco de la planta (Welch & Shuman, 1995).

Particularmente, debido a su estatus de macronutrientes, nitrégeno y fésforo son



elementos que han recibido amplia atencién. El nitrégeno es uno de los elementos mas
abundantes sobre la tierra (LOopez-Bucio, & col.,, 2003), sin embargo, se halla
principalmente en formas organicas, y solo cerca del 2% se encuentra formas
inorganicas como amonio o nitrato, siendo este Ultimo la principal forma en que las
plantas pueden absorberlo (Xu & col., 2012). EI N es altamente soluble en el suelo y su
rapido escurrimiento lo deja fuera del alcance de las plantas (L6pez-Bucio & col., 2003).
Por su parte, el fésforo también es adquirido por las plantas en forma de iones que
conforman sales inorganicas, cominmente sales de fosfato (Smith, 2002). Al igual que
el nitrégeno, la disponibilidad de fésforo es muy limitada, principalmente debido a la
escasa movilidad del nutriente (Raghothama, 2005). Esto ocasiona que las plantas
deban luchar constantemente contra un pronunciado gradiente de concentracion externo
e interno de fosforo, cercano a una diferencia de tres érdenes de magnitud (Raghothama,

2005).

La relevancia del fosforo y el nitrégeno queda reflejada en el impacto que pueden
generar en la arquitectura radical ante su déficit. En muchos ecosistemas naturales y
agricolas las plantas se enfrentan a condiciones donde la disponibilidad o movilidad de
nutrientes es extremadamente baja. Para ello, estos organismos han desarrollado
mecanismos muy controlados para mantener el balance en la adquisicién de fosforo y
nitrégeno, lo que incluye una adecuada captacion desde el suelo, almacenaje y re-
movilizacion, asi como también su éptimo consumo en los procesos metabdlicos que
dependen o utilizan cada nutriente. Algunas de las modificaciones de la arquitectura
radical producto de las limitaciones de fésforo y/o nitrégeno pueden ser desde inhibicién
del crecimiento de la RP, crecimiento de esta, aumento o inhibicién del crecimiento de

RL y/o pelos radicales (Gruber, & col., 2013; Linkohr, & col., 2002; L6pez-Bucio, & col.,



2003). Por estas razones, estudiar el impacto de estos nutrientes en el sistema radical

continta siendo un importante foco de estudio.

1.4. Regulacion en la formacion de raices laterales

Las RL cumplen una tarea fundamental al captar el agua y los nutrientes. Al
formar parte de una respuesta que supone alta plasticidad y que esta sujeta a
modificaciones dependiendo de las condiciones del sustrato o situaciones que
signifiguen un estrés para el organismo, no es sorprendente esperar que el proceso de
formacion de RL esté fuertemente regulado. Diversos estudios han sefalado a la
hormona auxina como principal responsable en la regulacion de la formacién de RL
(Malamy & Benfey 1997; Paciorek, 2006; Leyser, 2017), sin embargo, nuestro grupo de
investigacion ha propuesto la existencia de una via alternativa independiente de auxina
gue seria capaz de iniciar la organogénesis de las RL, por medio de un mecanismo

dependiente de la endocitosis (Pérez-Henriquez & col., 2012).

1.4.1. Desarrollo de Raices Laterales como proceso dependiente de la

endocitosis

Como muchos otros procesos, la formacién de RL depende de una regulacion
hormonal que permita el adecuado desarrollo del organismo. Las auxinas estan
implicadas en practicamente todos los aspectos del crecimiento de las plantas. La
formacion de RL es uno de los procesos comandados por auxina y, de hecho, su rol ha
sido descrito como necesario para los eventos de pre y post formacion del 6rgano (Péret

& col., 2009). La iniciacion de un primordio de raiz lateral depende del flujo de auxina



proveniente desde el meristema apical de la raiz (Casimiro & col., 2001) por lo que el
balance del influjo es indispensable para un correcto desarrollo organogénico. Por otro
lado, nuestra linea de investigacion, enfocada en estudios de trafico endocitico, ha
llevado a encontrar un vinculo entre este proceso fisioldégico y el desarrollo post

embrionario de RL.

La endocitosis es la principal ruta a través de la cual las células internalizan membrana
plasmatica, proteinas, lipidos y material extracelular (Fan & col., 2015). Durante este
proceso, el cargo es llevado al interior de la célula por medio de vesiculas que son
transportadas a diferentes compartimentos dependiendo del lugar de destino que existe
para cada cargo (Fan & col., 2015). En plantas, ha sido descrita la participacion de la
endocitosis en procesos cruciales como la absorcion de nutrientes, la transduccion de
sefales, el almacenaje de proteinas (Fan & col., 2015) y la detoxificacion de sustancias
nocivas como metales pesados (Eisenach & col., 2015). A su vez, procesos como el
crecimiento en pelos radicales y el tubo polinico dependen del balance endocitico que
existe en las células de estos tejidos ya que esto permite, entre otras cosas, regular la
cantidad de membrana plasméatica en el apice de las células y asi mantener el

crecimiento altamente polarizado que requieren (Samaj & col., 2005).

En plantas superiores, la maquinaria endocitica estd bien conservada tanto en sus
componentes moleculares (proteinas participantes del proceso) como estructurales
(compartimentos membranosos que conforman la red) (Samaj & col., 2005). A nivel
estructural, el proceso comienza en la membrana plasmética, lugar de formacion de las
vesiculas, las cuales llegan a compartimentos endosomales tempranos que en el caso

de plantas corresponde a la red transgolgi (EE/TGN) (Viotti & col., 2010), lugar en el cual



pueden ser redirigidos a la membrana plasméatica en la ruta de los endosomas de
reciclaje (Samaj & col., 2005) o bien traficar hacia compartimentos tardios como
endosomas tardios/compartimentos  prevacuolares/ cuerpos multivesiculares,
estructuras que en su lumen contienen multiples endosomas, para finalmente ser

enviados a la Vacuola (Samaj & col., 2005) (Figura 2).

CW

LE/MVB
/PVC

Figura 2. La ruta endocitica estd conformada por diferentes compartimentos. En rojo se
resaltan los distintos compartimentos involucrados en la endocitosis. El proceso comienza en la
membrana plasmatica (PM), desde donde las vesiculas formadas transitan hacia la red transgolgi
(EE/TGN) para luego constituirse como endosomas tardios en cuerpos multivesiculares y
compartimentos prevacuolares (LE/MVB/PVC). El destino final de la ruta endocitica es la vacuola
(V). CW: Pared celular, GA: Aparato de Golgi, ER: Reticulo endoplasmico, N: Nucleo. Modificado
de Osorio-Navarro, 2016.

1.4.2. Regulacion transcripcional de la endocitosis: El Factor de Transcripcién

bzIP25
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La endocitosis es un proceso altamente regulado (Fan & col., 2015) en el cual la
interaccion, localizacion y modificacion de los componentes de la maquinaria endocitica
es modulada, en algunos casos, a nivel transcripcional (Pizarro, 2015). Lorena Pizarro,
como parte de su tesis doctoral, realiz6 una busqueda de factores de transcripcion
asociados a la regulacion del trafico de proteinas, descubriendo que el factor de
transcripcion bZIP25 (At3G54620) participa del proceso endocitico al regularlo de
manera negativa (Pizarro, 2015). Esta evidencia fue obtenida utilizando la planta mutante
insercional de la linea bzip25-2 (Figura 3A), que corresponde a la pérdida de funcién
de bzZIP25. Plantas de esta linea tienen disminuido en un 90% los niveles de transcrito
de bZIP25 y muestran una aceleracion del trafico endocitico (Figura 3B), observandose

un alargamiento de la raiz principal y un mayor desarrollo de RL (Pizarro, 2015).

El factor bZIP25 es uno de los 75 miembros perteneciente a la gran familia de factores
bZIP (basic leucine zipper) que han sido descritos en Arabidopsis (Jakoby & col., 2002).
Estos factores se caracterizan por poseer un dominio bZIP, compuesto de una region
basica, rica en residuos de arginina y/o lisina y una regién hidrofébica rica en residuos
de leucina, isoleucina, valina o fenilalanina, formando asi una hélice anfipatica (Jakoby
& col., 2002). Estos factores dimerizan y se unen a la doble hebra de DNA a través de
Su region basica. La dimerizacion ocurre por medio de la interaccién de las regiones
hidrofébicas, las que forman una hélice superenrollada, conocida como cierre de leucina
(Jakoby & col., 2002). Dentro de esta familia, bZIP25 es un integrante del grupo C,
clasificado de acuerdo a semejanzas en la estructura de su dominio bZIP (Jakoby & col.,
2002) con otros miembros. Se ha descrito que el grupo C de la familia bZIP posee

similitud con proteinas bZIP codificadas en el locus Opaque 2 en maiz (Jakoby & col.,
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2002) por lo que sus funciones podrian estar asociadas a la regulacion de la producciéon
de proteinas de almacenaje (Jakoby & col., 2002; Schmidt & col., 1990) y la interaccion
planta-patégeno (Jakoby & col., 2002). En nuestro laboratorio, el trabajo de la tesis
doctoral de Lorena Pizarro apuntd a evaluar la regulacién de la endocitosis como una

nueva funcion de la cual bZIP25 participa.

bzip25-2
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Figura 3. La carencia de bZIP25 acelera el trafico endocitico. (A) Modelo génico del factor de
transcripcion bZIP25. Las cajas verdes indican los exones del gen mientras que las franjas negras
sefialan la presencia de intrones. Las cajas azules muestran las regiones 5’y 3' UTR. Se sefala
con un tridngulo la insercion de T-DNA que interrumpe el primer exén, afectando la correcta
transcripcion del gen bZIP25 y generando la pérdida de funcion del gen. (B) Estudio de la
dindmica de internalizacién de la membrana plasmatica mediante marcaje con el trazador FM4-
64 en plantas silvestres (Col-0) y bzip25-2 durante 300 minutos. A lo largo de todo el proceso se
observa una aceleracion en la internalizacién de la sonda a los endosomas en plantas con pérdida
de funcion de bZIP25 respecto de plantas silvestres. Puntas de flechas amarillas sefialan la
membrana plasmatica, puntas de flechas blancas los endosomas y flechas blancas
compartimentos vacuolares. B fue tomado desde Pizarro, 2015.

La base de datos de TAIR muestra que el gen codificante para bZIP25 posee tres

Col-0

variantes de mRNA distintas, generadas por el empalme alternativo de sus exones. El
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presente trabajo se enfoca en el estudio de la variante At3G54620.2 (bZIP25.2). La base
de datos UNIPROT indicé que la traduccion de la variante bZIP25.2 generaria una

proteina de 295 residuos.

Si bien bZIP25 participa de la regulacion negativa de la endocitosis, la existencia de tres
variantes de mMRNA generadas de la transcripcion del gen bZIP25 hace necesario
profundizar el estudio para dilucidar si existe una funcion particular asociada a cada una
de ellas. Durante el seminario de titulo de Claudio Osorio para obtener el titulo de
Ingeniero en Biotecnologia Molecular, se evalug la variante bZIP25.1, expresando el gen
correspondiente para la acumulacién de la proteina de fusion bZIP25.1-GFP en la
mutante bzip25-2 (bzip25-2/bZIP25.1-GFP). De esta investigacion, se encontrd que la
proteina bZIP25.1-GFP es capaz de restaurar el fenotipo silvestre de endocitosis en la
mutante, mostrando que la endocitosis en plantas bzip25-2/bZIP25.1-GFP ocurre en una
escala temporal similar a la de plantas silvestres, asi como también un sistema radical

mas parecido al de estas mismas. (Osorio-Navarro, 2016).

Con todo lo anterior, es necesario dilucidar si la variante bZIP25.2 tiene una funcién
asociada a la endocitosis. De ser asi, hay que estudiar si esto tiene repercusion en el
desarrollo de RL. Considerando la respuesta fisiolégica que tienen las plantas de
modificar su arquitectura radical como respuesta al estrés nutricional, es interesante
evaluar si existe vinculaciéon entre la expresion de bZIP25, los procesos que este factor

regularia y la respuesta a déficit nutricional que esto genera.

2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo General

Evaluar la participacion de la variante de mRNA bZIP25.2 en la regulacion de la
endocitosis y en la respuesta de plantas de Arabidopsis thaliana al déficit nutricional de

nitrato y fosfato.

2.2. Objetivos Especificos

1. Identificar plantas que presenten el inserto de T-DNA que contiene el alelo
bZIP25.2-GFP en condiciones de homocigosis en la linea mutante bzip25-2 de

Arabidopsis thaliana.

2. Determinar la participacion del producto génico bZIP25.2 en el trafico

endocitico en plantas de Arabidopsis thaliana.

3. Evaluar, a nivel de la arquitectura radical, la participaciéon del producto génico
bzIP25.2 en la respuesta de plantas de Arabidopsis thaliana al déficit

nutricional de fosfato y nitrato.

3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas

El presente estudio se realiz6 utilizando cuatro lineas de Arabidopsis. La linea
silvestre corresponde al ecotipo Columbia-0 (Col-0). Las lineas mutantes para el gen
codificante de bZIP25 provienen de la coleccibn SALK 148423C, caracterizada por
poseer una insercion de T-DNA en el locus At3g54620, especificamente en el primer
exén del gen, generando asi la linea pérdida de funcion bzip25-2. Esta linea, ademas
posee como marcador de seleccion el gen Nptll, cuya expresién otorga a las plantas
resistencia al antibidtico kanamicina. Las otras dos lineas, generadas en nuestro
laboratorio en el genotipo mutante bzip25-2, fueron transformadas con el vector binario
pGWBS5 que contiene un T-DNA con el gen Hph, cuya expresion le otorga a los individuos
resistencia al antibiético higromicina. Ademas, el T-DNA incluye las secuencias
codificantes para las variantes de mRNA bZIP25.1 o bZIP25.2 en marco de lectura con
la secuencia que codifica para la proteina GFP bajo el promotor 35S. Este vector permite,
entonces, la acumulacion de las proteinas de fusién bZIP25.1-GFP o bzZIP25.2-GFP de
manera constitutiva y ectdpica, generando las lineas bzip25-2/bZIP25.1-GFP y bzip25-

2/bZIP25.2-GFP, respectivamente.

3.2. Esterilizacion de semillas

Grupos de 30 a 40 semillas de cada linea fueron dispuestas en tubos de 2 mL y
tratadas con etanol 95% durante 5 minutos, manteniendo agitacién constante. Se
descart6 la solucién y se agregd una solucién que contiene etanol 70% y Tritdbn X-100
0,1%, incubando durante 15 minutos en agitacién. Finalmente, esta solucion fue

descartaday se realizaron 4 lavados de 30 segundos cada uno con 1 mL de agua estéril,
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con el fin disminuir los remanentes de la solucion de etanol y detergente utilizado en el
paso anterior. Por ultimo, las semillas se resuspendieron en 1 mL de agua estéril y

fueron almacenadas en oscuridad a 4°C durante 48 horas para su estratificacion.

3.3.  Medio de cultivo y condiciones de crecimiento

Para los ensayos de crecimiento se utilizO medio de cultivo estéril (MS solido),
compuesto de medio Murashige & Skoog (MS) 0,5X, mioinositol 0,01% p/v, MES [acido
2-(N-morfolino)-etanosulfénico monohidrato] 0,05% y sacarosa 2% p/v. El medio fue
ajustado a pH 5,7 utilizando soluciones de KOH 3 My 0,1 My posterior a ello fue afiadido
fitoagar (A296, Phyto Technologies) al 0,7% p/v. Los ensayos que requirieron el uso de
medio de cultivo liquido (MS liquido), fueron preparados de igual manera que el MS

sélido salvo que este no contiene fitoagar.

Al comienzo de cada ensayo se sembraron dos filas de semillas cuyo nimero varia de
acuerdo al ensayo realizado. Se dejé un espacio aproximado de 5 cm entre las filas para
otorgar el espacio suficiente para el crecimiento 6ptimo de la raiz principal. Las semillas
se sembraron sobre placas cuadradas (120 mm X 120 mm X 17 mm) y se dejaron
creciendo de manera vertical durante diez dias, excepto cuando se especifique, en
incubador con fotoperiodos de 16 horas de luz 8 (a 22°C) y 8 horas de oscuridad (a

18°C).

3.4. Genotipificacion de linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP
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3.4.1. Extraccion y cuantificacion de DNA

Para la genotipificacién de la linea mutante se extrajo el DNA gendmico (gDNA)
desde hojas de plantas de 14 dias de crecimiento. Para ello, el tejido fue molido utilizando
un micropistilo en 200 yL de buffer de extraccion (Tris-HCI 0,2 M. pH 8; NaCl 0,25 M;
EDTA 25 mM; SDS 0,5%). Se sometié a una fuerte agitacion utilizando vértex y se
centrifugd la suspensiéon por 5 minutos a 14.000 rpm. Se recuperd el sobrenadante, al
cual se le agregé 300 pL de isopropanol y se incubd por 5 minutos a temperatura
ambiente, para luego centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm. Se conservé el
precipitado y eliminé el sobrenadante. El precipitado fue lavado con 500 uL de etanol
70% para después centrifugar a 14.000 rpm por 5 minutos. Otra vez, se conservo el
precipitado y el sobrenadante fue eliminado. Finalmente, se esperd por 1 hora hasta la
evaporacion total del etanol y las muestras fueron resuspendidas en 100 yL de buffer TE
(Tris-HCI 10 mM, pH 8; EDTA 1mM). La concentracién del gDNA y su pureza se

determiné mediante espectrofotometria utilizando el GE NanoVuetw.

3.4.2. Amplificacion de gDNA por PCR

La genatipificacidn se realizé mediante PCR convencional utilizando la enzima DNA
polimerasa paq5000 (ThermoFisher), segun las instrucciones del fabricante. El PCR
consistié en un primer paso de 5 minutos a 94°C para la denaturacion del gDNA seguidos
por 30 ciclos donde cada uno se componia de 30 segundos a 94°C para la denaturacion,
30 segundos a 55°C para el alineamiento de partidores y 1 minuto a 72°C para la
extension, para finalizar con una extension final de 72°C por 10 minutos. Los partidores

utilizados se detallan en la Tabla I.
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Tabla |. Partidores utilizados para reacciones de PCR en la genotipificacion de las lineas de

Arabidopsis.
Gen Partidor Forward (5’) Partidor reverse (3’)
Actina CACACTTTCTACAATGAGCT | GCAGTGATCTCTTTGCTCAT
Hph
. - TTTGTGTACGCCCGACAGT | AAGACCTGCCTGAAACCGA
(Higromicinar)
Nptll

. CAAGATGGATTGCACGCA CTATGTCCTGATAGCGGT
(Kanamicinar)

CGTAAACGGCCACAAGTTCA | TTCTGCTTGTCGGCCATGAT

GFP
bZIP25 TGCTCAGCTATGCTAGTAG | ATCTAAGAGACGTACACGAC
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

3.4.3. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos obtenidos de cada reaccion de PCR fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa 1,5% p/v en TAE 1X (Tris base pH 8, 40 mM, acido
acético 19 mM y EDTA 1 mM pH 8). Desde cada reaccién de PCR de 20 pL, se tomaron
8,5 UL y se mezclaron con 1,5 pL de buffer de carga 6X (azul de bromofenol 0,25% p/v,
xilencianol 0,25% plv, ficol 30% p/v). Las muestras fueron sometidas a electroforesis en
gel de agarosa a 85 mV durante 45 minutos. Se utilizaron dos diferentes marcadores de
peso molecular, dependiendo del tamafio esperado de las bandas (SM0311/2/3 y
SM1331/2/3, Fermentas), con una concentracion inicial de 50 ng/puL. Terminada la
electroforesis, el gel fue incubado en solucion de bromuro de etidio 2 mg/L durante 15

minutos con el fin de permitir la union de este compuesto al DNA y asi poder observar
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las bandas obtenidas. La visualizacion del DNA se realiz6 mediante la exposicion del gel
a luz UV proveniente desde un equipo transiluminador. Las imagenes del gel fueron

recogidas utilizando el fotodocumentador SYNGENE y su software.

3.5. Visualizacién de la sefial de fluorescencia de GFP en plantas bzip25-

2/bZ1P25.2-GFP

Para evaluar la localizacién subcelular y acumulacién de la proteina de fusién
con GFP, plantulas de 10 dias crecidas sobre medio MS sélido fueron analizadas bajo
microscopia confocal (LSM Zeiss 710) con el fin de detectar la emision de la proteina
fluorescente verde (GFP). La sefial de emisién se busco en células de la epidermis en la
zona de elongacion de la raiz. La recoleccién de imagenes se realizé utilizando rangos

de longitud de onda de 493-547 nm.

3.6. Estudio del trafico endocitico

El estudio de endocitosis se realizé observando en diferentes intervalos de
tiempo la localizacion de trazadores fluorescentes de endocitosis FM1-43 (T35356,
ThermoFisher) y FM4-64 (T13320, ThermoFisher) capaces de ser internalizados por las
células, siguiendo ruta desde la membrana plasmatica hasta la vacuola en la dimension
espacio-temporal (Amaral & col., 2010). Para ello, plantulas de las lineas bzip25-2 y
bzip25-2/bZIP25.2-GFP crecidas en MS solido fueron incubadas en 3 mL de MS liquido
con FM1-43 5 uM, por 10 minutos, en oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente
las plantulas fueron lavadas con MS liquido para remover el FM1-43 libre. Dos a tres

horas mas tarde, una vez que el FM1-43 ha alcanzado la vacuola cada conjunto de
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plantulas fue incubado con FM4-64 5 uM en 3 mL de medio MS liquido con sacarosa 2%
p/v. Laincubacion se realiz6é durante 5 minutos, en oscuridad y a 4°C para que se uniera
el trazador a la membrana plasmatica, finalmente las plantas fueron nuevamente lavadas

con MS liquido (Figura 4).

Figura 4. Los trazadores FM1-43 (verde) y FM4-64 (rojo) marcan la ruta endocitica gracias
a su unién a las capas lipidicas de las membranas. Ambos siguen las mismas vias y
codistribuyen en la vacuola al final de la ruta endocitica. La incubacion de los trazadores en
diferentes tiempos permite distinguir las distintas etapas del proceso endocitico, las que aparecen
indicadas a través de las flechas. MP: Membrana plasmatica, GA: Aparato de Golgi, EE/TGN:
Endosomas tempranos/Red Transgolgi, LE/MVB/PVC:. Endosomas tardios/Cuerpos
multivesiculares/Compartimentos prevacuolares, V: Vacuola, N: Nucleo, ER: Reticulo
endoplasmico. (Modificado de Tejos & col., 2018).

La endocitosis se analizé en las células de la epidermis en la zona de elongacion en la
punta de la raiz. Se evalud la localizacion de los trazadores en diferentes intervalos de
tiempo; a los 5 minutos luego de haber retirado las plantas de la incubacién con FM4-
64, luego a los 60 minutos y finalmente a los 90 minutos post-incubacion. Utilizando
microscopia confocal (LSM Zeiss 710) se capturaron imadgenes mediante el programa

LSM Image Browser, las cuales fueron analizadas bajo la extension LSM reader del
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programa ImageJ. Las imagenes fueron recogidas utilizando rangos de longitud de onda

entre 533 y 586 nm para la sefial FM1-43 y entre 664 y 758 para la sefial FM4-64.

3.7. Ensayos de crecimiento de plantas de Arabidopsis bajo diferentes

condiciones nutricionales de Nitrato y Fosfato en el medio de cultivo.

Se estudio6 la modificacién de la arquitectura radical en plantas en la respuesta al
déficit de los macronutrientes fésforo y nitrdgeno. Para ello, plantas de 7 dias de
crecimiento bajo en MS sélido bajo régimen normal de nutrientes (seccion 3.3.) fueron
traspasadas a diferentes tratamientos con condiciones de suficiencia o deficiencia de un
determinado nutriente durante 6 dias. Cada tratamiento conlleva la preparacion de novo
de medio de cultivo a través del aditamento de un stock comun de sales (Tabla VII,
Anexo) y la adiciéon de una fuente fésforo o nitrégeno en una concentraciéon particular,
por lo tanto, no se utilizd6 el MS comercial. El fitoagar utilizado en este conjunto de
experimentos tiene solo trazas de fosfato y nitrato siendo el utilizado en estudios de este
tipo (Duchefa, P1003). También se realiz6 un tratamiento control con MS reconstituido,
el cual consiste en un medio de cultivo generado a partir del mismo stock comun de sales
utilizadas para los tratamientos de fosfato y nitrato, salvo que este contiene cantidades
suficientes de ambos macronutrientes, de forma que se asemeja al MS sélido con
fitoagar comercial utilizado normalmente (Seccién 3.3.). El resto de los componentes del
medio y su forma de preparacion fueron idénticos al presentado en la seccion 3.3. Dos
tipos de fuentes de fosfato y nitrato fueron utilizadas para el estudio de cada
macronutriente. El estudio de deficiencia de fosfato se llevé a cabo utilizando como

fuentes del nutriente las sales Na:HPOs y KzHPO4, mientras que para estudiar la
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deficiencia de nitrato se utilizaron las sales KNOs y NH4NOs. Las concentraciones de las
sales, que determinaron el caracter de suficiencia o deficiencia para cada tratamiento se
detallan en la Tabla II.

Tabla Il. Concentracion de sales utilizadas como fuente de fosfato y nitrato para los

ensayos de deficiencia de macronutrientes. Los signos “+” y “-” indican suficiencia y
deficiencia del nutriente, respectivamente

Nutriente Fuente Concentracién [mM]
Naz2HPOa4 -P 0,001 +P 1,25
Fosforo
K2HPO4 -P 0,001 +P 1,25
KNOs -N 0,5 +N 10
Nitrégeno
NH4NOs3 -N 0,5 +N 10

Plantulas de 7 dias fueron traspasadas a los diferentes tratamientos. Se realiz6 un
marcaje que permitiera conocer la posicién de la punta de la raiz primaria al momento
de realizar el traspaso con el fin de estimar la variacion en la longitud de esta luego del
traspaso. Se evalud la respuesta al déficit nutricional luego de cuatro o seis dias de
tratamiento (11 o 13 dias post germinacion), enfocandose en la modificacion de la
arquitectura radical de las plantas. Para ello, las placas donde crecieron las plantas
fueron escaneadas (escaner EPSON Perfection V600 Photo). Usando las imagenes
obtenidas y mediante el software ImageJ se cuantificé el largo de la raiz principal, se
estimo la variacion de su crecimiento durante el tratamiento (qué tanto crecio la raiz
durante el tratamiento) y se registro el nimero de raices laterales emergidas con el fin

de obtener el indice de raices laterales (Figura 5).
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; . Traspaso de plantas desde
Siembra y crecimiento - .
en MS sélido MS sdlido a Igs diferentes
tratamientos
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Figura 5. Esquema general del ensayo de crecimiento bajo diferentes condiciones
nutricionales de nitrato y fosfato. Semillas estériles son sembradas bajo régimen normal de
nutrientes; al cabo de 7 dias las plantulas son traspasadas a diferentes medios segun el
tratamiento asignado (ver Tabla Il). Las plantas se mantienen en el tratamiento por un periodo de
4 0 6 dias, completando las plantas 11 o 13 dias de crecimiento desde la siembra de sus semillas,
respectivamente. Posterior a ello las placas donde crecieron las plantas son escaneadas y las
imagenes se analizan enfocandose en el largo de la raiz principal y el nimero de raices laterales
emergidas.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion la linea mutante bzip25-2/bZIP25.2-GFP

La linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP fue generada previamente en nuestro laboratorio
dentro del trabajo de tesis doctoral de Lorena Pizarro (Pizarro, 2015). Se cloné la
secuencia codificante de la version bZIP25.2 en marco de lectura con la secuencia de
GFP contenida en el vector binario pGWB5. Este vector fue generado por Arantzazu
Bidegain bajo la tutela de Lorena Pizarro y permite expresar la version de la proteina de
fusién bZIP25.2-GFP bajo el promotor de plantas 35S: 35S::bZIP25.2-GFP. Plantas de
la linea bzip25-2 fueron transformadas con este vector mediante infiltracion de A.
tumefaciens. El vector de clonamiento contiene el gen Hph, codificante para la enzima
higromicina B fosfotransferasa, la cual fosforila la higromicina e inactiva su accién
antibidtica, otorgandole asi a los individuos que expresen este gen resistencia a este
antibiético (Blochlinger & Diggelmann, 1984). La progenie de la transformacion (T1) fue
utilizada para la seleccion de individuos transformantes mediante el crecimiento sobre
medio de cultivo en presencia del antibiético higromicina. Posteriormente, se
identificaron individuos resistentes al antibi6tico en la progenie de los individuos T1y la

generacion T2. Este trabajo fue realizado por Claudio Osorio en nuestro laboratorio.

Semillas de la generacion T3 de parentales T2 transformantes fueron recibidas para
llevar a cabo los experimentos realizados durante este seminario de titulo, sin embargo,
ademas de su resistencia al antibiético higromicina, ningin otro estudio habia sido

realizado hasta la fecha para corroborar la correcta identidad de la linea bzip25-
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2/bZ1P25.2-GFP, asi como tampoco el estado cigotico de esta. Arabidopsis es un género
diploide, por lo tanto, contar con individuos homocigéticos es importante dado que solo
asi se descartan los posibles efectos ligados a la presencia/ausencia de un alelo
modificado y/o silvestre, como podria ocurrir en individuos heterocigotos. Ademas, en
nuestro laboratorio constantemente se busca amplificar el banco de semillas de una linea
en particular por medio de la produccion de nuevas generaciones transformantes, razon
por la cual se pretende que el genotipo se perpetlie, lo cual solo se consigue

manteniendo copias idénticas del material genético.

4.1.1. Estandarizacion de agente de seleccidn utilizado para identificar

individuos homocigotos para el transgén bZIP25.2-GFP

La linea mutante bzip25-2/bZIP25.2-GFP contiene el vector pGWB5 que porta un
elemento de T-DNA con la secuencia de mRNA codificante para la variante bZIP25.2 del
factor bZIP25 fusionada a la secuencia codificante para la proteina GFP, ademas del
gen Hph. Si bien se recibieron semillas pertenecientes a la T3 de plantas transformantes,
es decir, que portan el T-DNA, es importante verificar que los individuos de esta
generacién poseyeran las caracteristicas de la linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP, que,
ademas de la presencia del transgén bZIP25.2-GFP y el gen Hph, incluyen el ser
individuos cuyos progenitores pertenecian a la linea bzip25-2 (con inserto de T-DNA que
interrumpe el gen bZIP25) previo a la transformacion y que poseen el gen Nptll, cuya
expresion genera la proteina neomicina fosfotransferasa, que mediante fosforilacion

inactiva el antibiético kanamicina (Reynaerts & col., 1989).
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Para corroborar el estado homocig6tico del inserto codificante para bZIP25.2-GFP en los
individuos transformados, se planted realizar un ensayo de crecimiento sobre medio de
cultivo en presencia del marcador de seleccidén higromicina. Las plantas T2 de la linea
bZIP25.2-GFP que son resistentes a higromicina, pueden ser heterocigotas para la
insercion de T-DNA que porta el gen Hph u homocigotas para este. La manera de
corroborar la cigosidad de los individuos es evaluar la progenie T3 de estos: si el 100%
de la progenie T3 de un parental es resistente al antibiético, significa que el parental era
homocigoto para esta inserciéon. Por ello el ensayo de sensibilidad al antibiético fue

utilizado para la identificacion de los individuos de interés en este trabajo.

Primero y con el fin de comprobar la minima concentracion efectiva del antibiético para
la seleccidn, se evalué el crecimiento de plantas resistentes y de plantas sensibles al
antibiético que teniamos en nuestro laboratorio en distintas concentraciones del
antibiotico en el medio de cultivo. Se utilizaron la linea silvestre (Col-0), bzip25-2 que son
sensibles a higromicina y la linea bZzZIP25-2/bZIP25.1-GFP que es resistente al
antibiético, desarrollada en el seminario de titulo de Claudio Osorio (Osorio-Navarro,
2016) por lo que aqui es utilizada como control positivo del ensayo. Las semillas se
dispusieron sobre MS sélido que contenia distintas concentraciones de higromicina y las
plantulas fueron crecidas durante dos semanas para evaluar la capacidad de crecimiento
(Figura 6). Se ha descrito que el antibiético genera retardo en la germinacion de semillas
de plantas sensibles, afectando también la estructura de los cotiledones (Duang & Ding,
2011), e impidiendo el desarrollo de hojas, RP y la formacion de RL (Duang & Ding,
2007), en cambio semillas resistentes no presentan retraso en la germinacioén, a la vez

que logran un desarrollo normal (Nakazawa & Matsui, 2003).
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Higromicina 0 [ug/mL] 40 [ug/mL] 50 [ug/mL]

30 [ug/mL]

Silvestre

(Col-0)

bzip25-2

bzip25-2/
bZIP25.1-GFP

Figura 6. La concentracion 30 [pug/mL] de higromicina es la minima concentracion evaluada
para seleccionar organismos resistentes. Semillas fueron sembradas en diferentes
concentraciones de higromicina en MS sdélido. Tanto plantas silvestres como bzip25-2 ven
afectada su capacidad de germinacion aun con la menor concentracién de higromicina utilizada,
asi como también se ve disminuido el desarrollo de plantulas mientras que semillas bzip25-
2/bZIP25.2-GFP logran germinar y desarrollar plantulas incluso a altas concentraciones de
antibiodtico. n=35 semillas por placa.

A partir de los resultados obtenidos, se calculé el porcentaje de germinacion de las

semillas evaluadas para cada condicion. Los resultados se muestran en la Tabla 11l

Tabla lll. Porcentaje de germinacion de semillas en MS sélido bajo diferentes
concentraciones de higromicina (n=35 semillas por condicion)

Higromicina [ug/mL] 0 30 40 50
Silvestre (Col-0) 80,1% 62,5% 53,3% 46,7%
bzip25-2 93,3% 63,3% 50% 45,5%
bzip25-2/bZIP25.1-GFP 94,7% 88,7% 81,8% 76,7%




Luego de dos semanas, se evaluo la germinacion y el crecimiento de las plantulas. Se
encontré que en condiciones controles, el porcentaje de germinacion es superior al 80%
tanto en plantas silvestres, bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.1-GFP (Tabla Ill). Asimismo, de
la totalidad de las semillas germinadas en ausencia de antibiético, la gran mayoria de
estas llegd a generar una plantula que se desarroll6 normalmente al cabo de las dos
semanas de evaluacion (Tabla V). Ante la presencia del antibiotico en el medio de cultivo
a una concentracion de 30 [ug/mL], la germinaciéon en plantas silvestres y bzip25-2
disminuye casi en un 30%, mientras que en plantas bzip25-2/bZIP25.1-GFP la
disminucion es solo de un 6% (Tabla Ill). El aumento de la concentracion de antibi6tico
en el medio de cultivo provoca una clara tendencia a la disminucion en la germinacion
de las semillas, lo cual ocurre de manera transversal a todas las lineas utilizadas (Tabla
), sin embargo, es importante notar el porcentaje en el cual la tasa de germinacién se
reduce para cada linea en particular. Plantas silvestres ven disminuida su capacidad de
germinacion casi en un 50% al utilizar 50 [pg/mL] de higromicina en el medio, situacién
muy similar al de plantas bzip25-2, donde la tasa de germinacion disminuye desde un
93,3% a un 45,5%. Semillas bzip25-2/bZIP25.1-GFP ven reducida su capacidad de
germinar en un 23% si se compara la ausencia de higromicina en el medio y la mayor

concentracion de antibi6tico utilizado (Tabla 111).

Por otro lado, hay que sefalar que la capacidad de las semillas de desarrollar plantulas
gue sobrevivan se ve severamente afectada por la presencia de higromicina, siendo este
el parAmetro mas relevante al momento de evaluar la sensibilidad/resistencia de los
individuos al antibidtico. Tras dos semanas, aquellas semillas de plantas silvestres y
bzip25-2 que lograron germinar en presencia de higromicina presentaron un evidente

retraso en el desarrollo de las plantulas, en comparacion a las de la linea bzip25-
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2/bZ1P25.1-GFP, afectando el crecimiento tanto de la raiz como de los cotiledones,
donde estos Ultimos se observaban cloréticos y pequefios. Independiente de la
concentracion del antibidtico, ninguna de las plantulas silvestres o bzip25-2 sobrevivi
tras las dos semanas de evaluacion (Tabla 1V), en contraste con plantulas bzip25-
2/bZ1P25.1-GFP, las cuales germinaron y crecieron con normalidad incluso con la mayor
concentracion de antibiético utilizado (Tabla 1V). Cualitativamente, no se observaron
diferencias entre plantas bzip25-2/bZIP25.1-GFP crecidas en las diferentes
concentraciones de higromicina y la condicién control (Figura 6), dando cuenta de que

el fenotipo del organismo no se vio afectado por la presencia del antibiotico.

Tabla IV. Porcentaje de supervivencia de plantulas bajo diferentes concentraciones de
higromicina (n=35 semillas por condicion)

Higromicina [pg/mL] 0 30 40 50
Silvestre (Col-0) 100% 0% 0% 0%
bzip25-2 100% 0% 0% 0%
bzip25-2/bZIP25.1-GFP 100% 93% 74% 63%

Los resultados obtenidos permitieron definir que una concentracion de antibiético de 30
pg/mL es suficiente para realizar una adecuada seleccion de individuos transformantes
gue sean resistentes al antibiético y que porten el inserto de T-DNA que contiene el ORF
bzIP25.1-GFP. Se decidio, por lo tanto, utilizar esta concentracion de antibiético para

realizar la seleccién de plantas transformantes de la linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP.
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4.1.2. Ensayo de seleccién e identificacién de individuos homocigotos para el

transgén bzIP25.2-GFP

Durante la investigacion para este seminario de titulo se trabaj6é con individuos
de la generacion T3 de plantas transformadas con el T-DNA que contiene el transgén
codificante para bZIP25.2-GFP. Tomando en cuenta que Arabidopsis thaliana es una
especie diploide, si los progenitores de la generacion T3 fuesen heterocigotos, la
poblacién sembrada habria presentado la clasica segregacion de alelos con porcentajes
de: 25% homocigoto, es decir, ambas copias del genoma poseerian el transgén (que es
la caracteristica buscada), mientras un 50% hubiese sido heterocigoto (con solo una
copia del transgén) y un 25% no hubiese presentado copia alguna del transgén. A nivel
fenotipico, esto se traduce, en un 75% de la poblacion resistente al antibiético. Por otro
lado, si el progenitor de la generacidén T3 es homocigoto para el transgén, se espera que,
en teoria, el 100% de las semillas sea capaz de germinar y las plantulas crecer en
presencia del marcador de seleccién, como ocurrié con plantulas de la linea bzip25-

2/bZIP25.1-GFP (seccion 4.1.1)

Para dilucidar esto, la progenie (generacion T3) de cuatro individuos (Ind) de la
generacion T2 de plantas transformantes bzip25-2/bZIP25.2-GFP fue analizada de
acuerdo con su sensibilidad al antibidtico higromicina. Se evaluaron aproximadamente
150 individuos T3 a fin de contar con un nimero suficiente cuya poblacién permitiera
constatar su condiciéon de cigosis, utilizando el marcador de seleccién como reportero de
esta condicion. Tras un periodo de dos semanas, la germinacion de las semillas y

supervivencia de las plantas fue analizada.
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En ausencia de antibiético, se observo que un alto porcentaje de las semillas evaluadas
germinan (Tabla V), siendo en todos los casos superior al 70%. La progenie de los cuatro
individuos evaluados logra desarrollar plantulas (Tabla VI) que, a nivel fenotipico, son
indistinguibles de plantulas silvestres, asi como también de plantulas bzip25-2/bZIP25.1-
GFP (Figura 7A-7F). En presencia del antibiético en el medio de cultivo, se obtuvo que
solo la progenie de los individuos bzip25-2/bZIP25.2-GFP.1 y la de dos individuos
bzip25-2/bZIP25.2-GFP.2 es resistente a higromicina, con porcentajes de germinacion
de 95% y 85% (Tabla V). Las plantulas desarrolladas en la progenie de individuos T2
(Figura 7G y 7H) son comparables cualitativamente al de plantulas bzip25-2/bZIP25.1-
GFP (Figura 7L). En contraste, dos de los individuos evaluados a través de su progenie
mostraron ser sensibles a la accion antibidtica (Figura 71y 7J). Es importante destacar
gue, tras la germinacion de las semillas de los individuos T2 Ind3 e Ind4 no se observé
desarrollo de las plantulas generadas (Tabla VI), situacién idéntica a la condicion

silvestre al estar expuestas a la higromicina (Figura 7K).

Tabla V. Porcentaje de germinacién de las semillas de la progenie de cuatro individuos
diferentes bzip25-2/bZIP25.2-GFP

Higromicina [ug/mL] 0 30
Silvestre (Col-0) 73% 23%
bzip25-2/bZIP25.1-GFP 86% 84%
bzip25-2/bZIP25.2-GFP Ind 1 100% 95%
bzip25-2/bZIP25.2-GFP Ind 2 7% 85%
bzip25-2/bZIP25.2-GFP Ind 3 97% 43%
bzip25-2/bZIP25.2-GFP Ind 4 7% 39%
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Higromicina O [ug/mL] Higromicina 30 [pg/mL]

bzip25-2/bZ1P25.1-GFP bzip25-2/bZIP25.1-GFP

Figura 7. Hallazgo de individuos T3 de la linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP resistentes a la accion de la higromicina. La progenie de 4 individuos
(Ind1, Ind2, Ind3, Ind4) distintos de la linea bzip25-2/bZI1P25.2-GFP fue evaluada de acuerdo con su sensibilidad al antibiético (G, H, I, J). Semillas
Col-0 y bzip25-2/bZIP25.1-GFP fueron utilizadas como control negativo y positivo de seleccién (E, F, K, L). Semillas sembradas sobre MS sdlido
sin antibiético (A-F) mostraron altas tasas de germinacién, originando plantas que logran crecer. En presencia de higromicina, la progenie de los
individuos Ind1 e Ind2 germiné (G y H) y dio lugar a plantulas que lograron desarrollarse completamente, de manera similar a plantulas de la linea
bzip25-2/bZIP25.1-GFP (L). La progenie de otros dos individuos Ind3 y Ind4 fue sensible al antibiético (I y J), al igual que semillas silvestres (K).
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Tabla VI. Porcentaje de supervivencia de plantulas de la progenie de cuatro individuos
bzip25-2/bZIP25.2-GFP crecidas en MS sélido con presencia de higromicina. n =150
semillas por parental. n = 30 semillas por controles positivo (bzip25-2/bZIP25.1-GFP) y negativo
(Silvestre Col-0)

Higromicina [pg/mL] 0 30
Silvestre (Col-0) 100% 0%
bzip25-2/bZIP25.1-GFP 96% 100%
bzip25-2/bZIP25.2-GFP Ind 1 100% 100%
bzip25-2/bZIP25.2-GFP Ind 2 100% 100%
bzip25-2/bZIP25.2-GFP Ind 3 100% 0%
bzip25-2/bZIP25.2-GFP Ind 4 100% 0%

Los resultados obtenidos muestran que individuos de la generacién T3 de progenitores
T2 de la linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP son capaces de germinar y desarrollar plantulas
bajo condiciones normales de crecimiento, al igual que semillas silvestres y plantas que
poseen el transgén codificante para bZIP25.1-GFP. La presencia de antibiotico evidencio
la existencia de individuos resistentes al marcador de seleccién, con un 100% de
supervivencia de las plantulas en el caso del Ind1 e Ind2. Esto sugiere fuertemente que
Ind 1 e Ind 2 fueron individuos que contaban con el transgén Hph en homocigosis, el
cual fue heredado a su respectiva progenie. Considerando que la secuencia del gen del
marcador de seleccion esta en el mismo T-DNA del transgén codificante para la variante
bzIP25.2-GFP, es altamente probable que los individuos sean homocigotos para este
transgén también. Por otro lado, las bajas tasas de germinacién y crecimiento de las
plantulas de las progenies de los Ind3 e Ind4 sugiere que la generacion T3 de estos
individuos no expresa la enzima higromicina b fosfotransferasa y probablemente los
parentales no sean individuos homocigotos. Se escogié, de manera arbitraria, la

progenie del parental Ind1 para los experimentos realizados en adelante.
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4.1.3. Genotipificacion de la linea mutante bzip25-2/bZIP25.2-GFP

Sabiendo que los individuos T3 Ind1 y Ind2 de la linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP tienen el
inserto del T-DNA de manera homocigota, se realiz6 una genotipificacion de las plantas
con el fin de confirmar la presencia del transgén bZIP25.2-GFP y el T-DNA que interfiere
en el locus de bZIP25. Para lograr este objetivo se extrajo el gDNA (Seccién 3.4.1.) de
plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP, plantas silvestres Col-0 y plantas bzip25-2. Con el fin
de corroborar la calidad del gDNA obtenido se amplificé un fragmento de la region
conservada de los genes codificantes para la proteina actina mediante PCR (Seccion
3.4.2.). Los productos obtenidos fueron evaluados segun su peso molecular mediante

electroforesis en gel de agarosa (Seccion 3.4.3.).

Figura 8. Fragmentos amplificados mediante PCR convencional de regiéon conservada de
genes codificantes para Actina. Electroforesis en gel de agarosa, 1,5% p/v. Todas las muestras
generaron un fragmento de igual tamafio, siendo este de 849 pb. C- corresponde al control
negativo de la reaccion de PCR.
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De acuerdo con los resultados obtenidos (Figura 8) se observo la amplificacion de un
fragmento de tamafio de 849 pb que coincide con el esperado en los gDNA de todas las
plantas analizadas. La presencia de una banda Unica y del tamafio esperado para las
muestras evaluadas permite corroborar que el gDNA aislado cumple con el criterio de

calidad para proseguir con la genotipificacion de las lineas.

Como su nombre lo indica, la linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP proviene de la
transformacion de plantas bzip25-2 con el vector de clonacion que porta la secuencia
35S::bZIP25.2-GFP. Considerando esto, a nivel fenotipico, plantas de esta nueva linea
comparten algunas caracteristicas con la linea pérdida de funcién de bZIP25. En primer
lugar, ambas lineas presentan el inserto de T-DNA que interrumpe la secuencia de
bzIP25 (Seccién 1.4.3. y Figura 9A). La presencia de este inserto puede ser evaluada
mediante PCR, al utilizar partidores que hibriden con dicha secuencia. Para ello, se
utilizé el partidor LBb1.3, el cual hibrida en una region rio arriba del inserto de T-DNA y
el partidor 206, que hibrida en el tercer exén de bZIP25 (Figura 9A) y que generan un
fragmento de 440 pb. Por otro lado, el alelo silvestre de bZIP25 se evalu6 mediante la
amplificacién por PCR utilizando los partidores 205 y 206, que hibridan en la region
UTR5’ y en el tercer exdn del gen (Figura 9A). Estimando un tamafio aproximado de 6
Kb del T-DNA, se consider6 que al utilizar estos partidores en plantas que poseen el
inserto en la region del loci bZIP25, no habra amplificacion debido a la capacidad de la
polimerasa utilizada de 3 Kb aproximadamente como maximo. Con ello, entonces, solo

se obtendria un producto de PCR utilizando gDNA de plantas silvestres.
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Figura 9. Analisis molecular que da cuenta de la presencia de la insercion de T-DNA que
interrumpe el gen bZIP25 en condicion homocigota en las lineas bzip25-2 y bzip25-
2/bzip25.2-GFP. Arriba (A) Modelo génico del factor bZIP25, donde se sefiala la insercion del T-
DNA en el primer exén y las regiones donde hibridan los partidores utilizados. Abajo:
Electroforesis en gel de agarosa 1,5% p/v que muestra los fragmentos obtenidos de la
amplificacién de regiones del inserto de T-DNA en plantas bzip25-2 y bzip25-2/bzip25.2-GFP en
(B). En contraste, la amplificacion de un fragmento de bZIP25 solo se obtuvo en plantas silvestres
Col-0 (C).

Como se observa en la Figura 9B, se obtuvo productos de PCR en las reacciones donde
se utilizo partidores que hibridaban con la secuencia LB del inserto de T-DNA. El tamafio
de la banda obtenida, cercano a los 450 pb, es similar al esperado (440 pb) lo que
permite asegurar que tanto la linea bzip25-2 como la linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP
poseen interrumpido el primer exdn codificante para el factor de transcripcién. A su vez,
esto es respaldado por la reaccién de PCR que utilizaba partidores que hibridan con la
region promotora y el tercer exon del alelo silvestre del gen. Debido al tamafio de la
secuencia que queda limitada por los partidores, en plantas mutantes con el T-DNA

insertado era muy poco probable que se generara un producto de la reaccién. En plantas

36



silvestres, que no poseen interrumpido el gen bZIP25, ese fragmento si logra ser

amplificado con un tamafio esperado de 1200 pb, tal como se obtuvo (Figura 9C).

Por altimo, se busco mediante PCR la presencia de los otros marcadores asociados a la
linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP, lo que incluye la presencia de los genes de seleccién a
antibiotico Hph y Nptll (este ultimo proveniente de la generacion de plantas bzip25-2) y
el gen codificante para la proteina GFP. Los resultados obtenidos mostraron la presencia
de fragmentos amplificados para el gen Nptll, el cual esté presente en plantas bzip25-2
y bzip25-2/bZIP25.2-GFP (Figura 10A). De forma similar, fragmentos del gen Hph se
observaron como producto del PCR al evaluar plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP. Este
marcador de seleccion esta presente en el vector de clonacién pGWBS5 con el que se
transformaron plantas bzip25-2 para generar la linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP, por lo
tanto, plantas bzip25-2 no poseen este gen, el cual no mostré amplificado en el PCR, tal
como era esperado (Figura 10B). Finalmente, se obtuvieron fragmentos amplificados del
gen codificante para GFP, el cual es parte del constructo bZIP25.2-GFP insertado en el
genoma de plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP. Efectivamente, solo el gDNA de estas

plantas poseen este transgén (Figura 10C).
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Figura 10. Amplificacién de fragmentos de genes asociados a la linea transgénica bzip25-
2/bZIP25.2-GFP. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% p/v. Arriba: Amplificacion de fragmentos
de los genes Nptll (A) y Hph (B), ambos marcadores de seleccidn presentes en plantas bzip25-
2/bZIP25.2-GFP. Plantas bzip25-2 solo poseen el inserto que contiene el gen Nptll. Abajo:
Fragmentos amplificados del gen codificante para la proteina GFP (C). C- corresponde al control
negativo de la reaccion de PCR.

Los resultados obtenidos indican que plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP poseen los
insertos Nptll y Hph, asi como la secuencia codificante para la proteina de fusion
bZIP25.2-GFP, sugiriendo fuertemente que la transformacion de las plantas se realizé

correctamente y constatando el genotipo de esta linea mutante.

4.1.4. Evaluacién de la acumulacién de la proteina de fusion bZIP25.2-GFP en

plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP

La genotipificacion realizada permiti6 corroborar la presencia de los insertos
asociados a la mutante bzip25-2/bZI1P25.2-GFP, sin embargo, esto no da cuenta de la
expresion de los genes. Particularmente, nos interesa constatar la expresion del

constructo bZIP25.2-GFP, con el fin de poder estudiar los procesos de los cuales la
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variante bZIP25.2 pudiese formar parte. Ademas de confirmar la acumulacién de la
proteina de fusién, es interesante conocer el lugar donde esta se localiza a nivel celular.
Para responder estas preguntas, se utilizé microscopia confocal, de modo que la
expresion del transgén fuese verificada a través de la sefal de fluorescencia de GFP y
a la vez esta sefial sirviera para conocer la localizacion subcelular de la proteina de
fusion. Para lograr esto, se evaluaron plantulas bzip25-2/bZI1P25.2-GFP de diez dias de
edad. En paralelo, se observaron plantulas bzip25-2/bZIP25.1-GFP de la misma edad,
considerandoles como control positivo de acumulacién y visualizacién de la proteina

GFP, la cual ya ha sido determinada en nuestro laboratorio.

Los resultados obtenidos mostraron que plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP acumulan la
proteina GFP en células de la raiz de las plantas (Figura 11C y 11D). La vista en campo
claro permite apreciar de mejor manera que la proteina de fusién se localiza en una
region Unica en cada célula (Figura 11A y 11B). La proteina GFP se distribuye en el
citoplasma celular y en el ntcleo en células vegetales (Leffel & col., 1997). Sin embargo,
en este caso esta solo fue localizada en un cuerpo central, patrén caracteristico del
nucleo. De hecho, la localizacion de bZIP25.2-GFP genera patrones similares a los de
la proteina bZIP25.1-GFP en plantas bzip25-2/bZIP25.1-GFP. En dicha linea, ya se
constatdé que la proteina de fusion se acumula en el nucleo celular realizando la
codistribucién con una tincién nuclear (Osorio-Navarro, 2016). Considerando esto, se
estaria generando la proteina de fusién bZIP25.2-GFP, la cual posee una localizacién

nuclear.
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Figura 11. Acumulacién de la proteina de fusion bZIP25.2-GFP en el nicleo de las células
de laraiz de A. thaliana. Vista longitudinal de la punta de la raiz en plantas bzip25-2/bZIP25.1-
GFP (A y C) y bzip25-2/bZIP25.2-GFP (B y D) de 10 dias, crecidas en MS sdlido. Las plantas
fueron evaluadas mediante microscopia confocal, detectandose la sefial de GFP en el nlcleo de
las células en ambas lineas. Imagenes de microscopia confocal. La barra de tamafio corresponde
a 50 pm.

4.2. Evaluacion de la participacion de la variante bZIP25.2 en el trafico

endocitico de células de laraiz de Arabidopsis thaliana

Segun los antecedentes de nuestro laboratorio, el factor bZIP25 tiene una funcién
ligada al trafico endocitico y su pérdida de funcién genera una aceleracion del proceso
en células de la epidermis de la raiz de plantas de Arabidopsis (Pizarro, 2015; Osorio-
Navarro, 2016). En otras palabras, esto implica que, comparada con el comportamiento

de una planta silvestre, la internalizacion de membrana plasmatica en plantas bzip25-2
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ocurre a una tasa superior al evaluarla en un mismo periodo de tiempo (Figura 3B). La
isoforma bZIP25.1 expresada en plantas bzip25-2 es capaz de revertir el fenotipo de la
mutante, desacelerando la endocitosis (Osorio-Navarro, 2016). La pregunta que
gueremos responder en este trabajo es si la isoforma bZIP25.2 es también capaz de
revertir también este fenotipo. Para ello, se realizaron ensayos de evaluacion del trafico
endocitico utilizando plantas de diez dias de edad crecidas sobre MS sélido de las lineas
silvestre (Col-0), bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.2-GFP, por medio del uso de los trazadores
fluorescentes FM1-43 y FM4-64. Ambos trazadores son compuestos derivados del
estirilo, lipofilicos y no toxicos, capaces de unirse a la membrana plasmética,
convirtiéndolos en excelentes herramientas para el estudio del mecanismo de
endocitosis, formacién de vesiculas, y dindmica de organelos (Samaj & col., 2005). La
visualizacién del proceso se realizO mediante microscopia confocal en diferentes

dimensiones espacio-temporales

Para facilitar el analisis de los resultados, se evaluo el estudio del trafico endocitico en
dos partes; primero se evalué la internalizacion de la membrana plasmatica y
visualizacién de endosomas tempranos, para lo cual solamente se utilizd el trazador
FM4-64. Posteriormente, se estudi6 la llegada de los endosomas hasta la vacuola, para
lo cual ambas estructuras deben estar marcadas, por lo que se utilizaron ambos
trazadores en esta etapa. Es importante recalcar que ambas partes conforman, en

conjunto, un mismo proceso celular.
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4.2.1. Estudio del trafico endocitico desde la Membrana Plasmatica hasta

endosomas tempranos

En primer lugar, se observé si existen cambios en los estadios mas tempranos
del proceso endocitico, esto es, el punto en el cual porciones de la membrana plasmatica
son internalizadas mediante vesiculas hasta los endosomas tempranos y la red
transgolgi (EE/TGN), los cuales inician su recorrido a través de la ruta endocitica. Con el
disefio experimental propuesto, este fendmeno puede apreciarse mediante la
visualizacion de los endosomas que han sido marcados con el trazador FM4-64, tal como

se muestra en la Figura 12.

Figura 12. Ruta del trafico de trazador endocitico FM4-64 en las primeras etapas de la
endocitosis. En (A) el trazador se une a la membrana plasmatica (MP) desde donde es
internalizado (B) hasta los endosomas tempranos y la red transgolgi (EE/TGN). (MVB=cuerpos
multivesiculares, V=Vacuola, N=Nucleo, ER= Reticulo endoplasmico). (Modificado desde Tejos
& col., 2018).

El marcaje de la membrana plasmatica con el trazador FM4-64 indic6 que, al cabo de 5
minutos, en plantas silvestres no se observé la presencia de endosomas marcados,
indicando que para ese intervalo de tiempo no ha ocurrido adn internalizacion de la

membrana plasmatica (Figura 13A). Por su parte, plantas bzip25-2 muestran que para

el mismo tiempo de evaluaciéon ya existe una abundante cantidad de endosomas
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marcados, dando cuenta de una internalizacion de la membrana plasmatica mucho mas
rapida que en la linea silvestre (Figura 13B), concordando con lo ya reportado
previamente (Pizarro, 2015; Osorio-Navarro, 2016). Mutantes bzip25-2/bZIP25.2-GFP
presentaron un comportamiento similar al de las plantas silvestres, en el cual el trazador
FM4-64 se mantiene unido a la membrana plasmatica y no se visualizan endosomas a
ese tiempo de la cinética (Figura 13C).

Silvestre
(Col-0)

bzip25-2 C Dbzip25-2/bZIP25.2-GFP

Figura 13. La cinética del trafico endocitico desde la membrana plasmética a endosomas
de plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP es similar a plantas silvestres. Plantas de diez dias fueron
incubadas en MS liquido con FM4-64, 5 minutos después de la incubacion, se visualizé la
internalizacién de la membrana plasmatica en células de la epidermis de plantas silvestres Col-0
(A), bzip25-2 (B) y bzip25-2/bZIP25.2-GFP (C). En plantas bzip25-2 se observé gran cantidad de
endosomas, mientras que en plantas silvestres y bzip25-2/bzIP25.2-GFP el trazador sigue
marcando solamente la membrana plasmatica. Imagenes recogidas mediante microscopia
confocal. La barra de tamafio representa 20 uym.

A partir de los resultados obtenidos, fue posible constatar lo observado anteriormente,
observando la aceleracion de la endocitosis en mutantes bzip25-2 respecto de plantas
silvestres, y que, por lo tanto, el factor de transcripcion bZIP25 participa de la modulacion
negativa del proceso (Pizarro, 2015; Osorio-Navarro, 2016). En tanto, el comportamiento

de plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP es muy semejante al de plantas silvestres, donde la
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endocitosis no se ve acelerada, lo que permite sugerir que la expresion de la isoforma

bZIP25.2 rescata el fenotipo causado por la pérdida de funcién de bZIP25.

4.2.2. Estudio del trafico endocitico desde los endosomas a la vacuola

La segunda parte del estudio de trafico endocitico se enfoca en las etapas mas
tardias de la endocitosis, en la cual los endosomas llegan hasta la vacuola. Para ello, se
observo el trafico endocitico luego de 60 minutos desde la incubacién con el trazador

FM4-64 en condiciones en gue la vacuola estaba premarcada con FM1-43.

La evaluacion del trafico a los 60 minutos desde la incubacion con el fluor6foro FM4-64
mostré que para ese momento se visualizan innumerables endosomas en las células de
las raices de todas las plantas (Figura 14). Debido a que la incubacion con FM1-43 fue
realizada con 3 horas de anterioridad respecto de la incubaciéon con FM4-64 (Figura 4),
en todas las plantas se puede ver que FM1-43 esta presente en la membrana de las
vacuolas, mientras que no se observan endosomas que continen siendo marcados por
este trazador, indicando que para este momento el trazador ha completado la ruta

endocitica (Figura 14).

Interesantemente, existe presencia del trazador FM4-64 en cuerpos con caracteristicas
de vacuola en mutantes bzip25-2 (Figura 14B), mientras que en plantas silvestres y
bzip25-2/bZIP25.2-GFP en la misma temporalidad el trazador solo estd marcando
endosomas (Figura 14A y 14C). Esto ratifica que en plantas bzip25-2 la endocitosis
ocurri6 a una tasa mucho mas acelerada que en las otras plantas, puesto que los
endosomas ya han llegado a su destino en la vacuola. En tanto, se advierte que en

plantas silvestres y bzip25-2/bZIP25.2-GFP existen mucho menos vacuolas marcadas
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por el fluor6foro FM4-64, lo que seria indicativo de que el trazador no alcanza este

organelo con la misma rapidez que en las plantas bzip25-2.

A Col-0 B bzIP25-2 C bzip25/bzIP25.2-GFP

Figura 14. La cinética del trafico endocitico desde los endosomas a la vacuola en plantas
bzip25-2/bZIP25.2-GFP es similar alas de plantas silvestres, mostrando desaceleracion de
la endocitosis respecto de plantas bzip25-2. Plantas silvestres Col-0 (A), bzip25-2 (B) y
bzip25-2/bZIP25.2-GFP (C) fueron incubadas por 5 minutos en MS liquido con FM1-43. Tres
horas después fueron incubadas en MS liquido con FM4-64 comenzando la cinética de trafico
endocitico. Luego de 60 minutos se evalud la distribucion de ambos marcadores. Las flechas
indican estructuras de tipo vacuolar donde existe codistribucion de los fluoréforos. La barra de
tamafio representa 20 um. Imagenes recogidas mediante microscopia confocal, en donde la sefial
de FM1-43 esta en verde y la de FM4-64 en rojo.

La Figura 14 muestra la distribucion de la sefial de ambos trazadores endociticos
realizada en dos canales distintos: la sefial coloreada en rojo muestra la sefial de FM4-
64 y la sefial coloreada en verde muestra la sefial de FM1-43 en cada imagen. Los
cuerpos en amarillo denotan la codistribucion de ambos marcadores. Esta imagen esta
compuesta de pixeles en los que se puede evaluar la presencia de cada una de las
sefales. La codistribucion de pixeles de ambos canales muestra que se genera una
distribucion homogénea de los pixeles cuanto mas codistribuidos estan los trazadores
en la imagen (mayor cantidad de cuerpos amarillos indica mayor codistribucién de

pixeles). Por otro lado, si existe menor cantidad de sefial de los trazadores ubicada en

un mismo sitio (menor cantidad de cuerpos amarillos), la codistribucién de pixeles sera

45



menor y en el grafico las sefiales recogidas por cada canal estaran separadas. Otra
manera de observar la codistribucion de los trazadores es mediante un mapa de
colocalizacion. Este mapa muestra a través de una escala de intensidad de color las
zonas de codistribucién de ambos trazadores a nivel celular. Estas formas de analisis
resultan Utiles ya que otorgan mayor seguridad respecto de la colocalizacion de los
trazadores, y sabiendo eso, es posible determinar, si existe o no, aceleracion del tréfico

endocitico a la vacuola.

Considerando lo anterior, se realizé el andlisis de codistribucién de pixeles en los tres
tipos de plantas, analizando el trafico endocitico del FM4-64 luego de 60 minutos. Los
resultados obtenidos sefialan que en plantas bzip25-2 existe colocalizacion de los
trazadores (Figura 15A y 15B). El gréfico de codistribucion indicé que en las plantas
bzip25-2 los pixeles de las imagenes de ambos trazadores codistribuyen en la vacuola
(Figura 15C). A nivel celular, esto indica que el trazador FM4-64 habia alcanzado el
compartimento marcado con FM1-43, la vacuola. Por otro lado, en plantas silvestres es
posible notar una codistribucion diferenciada de los pixeles de las imagenes recogidas
por cada canal, es decir, hay menos regiones representadas por la presencia de los dos
trazadores en un mismo espacio (Figura 15C). A nivel celular, es posible afirmar
entonces que, si la mayor parte del trazador FM1-43 se encuentra marcando la
membrana de las vacuolas, existe una menor cantidad de trazador FM4-64 marcando
ese mismo sitio, lo que indicaria que el fluoréforo atin no alcanza esa etapa del proceso
endocitico, hallandose la mayor cantidad de este marcando todavia la membrana de los
endosomas. Por ultimo, el andlisis de plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP genera un mapa

de codistribucién semejante al de una planta silvestre (Figura 15C), en donde la mayor
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cantidad de ambos trazadores marca sitios diferentes al interior de la célula, estando el

FM1-43 mayoritariamente presente en la vacuola, mientras el FM4-64 en los endosomas.

El mapa de colocalizacion sefiala que plantas silvestres exhiben algunos focos donde
ambos trazadores estan presentes, indicando que parte del fluoré6foro FM4-64 ha llegado
hasta la vacuola (Figura 15D). En comparacién con estas, plantas bzip25-2 muestran
focos de un tamafio mucho mayor, siendo también mayor su intensidad, lo cual se
traduce en una mayor cantidad de FM4-64 que ha hecho contacto con la membrana de
la vacuola, lugar donde se encuentra en mayor abundancia el trazador FM1-43.
Continuando este simil, plantas bzip25-2/bZI1P25.2-GFP tampoco muestran demasiados
focos de colocalizacion, sefialando que el fluor6foro FM4-64 adn no alcanza el punto

final del trafico en la membrana de la vacuola.

Los resultados presentados corroboran que plantas bzip25-2 tienen el trafico acelerado
a lo largo de toda la ruta endocitica, desde la membrana plasmética hasta la vacuola.
Esto puede advertirse mejor al compararlas con plantas silvestres en donde el trazador
FM4-64 esta ausente en la vacuola. Asimismo, los resultados sugieren fuertemente que
plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP no poseen el trafico acelerado, prueba de ello es la baja
colocalizacion de los trazadores, mostrando un comportamiento similar al de plantas
silvestres, donde para un mismo tiempo de evaluacion, el trazador FM4-64 aun no llega
a la vacuola, a diferencia de plantas bzip25-2. Adicionalmente, las plantas bzip25-
2/bZIP25.2-GFP presentan un comportamiento muy similar al de plantas bzip25-
2/bZ1P25.1-GFP (Figura 24, Anexo), de la cual ya se ha descrito que rescata el fenotipo
mutante (Osorio-Navarro, 2016), sugiriendo entonces que la variante bZIP25.2 seria un

modulador negativo del trafico endocitico.
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Figura 15. La acumulacién de bZIP25.2-GFP rescata el fenotipo mutante de bzip25-2, produciendo una desaceleracion del trafico
endocitico hacia la vacuola. (A) y (B) son imagenes obtenidas de los canales que recogen la sefial de fluorescencia de los trazadores FM1-
43 y FM4-64, respectivamente, 60 minutos después de la incubacion con FM4-64 y 3 horas tras la incubacion con FM1-43. Las flechas indican
estructuras de tipo vacuolar donde hay colocalizacion de los fluoréforos. Se aprecian abundantes focos de colocalizacion en plantas bzip25-
2. En plantas silvestres y bzip25-2/bZIP25.2-GFP estos son mas pequefios y menos abundantes. La barra blanca de tamafio representa 20
um. Imagenes recogidas mediante microscopia confocal, donde se visualiza la sefial de FM1-43 y de FM4-64, en células de la epidermis en
plantas de 10 dias. (C) Codistribucion de pixeles, que muestra graficamente la representacion de ambos trazadores en cada pixel. La
dispersion mas homogénea indica mayor codistribucion, como la observada en plantas bzip25-2, no asi en plantas silvestres ni bzip25-
2/bZIP25.2-GFP. (D) Mapa de colocalizacion de los trazadores. La escala de color indica el grado de colocalizacion, de menor (negro) a
mayor intensidad (blanco). Se indican zonas representativas de las tres lineas de plantas evaluadas. La barra de tamafio en (D) representa
10 pym.
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4.3. Estudio de la participacion del factor bZIP25 en la respuesta del sistema

radical frente al déficit de fosfato y nitrato

El sistema radical compone un sistema dindmico cuyo desarrollo y modificacion
estan mediados por los requerimientos de la planta y la disponibilidad de nutrientes. Si
bien los estimulos abiodticos son el factor preponderante al promover que estas
modificaciones ocurran, las plantas deben obedecer a un estricto control molecular que
permita la generacién de estos cambios. Nuestro laboratorio ha descrito una correlacion
positiva entre la aceleracion de la endocitosis y el desarrollo de RL cuando las plantas
son estimuladas con el compuesto Sortin2 (Pérez-Henriquez & cols. 2012). A su vez, los
nutrientes, particularmente el déficit nutricional, ejerce un fuerte impacto en la
estructura del sistema radical. En el marco de estudio de este seminario de titulo, nos
interesa evaluar si existe un vinculo entre estas tres aristas, concretamente buscando si

bZIP25 esta involucrado en la respuesta a nivel radical frente al déficit nutricional.

Fésforo y nitrégeno son dos macronutrientes indispensables en el desarrollo vegetal. La
forma més comun de absorcion de fosforo y nitrégeno es a través de sales de fosfato (P)
y nitrato (N), que contienen los aniones POus+ y NOs., respectivamente (Lopez-Bucio &
cols, 2003). En concentraciones limitantes (menos de 100 uM), se ha descrito que la
falta de P en plantas silvestres genera una reducciéon en el crecimiento de la RP, asi
como también un aumento en la densidad de RL desarrolladas (Al-Ghazi & col., 2003),
las que en numero pueden llegar a ser cinco veces mas que en una planta crecida en
condiciones 6ptimas del nutriente (1 mM) (Lopez-Bucio & cols, 2003). Por su parte, frente
a la carencia de N se ha reportado que en plantas silvestres la longitud de la RP se

mantiene estable al crecer a una deficiencia moderada del nutriente (275-500 puM), cuyo
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crecimiento disminuye ante deficiencia severa (110 puM) (Gruber & col., 2013). También
se ha observado un incremento en la longitud de las RL, pero no un incremento en la
formacion de estas (Gruber & col., 2013). Estas modificaciones tan particulares en la
arquitectura radical sugieren que existe una regulacion especifica a nivel celular y
molecular detras de ellas, tomando en cuenta que nutrientes distintos generan
respuestas diferentes en el mismo sistema. Debido a esto, nos parecid interesante
estudiar los efectos generados en la arquitectura radical frente a la falta de estos
macronutrientes en el contexto de la evaluacion del factor bZIP25, puesto que, a la fecha,
no se ha descrito una funcion para bZIP25 en la respuesta a déficit nutricional, por lo que
se desconoce si la carencia de este factor de transcripcién podria afectar la modificacion
del sistema radical ante la deficiencia nutricional. En el supuesto de que la ausencia de
bZIP25 altere el comportamiento de las plantas ante este estimulo, es interesante saber
si la expresion ectopica de la variante bZIP25.2 es capaz de revertir el fenotipo

observado en la mutante.

Para evaluar los efectos producidos por el déficit de P, los compuestos NazHPOs y
KH2POa fueron escogidos como fuentes del nutriente, mientras que para N se utilizaron
KNOs y Na2HPOa4. Para cada una de las sales se establecio una cantidad de suficiencia
y deficiencia y se generaron diferentes medios de cultivo que variaban tanto el tipo de
fuente como la concentracion del macronutriente. Para ello, semillas de las lineas Col-0,
bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.2-GFP fueron germinadas y las plantulas crecidas en MS
sélido durante siete dias. Posteriormente, fueron traspasadas a condiciones de déficit
nutricional de P o N durante 4 o 6 dias. También se realizd una condicion control en la
cual plantas se traspasaron a medio MS reconstituido, el cual fue generado en el

laboratorio a partir de las mismas sales contenidas en los medios de cultivo para los
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tratamientos de P y N, salvo que este contiene ambos macronutrientes en
concentraciones Optimas (1,25 mM de P y 10 mM de N en el medio). Posterior al
crecimiento de las plantas, se tomad registro fotografico del crecimiento de estas y se
evaluaron los parametros de crecimiento total de la RP y numero total de RL
desarrolladas tras 11 o 13 dias posterior a la germinacion (dpg). Adicionalmente, se
estimo la “variacion de crecimiento de la raiz principal”, que corresponde a la diferencia
entre la longitud total de una raiz (11 o 13 dpg) y la longitud que esta tenia antes del
traspaso, desarrollada en los siete dias de crecimiento en medio de cultivo MS sélido
(Figura 5), de esta forma es posible conocer qué tanto creci6 la RP desde el comienzo

hasta el final de cada tratamiento.

Tras 7 dias de crecimiento en MS completo, un grupo de plantulas fue traspasado a
tratamientos control con MS reconstituido. Cuatro o seis dias posterior al tratamiento
(dpt) el largo de su RP fue nuevamente estimado con el fin de observar el
comportamiento de las plantas bajo condiciones nutricionales éptimas. Los resultados
obtenidos sefialan que, tras 7 dias de crecimiento, plantulas silvestres generan una RP
gue alcanza los 2 £ 0,04 cm de longitud (Figura 16). Mutantes bzip25-2 elongan su raiz
una longitud muy similar, alrededor de 1,8 +0,05 cm, por lo tanto, en condiciones
normales la carencia de bZIP25 no causa un retraso en el desarrollo de la raiz.
Finalmente, la raiz de plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP presenta raices de 1,9 £ 0,04 cm
de longitud (Figura 16). Los resultados de este experimento control muestran que las
raices de las plantulas mutantes se desarrollaron normalmente, llegando todas con un

crecimiento similar de la RP al comienzo de cada tratamiento.
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Luego de 4 dpt, ninguna diferencia significativa se encontrdé al comparar el crecimiento
de la raiz de plantas Col-0, bzip25-2 y bzip25-2/bZI1P25.2-GFP bajo tratamientos con MS
reconstituido. Misma situacion fue evidenciada tras 6 dpt con el mismo medio (Figura
16). Los resultados indican que, bajo condiciones nutricionales 6ptimas, e independiente
del momento de evaluacién, plantas bzip25-2 alcanzan valores similares en el largo de
su RP (5,2 £ 0,3 cm) al compararlas con plantas silvestres (5,6 +0,2 cm), situacion similar
al comparar estas Ultimas con plantas bzip25-2/bZ1P25.2-GFP (5,5 £0,3 cm), permitiendo
concluir que ni la interrupcién del gen bZIP25, asi como tampoco la sobre expresion del
transgén codificante para bZIP25.2-GFP interfieren con el desarrollo normal de la RP de

las plantas al encontrarse en condiciones de suficiencia nutricional.

8-
ns
ns I 1
6- T 1
£
£
o 4-
o ns
3 T 1
2-
0-
7 dpg 4 dpt 6 dpt

. Col-0 ‘ bzip25-2 . bzip25-2/bZIP25.2-GFP

Figura 16. El crecimiento de la raiz principal entre plantas silvestres, bzip25-2 y bzip25-
2/bZIP25.2-GFP bajo condiciones nutricionales 6ptimas es similar. Largo de la RP de las tres
lineas de plantas al crecer sobre MS sdlido 7 dias y luego de 4 o 6 dias de tratamiento (dpt) sobre
MS reconstituido. Luego de 7 dpg el largo de las raices es similar. Se observa también que el
crecimiento de las raices en las tres lineas es semejante 4 dpt y 6 dpt. Los resultados
corresponden a 3 réplicas biolégicas; n > 10 por cada condicion. Las barras de error representan
el error estandar asociado. ns= no significativo.
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4.3.1. Evaluacion de la participacién del factor bZIP25 en la modificacion de la

arquitectura radical frente al déficit de fosfato

4.3.1.1. Modificaciones en laraiz principal frente al déficit de fosfato

Plantulas de 7 dias se traspasaron a diferentes tratamientos nutricionales con
NazHPO4 0 KH2PO4 para evaluar su respuesta a nivel radical. Se utiliz6 como estado de
carencia de nutriente una concentracién de P de 1 uM en el medio de cultivo (abreviada
como —P, en adelante), mientras que la concentracion de suficiencia es de 1,25 mM de

P en el medio (abreviada como +P, en adelante).

Bajo ambas fuentes de P utilizadas, 4 dpt, las plantas silvestres tuvieron una variaciéon
del crecimiento de su RP cercana a 1 #0,2 cm al comparar el largo de esta en
condiciones de suficiencia y deficiencia de P, alcanzando un mayor tamafio en
condiciones de +P. Este comportamiento es esperado, de acuerdo con lo visto en la
literatura (Gruber & col., 2013) (Figura 25, Anexo). Plantas bzip25-2 también maostraron
una variacion similar en el largo de su raiz ante el déficit de P, sugiriendo que la ausencia
de bZIP25 no impide a las plantas responder a su déficit, al menos en periodos cortos
de deficiencia. Plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP generaron la misma respuesta a la falta

de P, mostrando inhibicion del crecimiento de su RP.

Tras 6 dpt, las diferencias en el crecimiento de la raiz ante el déficit nutricional se hacen
mas evidentes (Figura 17), manteniendo el mismo comportamiento observado 4 dpt. En
plantas silvestres, al comparar el largo de la RP entre las condiciones +P y -P se estimé

una inhibicion del cecimiento de la RP, con una diferencia de 1,5 £0,2 cm entre plantas
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que crecieron en condiciéon +P y —P cuya fuente era Na2HPOa4 (Figura 18A). Con la misma
fuente de P, plantas bzip25-2 inhibieron también el crecimiento de su RP alrededor de 1
+0,2 cm menos en condicién —P. Plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP se comportaron de la
misma forma, generando una variacion de 1,6 +0,4 cm (Figura 18A). En tratamientos con
Naz2HPOa4 durante 6 dias, plantas mutantes mantienen el mismo comportamiento que
plantas silvestres, inhibiendo el crecimiento de su RP y que, a su vez, la expresion de la
variante bZIP25.2 no modifica la forma en que las plantas responden a la carencia de P,
mostrando incluso una magnitud en la variacion del largo de la raiz muy similar al de
plantas silvestres (Figura 18A). Estos comportamientos también se ven reflejados al

comparar el crecimiento total de la RP (Figura 18B).

Col-0 bzip25-2 bzip25-2/
bZIP25.2-GFP
+P P +P -P +P P

Figura 17. La carencia de fosfato genera una disminucién del crecimiento de la raiz
principal en plantas silvestres, bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.2-GFP. Plantas de los tres
genotipos ante la deficiencia de P en el medio de cultivo después de 6 dpt. La fotografia muestra
individuos representativos cuando la fuente de P es NazHPOa4 en el medio de cultivo.
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En tratamientos con KH2POa4 se observé que plantas silvestres promediaron 5 +0,2 cm
de largo en su RP en condicion +P, con una variacion del crecimiento de 1,5 +0,2 cm,
mientras que en plantas bzip25-2 el promedio de largo de la raiz fue de 4,4 £0,2 cm para
la condicion +P (Figura 18D). Este menor crecimiento de las mutantes en condicién +P,
sin embargo, no presenta diferencias estadisticamente significativas al comparar su
crecimiento con el de mutantes que crecieron en condicion —P (solo hubo variacion de
0,4 +0,2 cm), observdndose asi un comportamiento diferente en plantas bzip25-2 en
comparacion a plantas silvestres (Figura 18C y 18D). Plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP
siguieron un comportamiento similar al de plantas silvestres, alcanzando su RP un
tamafio de 4,9 +0,2 cm. La variacion de crecimiento generado al comparar condiciones
+P y —P en plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP fue también de una magnitud similar al de

las plantas silvestres (1,1 £0,3 cm) (Figura 18C).

Resumiendo, tratamientos con Na2HPOs4 en la RP en plantas bzip25-2 y bzip25-
2/bZIP25.2-GFP ante el déficit de P es el mismo que en plantas silvestres, comprobando
gue la ausencia de bZIP25 no impide a las plantas responder a este estimulo.
Considerando esto, no es de sorprender tampoco que plantas bzip25-2/bZI1P25.2-GFP
respondan de la misma manera, generando un fenotipo similar. Por otro lado,
tratamientos con KH2PO4 mostraron que plantas bzip25-2 tienen un menor crecimiento
de su RP en condicién +P, siendo este similar al de plantas que crecieron en -P.
Interesantemente, plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP tienen el mismo comportamiento que
plantas silvestres, hallandose la misma respuesta a nivel radical, independiente de la

fuente de P utilizada.
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Figura 18. Plantas mutantes bzip25-2 generan respuesta en la RP ante el déficit de P. La expresién ectopica de la variante bZIP25.2-
GFP también permite que dicharespuesta sea generada, de la misma forma que plantas silvestres. Crecimiento de la RP en diferentes
condiciones nutricionales de P, 6 dpt. Se muestra la variacion del crecimiento de la raiz durante los dias de exposicion a la carencia de P
suplementado como Na2HPOa4 (A) y KH2POa (C) y el crecimiento total de la RP cuando la fuente era Na2HPOa4 (B) y KH2POa4 (D). Plantas
bzip25-2/bZIP25.2-GFP responden igual que plantas silvestres ante la carencia de P en ambas fuentes del nutriente, inhibiendo el crecimiento
de la RP. Plantas bzip25-2 solo responden de esta forma en tratamientos con Na2HPOa4. Los resultados corresponden a tres réplicas
biolégicas; n > 25 por cada condicion. Las barras de error representan el error estandar asociado. *=p <0,01; **=p<0,005; ***=p<0,0005; ns=
no significativo.
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4.3.1.2. Modificaciones en las raices laterales frente al déficit de fosfato

En las plantas evaluadas en la seleccién anterior se evaluo el indice de
raices laterales, que corresponde a la razon entre el nimero de RL emergidas y la

longitud total de la RP.

Los resultados 4 dpt mostraron que, tanto para tratamientos con NazHPO4 como con
KH2POa4 no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el desarrollo de
RL entre condiciones de +P y —P en plantas silvestres (Figura 27Ay 27B, Anexo). Plantas
mutantes bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.2-GFP mostraron una tendencia a la disminucion
y aumento de RL, respectivamente, sin embargo, las diferencias no son estadisticamente
significativas (Figura 27A 'y 27B, Anexo). Independiente de la fuente de P utilizada, 4 dpt
de deficiencia no se encuentran diferencias estadisticas en el indice de RL al comparar
condiciones +P y —P en plantas silvestres, bzip25-2 ni bzip25-2/bZIP25.2-GFP. Estos
resultados, especialmente respaldados por la falta de respuesta de plantas silvestres,
podria tener relacion con el periodo relativamente corto en que las plantas estuvieron
expuestas al déficit nutricional, el cual no fue suficiente como para gatillar la respuesta

esperada y/o para observar RL emergidas.

Tratamientos sobre MS reconstituido no mostraron diferencias significativas entre las
plantas evaluadas, con valores que fluctuaron entre 0,9 +0,2 [rl/cm] y 1,3 £0,1 [rl/cm],
sefialando que en condiciones Optimas de nutrientes plantas silvestres, mutantes y

bzip25-2/bZIP25.2-GFP desarrollan similar densidad de RL (Figura 19A).
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Tratamientos de 6 dpt mostraron que cuando la fuente de P es Na:HPOa4, las plantas
silvestres tuvieron un aumento del indice de RL, alcanzando casi el doble al compararlas
aquellas que crecieron en condiciones de +P y —P (Figura 19), aumentando en un 75%,
con valores de 1,6 +0,2 [rl/cm] y 2,8 £0,5 [rl/cm], respectivamente. Este comportamiento
concuerda con lo reportado en la literatura (Gruber & col., 2013). Al analizar el fenotipo
de plantas bzip25-2 se observé que el indice de RL en condicion de —P alcanz6 un valor
de 1,8 £0,2 [rl/cm], similar al obtenido para las mismas plantas que crecieron en
condicion +P de 1,4 £0,2 [rl/lcm] (Figura 19), comportamiento que no llevé a una
diferencia estadistica segun el test realizado (t-student) entre ambos grupos de
resultados (Figura 19). Los datos obtenidos indican un fenotipo distinto al silvestre para
plantas bzip25-2 ante el déficit de P, cuya causa puede ser debido a una falta en la
percepcion del estimulo o bien a la incapacidad de responder a dicho estimulo de la
forma en que lo hace una planta silvestre. Sorprendentemente, plantas bzip25-
2/bZ1P25.2-GFP, llegaron a duplicar su indice de RL emergidas bajo déficit nutricional
de P en un rango de valores muy similar al de plantas silvestres, teniendo un indice de
RL de 1,2 +0,2 [rl/cm] en condicion +P y 2,5 0,4 [rl/cm] en condicién —P (Figura 19).
Este comportamiento, respaldado por el hecho de que plantas bzip25-2 no generaron
una respuesta, muestra que la expresion de la variante bZIP25.2 logra revertir el fenotipo

observado en la mutante, asemejandose a una planta silvestre.

El mismo analisis hecho bajo tratamientos con KH2POs a 6 dpt no arrojé diferencias
significativas en el indice de RL al comparar las condiciones de +P y —P en plantas
silvestres, con valores de 1,5 +0,2 [rl/cm] y 1,6 £0,2 [rl/lcm], respectivamente (Figura 19).
Asimismo, plantas bzip25-2 tampoco mostraron diferencias en el indice de RL asociadas

a la carencia de P (1,1 £0,2 [rl/cm] en +P y 1,4 £0,2 [rl/cm] en —P). Por ultimo, plantas
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bzip25-2/bZIP25.2-GFP mostraron el mismo fenotipo que plantas silvestres y mutantes,
donde en condicion +P y —P el indice fue de 1,3 0,3 [rl/cm] y de 1,3 +0,4 [rl/cm],
respectivamente. Para las tres lineas de plantas analizadas se obtuvo que bajo
condiciones de —P las plantas no responden ante el déficit de P, siendo los valores de
indice de RL muy similares a los obtenidos cuando crecen en condicion de +P. Este
comportamiento, especialmente el de plantas silvestres se contradice con lo obtenido en
tratamientos con NazHPO4, asi como también a lo reportado en la literatura (Gruber &
col., 2013). El fenotipo observado, transversal a todas las lineas de plantas analizadas,
permite sugerir que la ausencia de respuesta a la carencia de P estaria asociada mas

bien a la fuente de nutriente utilizada.
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Figura 19. bZIP25 es necesario en la respuesta de formacion de RL frente al déficitde P y,
en particular, la variante bZIP25.cumple un rol en este proceso. Utilizando Na2HPO4 como
fuente de P, el indice de RL aumenté en plantas silvestres ante el déficit de este, no asi en plantas
bzip25-2. Plantas bzip25-2/bZIP25-GFP se comportan de manera similar a plantas silvestres.
Cuando la disponibilidad de P proviene de KH2POu las plantas silvestres no presentan cambios
en el indice de RL ante el déficit de P. Los resultados corresponden a tres réplicas biolégicas; n
> 25 por cada condicidn. Las barras de error representan el error estandar asociado. *=p <0,01;
**=p<0,005; ***=p<0,0005; ns= no significativo.
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Plantas crecidas en condiciones control (MS reconstituido), después de 6 dpt presentan
indices de RL que fluctian entre 1,7 £+0,3 y 2,1 +0,2 [rl/cm] en las tres lineas de plantas
evaluadas, no observandose diferencias significativas entre ellas. Esto evidencia que en
condiciones nutricionales 6ptimas de presencia de fosfato tanto plantas silvestres como

mutantes y bzip25-2/bZ1P25.2-GFP desarrollan similar densidad de RL (Figura 20).

En resumen, las plantas silvestres responden generando mas RL ante la deficiencia
cuando la fuente de P es Na2HPOu4. Sin embargo, las plantas bzip25-2 no respondieron
en esta condicién. La acumulacion de bZIP25.2-GFP en la mutante (plantas bzip25-
2/bZ1P25.2-GFP) es suficiente para que logren responder. Por ello, se puede concluir
gue, bajo tratamientos con NazHPOa4, bZIP25 participa de la respuesta frente al déficit

nutricional de P a nivel del desarrollo de nuevos 6rganos.

ns

N°RL*cm™

Col-0 bzip25-2 bzip25-2/ Col-0 bzip25-2 bzip25-2/
bZIP25.2-GFP bZIP25.2-GFP

4 dpt 6 dpt

Figura 20. Plantas silvestres, bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.2-GFP tienen similar densidad de
RL cuando crecen condicion nutricional dptima. Tratamiento de 4 (A) o 6 dias (B) con MS
reconstituido, que contiene todas las fuentes de nutriente utilizadas en concentraciones de
suficiencia. Los resultados corresponden a tres réplicas biol6gicas; n > 25 por cada condicion.
Las barras de error representan el error estandar asociado. *=p <0,01; **=p<0,005; ***=p<0,0005;
ns= no significativo.
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4.3.2. Evaluacion de la participacién del factor bZIP25 en la modificacion de la

arquitectura radical frente al déficit de nitrato

4.3.2.1. Modificaciones en laraiz principal frente al déficit de nitrato

La evaluacion de la estructura radical frente al déficit de N se realiz6 utilizando
como fuente del nutriente KNOs y NH4NOs. Las concentraciones de suficiencia (+N) y
deficiencia (—N) se establecieron en 10 mM y 0,5 mM, respectivamente. Considerando
que los tratamientos con MS reconstituido corresponden a un control de crecimiento que
incluye todas las fuentes de nutrientes aqui evaluadas, aquellos resultados reportados
en la Figura 16 y Figura 20 sirven también como comparacion para los resultados

reportados en esta seccion referente al largo de RP e indice de RL, respectivamente.

Tratamientos de 4 dias con KNOs mostraron alta variabilidad en el crecimiento de la RP
en las tres lineas de plantas analizadas (Figura 2, Anexo). Plantas silvestres no muestran
cambios significativos en el largo total de su RP con esta fuente de N. bzip25-2 tiene un
aumento significativo en el crecimiento de la raiz en condicién —N al utilizar KNOs.
Contrariamente, plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP disminuyen el crecimiento de su RP
ante la carencia de N (Figura 26, Anexo). Tratamientos con NH4NOs también reportan
diferentes respuestas. Aqui, plantas silvestres crecieron mas su RP, al igual que plantas
bzip25-2. Ninguna diferencia estadistica significativa se hall6 en plantas bzip25-
2/bZ1P25.2-GFP luego de 4 dpt (Figura 26, Anexo). La variacién en el crecimiento de la
RP en los 4 dpt no mostré diferencias estadisticas al comparar las situaciones +N y —N

en ninguna de las tres lineas de plantas evaluadas cuando la fuente es KNOs. Solo
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plantas silvestres mostraron un aumento en el crecimiento de la raiz 4 dpt en condicion

—N cuando la fuente de N provenia de NH4NOs (Figura 21).

Col-0 bzip25-2 bzip25-2/
bZIP25.2-GFP
+N -N +N -N +N -N

Figura 21. La carencia de nitrato no genera cambios drésticos en el crecimiento de la RP.
Variacion del crecimiento de la raiz en plantas ante la deficiencia de N tras 4 dpt. La fotografia
muestra individuos representativos en tratamientos con suficiencia y deficiencia de N cuando el
nutriente es suministrado en forma de NHsNOs.

En tratamientos de 6 dias, al utilizar KNOs como fuente de N se observé que en plantas
silvestres la RP alcanza en promedio una longitud promedio de 5,4 +0,3 cm en
condiciones de +N, el cual aumenta a 6 + 0,2 cm en condiciones de —N. (Figura 22B).
En plantas mutantes, bajo condicion de +N la RP alcanza 5,1 + 0,2 cm, muy similar a las
plantas silvestres, pero en condiciones de —N no se observé diferencia estadistica al
compararla con la condicion de suficiencia, alcanzando 5,1 + 0,2 cm. En tanto, plantas

bzip25-2/bZIP25.2-GFP presentan una RP de 4,9 £ 0,4 cm de largo total de la raiz en
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condicion +N en tratamientos con KNOs. Interesantemente, en las mismas plantas, en
carencia del nutriente el largo total de la RP fue de 5,2 + 0,3 cm. Al estudiar la variacion
del crecimiento durante los 6 dias tratados, plantas silvestres crecieron su RP 3,5 + 0,2
cm en condiciones +N, mientras que en condiciéon —N la variacién fue de 4,2 + 0,2 cm,
existiendo mayor variacion bajo condicion de déficit de N. (Figura 22A). Este
comportamiento también se reportd en las plantas silvestres bajo tratamientos con
NH4NOs (Figura 22C). El aumento en el crecimiento de la RP en condiciones de déficit
de N solo se observdé en plantas silvestres. En plantas mutantes no se hallé una
diferencia significativa en el crecimiento total de la RP en ninguna de las dos fuentes
utilizadas, con promedios cercanos a5 + 0,2 cmy 5,1 + 0,2 cm en condiciones de +N y
—N, respectivamente (en tratamientos con KNO3s), ni tampoco se observaron diferencias
significativas en la variacion del crecimiento de la RP durante los 6 dpt (Figura 22A 'y
22C). De manera similar, plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP tampoco mostraron
diferencias significativas en el largo total de la RP con ninguna de las dos fuentes, con
promedios de 4,9 £ 0,4 cmy 5,2 £ 0,2 cm en condiciones de +N y —N, respectivamente
(en tratamientos con KNQOs), asi como tampoco una diferencia significativa al comparar

la variacién del crecimiento del mismo érgano (Figura 22).
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Figura 22. bZIP25 participa en la respuesta de la RP al déficit de nitrdgeno por un mecanismo que seria independiente de bZIP25.2.
Variacion del crecimiento de la RP y largo total de la RP, 6 dpt en medio de cultivo con fuentes de N de KNOz (A y B) y NHsNOs(C y D) y
crecimiento total de la raiz en tratamientos con KNOs (B) y NH4NOs (D) como fuentes de N. Solo plantas silvestres responden con un mayor
crecimiento de su RP ante el déficit de N. Mutantes bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.2-GFP no generaron respuesta alguna bajo ninguin
tratamiento Los resultados corresponden a tres réplicas biologicas; n > 25 por cada condicion. Las barras de error representan el error
estandar asociado. *=p <0,01; **=p<0,005; ***=p<0,0005; ns= no significativo.
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Solo plantas silvestres mostraron un aumento del crecimiento de la RP durante los dias
de tratamiento (Figura 22A y 22C), sin embargo, esto no genero diferencia estadistica
en el largo total de la raiz principal (Figura 22B y 22D). No obstante, el comportamiento
de las plantas sigue la misma tendencia al comparar los parametros de variacion del
crecimiento y largo total, por lo que un analisis con mayor cantidad de datos podria
mostrar una diferencia estadistica semejante. Por otro lado, plantas bzip25-2 y bzip25-
2/bZIP25.2-GFP no mostraron diferencias significativas en el crecimiento de la raiz al
comparar las condiciones de suficiencia y déficit de N, asi como tampoco diferencias al
comparar qué tanto crecidé la RP durante los dias de tratamiento (variacion del
crecimiento de la RP) con ninguna de las dos fuentes estudiadas. La ausencia de N no
produjo un aumento o arresto del crecimiento durante el tratamiento de déficit de N en
plantas bzip25-2 ni bzip25-2/bZIP25.2-GFP, mostrando que ambas tienen un mismo

comportamiento, el cual difiere de plantas silvestres.

Tomando en cuenta los resultados, el comportamiento de las mutantes bzip25-2 muestra
gue, a diferencia de las plantas silvestres, estas plantas no responden ante la carencia
de N. Asimismo, la acumulacién de bZIP25.2-GFP no rescata el fenotipo mutante
sugiriendo que bZIP25 seria participe de la respuesta a déficit de N, sin embargo, la

variante bZIP25.2 no seria, al menaos por si sola, suficiente para generar dicha respuesta.

4.3.2.2. Modificaciones en las raices laterales frente al déficit de nitrato

Respecto de las modificaciones en la formacion de RL en condiciones de
suficiencia de N y déficit del mismo, con las fuentes de KNOs y NH4NOs, el analisis de
indice de RL revel6 que para tratamientos de 4 dias solo se observ6 un aumento de este

parametro en las plantas mutantes bzip25-2 al estar en condicion de —N con la fuente
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KNOs, mientras que plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP aumentan este indice al crecer en
condicion de —N con la fuente NH4aNOs (Figura 27C y 27D, Anexo). En tanto, en plantas
silvestres no hay cambios en el indice de RL (tanto en condiciones +N como —N) cuando

la fuente de N es NH4NOs (Figura 27C y 27D, Anexo).

Luego de 6 dpt, si la fuente de N es KNOs, no existe diferencia significativa en el indice
de RL en plantas silvestres (Figura 23). Al comparar las condiciones de +N y -N en estas
plantas, los indices alcanzan valores de 1,4 %= 0,3 [rl/lcm] yv 1,5 £ 0,1 [rl/cm],
respectivamente. Bajo tratamientos con NH4NOs las mismas plantas mostraron un
aumento de este parametro al enfrentar carencia de N, teniendo, en promedio, 1,3 £0,1
[rl/cm] en condicion +N y 1,9 + 0,2 [rl/cm] en condicion —N. Interesantemente, no se
observé diferencia significativa al analizar las plantas mutantes y las plantas bzip25-
2/bZIP25.2-GFP, con ninguna de las dos fuentes de N utilizadas. En KNOs, plantas
bzip25-2 desarrollan indices de 1,4 + 0,1 [rl/cm] para ambas condiciones, de suficiencia
y déficit. Por su parte, plantas bzip25-2/bZI1P25.2-GFP tienen un indice promedio de 1,8
+ 0,3 [rl/cm] en ambas condiciones (Figura 23). Estos valores son muy semejantes a los
obtenidos cuando las plantas son crecidas en tratamientos control con MS reconstituido,

el cual contiene completa suficiencia nutricional (Figura 20B).

En general, no se observaron cambios en la formacion de RL, pero si un alargamiento
de estas (Figura 28, Anexo). Este comportamiento, cualitativamente es concordante con

lo reportado en la literatura (Gruber & col., 2013).
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Los resultados obtenidos muestran que plantas bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.2-GFP no
responden de igual manera ante el déficit de N en comparacion con plantas silvestres,
analizando los tratamientos con NH4NOs, sugiriendo que bZIP25 participa de esta
respuesta, en la cual la variante bZIP25.2 no es suficiente para rescatar el fenotipo
mutante. No obstante, todas las plantas mantienen el mismo comportamiento cuando la
fuente de N es KNOs. Debido a que la respuesta a déficit de N es muy variable,
dependiendo del nivel de nitrégeno presente en el medio, asi como también del periodo
por el cual la limitacién del nutriente se mantenga (Gruber & col., 2013), mas estudios al

respecto deben realizarse.

KNO3 NH4sNO3

3. ns ns ns 3- r = 1 r L 1 r = 1
S 24 %_ 24
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Z z
Z 11 = 14

0- 0-

+N -N +N -N +N -N +N

. Col-0 . bzip25-2 . bzip25-2/bZIP25.2-GFP

Figura 23. Plantas silvestres desarrollan mas RL ante el déficit de NH4NOs, mientras que
bzip25-2 no es capaz de responder aun cuando acumula bZIP25.2-GFP. indice de RL ante
diferentes condiciones de N cuando la fuente del nutriente es KNOz 0 NH4sNOz en tratamientos de
6 dias. Tres 0 mas réplicas bioldgicas fueron generadas para el andlisis estadistico, con un n >
25 por cada condicion. Las barras de error representan el error estdndar asociado. *=p <0,01;
**=p<0,005; ***=p<0,0005; ns= no significativo.
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5. DISCUSION

Una de las razones del éxito evolutivo de las plantas radica en la facultad que
tienen para responder efectivamente a las condiciones adversas de su entorno. La
diversidad morfolégica de sus o6rganos y las modificaciones post-embrionarias,
particularmente el desarrollo de RL permite a las plantas sobrevivir y prosperar en suelos
escasos en nutrientes. Esto es de gran relevancia, considerando que se predice que el
cambio climatico tendra un fuerte impacto en la fertilidad del suelo, el metabolismo
fisiolégico de las plantas, su crecimiento y, por tanto, la produccion final de alimento
(Dhankher & Foyer, 2018). Por ello, es necesario entender los mecanismos celulares y
moleculares que comandan estas respuestas, a fin de poder generar nuevas estrategias

para el desarrollo de cultivos resistentes que aseguren la produccién alimentaria.

El presente seminario de titulo se enfocd en estudiar la participacion del factor de
transcripcién bZIP25 en el contexto de la regulacién del trafico endocitico, asi como
también en buscar un vinculo entre este factor y la respuesta a nivel radical frente al
déficit de P y N. Nuestro objeto de estudio es el sistema radical de Arabidopsis thaliana,
sin embargo, es importante rescatar que la expresion de bZIP25 no esta limitada a este
tejido en las plantas. Su actividad ha sido reportada en polen, hipocotilo, hojas
senescentes, botones florales (Weltmeier, & col., 2008). La base de datos de Arabidopsis
(www.arabidopsis.org) sefiala que también tiene altos niveles de expresion a lo largo del
desarrollo del embrién, lo cual se asocia a su funcién descrita en el almacenaje de
proteinas en ese estadio (Jakoby & col., 2002), asi como también en la silicua

(Weltmeier, & col., 2008) y peciolos de hojas senescentes.
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El estudio realizado buscé estudiar si existe un rol asociado a la variante de mRNA
bzIP25.2 en el proceso de endocitosis. Si bien nuestro laboratorio ya ha mostrado que
el factor de transcripcién bZIP25 modula negativamente la endocitosis, la existencia de
variantes de empalme alternativo abre la interrogante respecto de cual(es) variante(s)
seria(n) responsable(s) de esta regulacién. Por otro lado, nuestro laboratorio ha
propuesto que bZIP25 esta implicado en el desarrollo de RL a través de una ruta
alternativa, independiente del complejo SCFtir (Pizarro, 2015). Debido a esta potencial
funcién, resulté interesante estudiar si bZIP25 esta implicado en otros procesos gue
involucren la modificacion de la arquitectura radical, particularmente, la respuesta a

estrés por déficit nutricional.

5.1. La linea bzip25-2/bZIP25.2-GFP posee individuos homocigotos para el

transgén bZIP25.2-GFP, el cual se expresay distribuye en el nlcleo celular

El estudio de la variante bZIP25.2 se llevoé a cabo utilizando la linea bzip25-
2/bZIP25.2-GFP, la cual sobre expresa ectopicamente la variante bZIP25.2 fusionada a
la proteina GFP. Esta linea, generada en nuestro laboratorio no habia sido previamente
utilizada en ningun estudio, por lo cual se desconocia el estado cigotico del transgén de
interés. La presencia del gen Hph en el vector de clonacién, cuya expresién otorga
resistencia a higromicina fue clave en la seleccién de organismos cuya resistencia al
antibiético permitiera inferir el estado homocigoético de los parentales evaluados. La
seleccion de transformantes resistentes constituye un método indirecto para determinar
si la progenie de las plantas transformadas poseera un gen en estado homocigotico. Si
bien fue posible observar germinaciéon de las semillas en todas las lineas en presencia

del antibidtico, los porcentajes de germinacion de semillas provenientes de individuos no
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transformantes fueron considerablemente bajos, esto a pesar de que la accion de la
higromicina ocurre principalmente post-germinacion, a través de la inhibicion de la
sintesis de proteinas producto de una lectura errbnea del mRNA (Brodersen & col.,
2000). Respecto de la supervivencia de las plantulas, las diferencias entre individuos
transformantes (85%) y no transformantes (0%) fue evidente. En teoria, y considerando
gue las semillas con las que se trabajé correspondian a la generacion T3, se espera que
todas las plantas presenten el gen Hph y, por tanto, sobrevivan a la accién antibiética.
En la préactica, la constante accién de la higromicina afecta de igual manera a plantas
transformantes, lo cual puede agudizarse a mayores concentraciones del compuesto.
Debido a esto, es importante que en los ensayos de crecimiento se estandarice tanto la
concentracion del antibiético como la duracién del ensayo. Los resultados obtenidos
permitieron sugerir fuertemente que los individuos 1 y 2 de bzip25-2/bZIP25.2-GFP
correspondian a organismos homocigotos para el gen Hph y, consecuentemente, para
el transgén codificante para bZIP25.2-GFP. Por su parte, los individuos 3 y 4 no
expresaron la enzima higromicina b fosfotransferasa. Esto podria ser consecuencia de
problemas en la expresién del gen, la traduccién de la proteina, o bien, que los individuos
no hayan heredado el transgén en primer lugar debido a que los progenitores, en estado
heterocig6tico para este transgén, traspasaron a la siguiente generacion el alelo que no
posee dicha secuencia. Otra posibilidad es que los progenitores no contaran con ninguna
copia del transgén en su genoma. Ante cualquier escenario, la T3 de estos individuos
fue 100% sensible a higromicina, existiendo una alta posibilidad de que no posean y/o
expresen el transgén, situacién que se extrapola al inserto codificante para bZIP25.2-
GFP. Contar con organismos homocigotos para un gen de interés cobra relevancia pues
contar con esta caracteristica otorga mayor seguridad respecto del comportamiento

observado, que puede asociarse a la presencia o ausencia de un gen en particular. La
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presencia de un alelo silvestre puede enmascarar los efectos esperados por la mutacion
del alelo mutado en el genoma de un mismo organismo. La presencia de una sola copia
del transgén de interés da lugar a un organismo heterocigoto para ese gen, el cual al
segregar en la siguiente generacion dara origen a individuos que no porten dicho gen,

causando la pérdida de individuos transformantes en generaciones posteriores.

La deteccién de sefial de GFP permitié confirmar la correcta expresion y traduccién de
GFP en células de la epidermis de la raiz, la cual, al estar fusionada a la variante
bZIP25.2 permite sugerir fuertemente que esta Gltima también se expresa y traduce
correctamente. En plantas transformadas, la acumulacion de GFP por si sola ocurre
tanto en el citoplasma como en el nucleo celular (Leffel & col., 1997). Los resultados
mostraron patrones de distribucién muy semejantes al ntcleo, ausentes en el citoplasma
celular. Esto da cuenta de que existe un mecanismo que dirige GFP al ndcleo, muy
probablemente debido a una secuencia de localizacion nuclear presente en la variante
bzIP25.2, respaldando la idea de la correcta expresion, traduccion y acumulacién de

bZIP25.2 en el ndcleo celular.

Los resultados obtenidos, en conjunto con lo reportado previamente en nuestro
laboratorio (Pizarro, 2015; Osorio-Navarro, 2016) y lo publicado en la base de datos de
Arabidopsis para el gen bZIP25 (www.arabidopsis.org) lo posicionan como un fuerte
candidato a ser un factor de transcripcion. La distribucién de la proteina de fusién
bZIP25.2-GFP en el nlcleo refuerza esta idea. La presente investigacion determind que
la variante de empalme alternativo, bZIP25.2, esta involucrada en la regulacion negativa
de la endocitosis. A su vez, los estudios realizados en torno al déficit de P mostraron, de
manera inédita, que bZIP25 participa de la respuesta frente a la carencia del nutriente,

probablemente a través de su rol de modulador del trafico endocitico, permitiendo el
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desarrollo de RL. En tanto, los ensayos de N mostraron que bZIP25 seria participe de la
respuesta frente el déficit de N, sin embargo, la expresion y acumulacion de su variante

bZIP25.2 no seria suficiente para gatillarla.

5.2. Larespuestade las plantas frente al estrés abiético depende de laformaen
gue el nutriente es entregado, asi como también del periodo de limitacion

nutricional.

Los andlisis realizados revelaron que seis dpt son generadas respuestas tanto a
nivel de la RP como de las RL, las cuales son concordantes con lo visto en la literatura,
como lo son el arresto del crecimiento de la RP y el mayor desarrollo de RL bajo déficit
de P. Si bien los tratamientos cuatro dpt mostraron que, en déficit de P, se produce un
arresto del crecimiento de la RP, tanto en plantas silvestres como bzip25-2 y bzip25-
2/bZIP25.2-GFP, al estudiar el desarrollo de RL no se encontraron diferencias
significativas bajo ninguno de los tratamientos y en ninguna de las lineas estudiadas,
inclusive plantas silvestres. Debido a esto, se consider6 mas relevante generar una
discusioén y establecer conclusiones respecto de lo observado seis dpt (Seccion 5.4. y
5.5.). Una posible razon para no haber observado cambios significativos cuatro dpt es la
duracién del tratamiento realizado. En primer lugar, hay que considerar que los primeros
siete dias del ensayo las plantas cuentan con un suministro adecuado de nutrientes,
comenzando recién el séptimo dia la privaciéon de P o N. Debido a esto, las plantas
aprovechan completamente los nutrientes absorbidos antes de gatillar la respuesta a
déficit nutricional. Una vez desencadenada esta respuesta, en Arabidopsis, se ha
reportado que el desarrollo completo de un primordio desde el estado | hasta que este

emerge (estado VIII) tarda alrededor de 48 horas en completarse (Laskowski &
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col.,1995). Por lo tanto, es muy probable que para el momento en que las plantas fueron
analizadas, las modificaciones en el sistema radical estén en proceso recientemente vy,

con ello, alin no hayan alcanzado la emergencia.

Las diferencias en el comportamiento de las plantas entre los tratamientos con KH2POa4
y Na2HPOua fueron inesperadas. El estudio de desarrollo de RL en medios de cultivo con
deficiencia de P mostré que plantas silvestres no aumentan su indice de RL cuando el P
es suministrado como KH2POs4, lo cual no concuerda con lo reportado en la literatura
(Gruber & col., 2013). Considerando esto, dificilmente es posible concluir algo respecto
del comportamiento de plantas bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.2-GFP. Esto no
necesariamente implica que KH2PO4 suponga una fuente menos favorable para el
desarrollo 6ptimo de las plantas. Por el contrario, esta sal es ampliamente utilizada como
fertilizante debido a su rapida asimilacion, lo cual haria menos necesario que las plantas
desarrollen RL. Existen también transportadores de alta afinidad que se expresan bajo
condiciones de déficit severo de P (Bayle & col., 2011), lo cual es probable que genere
un efecto amortiguador al momento de responder frente a esta deficiencia. Na2HPO4
supone también una buena fuente de P, pero es probable que, producto de la forma en
gue la sal es sensada o asimilada, haga que sea necesario para las plantas desarrollar
mas RL, lo cual se refleja en que en los tratamientos realizados se observara mayor
diferencia estadistica. Si bien la interrogante respecto a este tema escapa de los
margenes de este seminario de titulo, sin duda es una pregunta interesante de responder

en futuras investigaciones.
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5.3. La variante bZIP25.2 participa en la regulacion negativa del trafico

endocitico

Los resultados mostraron una desaceleracion de la endocitosis hacia la vacuola
en células de plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP, asemejandose al comportamiento de
plantas silvestres. Mutantes bzip25-2 tienen acelerado el trafico endocitico hacia este
organelo. Esta evidencia sugiere fuertemente que la expresion de la variante bZIP25.2
en plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP participa de la modulacion negativa de la endocitosis.
El estudio de la dinamica del trafico endocitico desde la membrana plasmatica hasta los
EE/TGN en plantas bzip25-2 que expresan la proteina de fusion bZIP25.2-GFP mostré
gue bZIP25.2 actia en estadios tempranos del proceso. Lorena Pizarro reportd en
plantas bzip25-2 el aumento de los niveles de transcrito de genes asociados a las etapas
tempranas del trafico endocitico, como ARA6, CLC2 y SYP122 (Pizarro, 2015), por lo
gue seria interesante estudiar los niveles de expresién de estos mismos genes en
plantas que expresan bZIP25.2. Si la variante es un regulador negativo en etapas
tempranas, los niveles de expresion de dichos genes debieran ser similares a los de una

planta silvestre.

Claudio Osorio mostré que la variante bZIP25.1 es también un regulador negativo de la
endocitosis, lo cual fue corroborado en el presente trabajo (Figura 24, Anexo). La
herramienta BLAST mostr6 una similitud de 69% en su secuencia aminoacidica. La base
de datos UNIPROT evidencié que ambas isoformas mantienen la misma secuencia de
localizacion nuclear, asi como también la misma identidad de la regién basica del

dominio bZIP, pero encontrdndose diferencias en la region del cierre de leucina. La
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misma base de datos sefiala como sitio de unién preferente para el factor de
transcripcion bZIP25 la secuencia 5’-ACGT-3’, presente en motivos de caja A (TACGTA),
caja G (GACGTC) y caja C (CACGTG) (Wang & col., 2018). Considerando que ambas
isoformas poseen la misma regién de interaccion a DNA, es altamente probable que
compartan los mismos sitios de union. Debido al empalme alternativo de exones, la
variante bZIP25.1 genera una proteina de 403 aminoacidos, mientras que bZIP25.2 una
proteina de 295 aminoacidos. A pesar de sus diferencias estructurales, ambas variantes
parecen compartir una misma funcion. Este resultado, sin duda, plantea otras
interesantes preguntas. Por ejemplo, el estudio aqui llevado a cabo se realiz6 evaluando
el trafico endocitico en las células de la epidermis en la punta de la raiz de plantas de
Arabidopsis thaliana, sin embargo, se desconoce si estas variantes tendran una funcién
tejido especifica, especialmente considerando que bZIP25 se expresa en la mayoria de
los tejidos de la planta (Weltmeier, & col., 2008). Asimismo, se desconoce Si en
condiciones fisiologicas normales la expresion de las ambas variantes cambie a lo largo
del desarrollo del organismo. Los miembros de la familia de factores bZIP se caracterizan
por actuar bajo la conformacion de heterodimeros. En Arabidopsis, la familia de factores
bZIP posee 75 miembros descritos (Jakoby & col., 2002) distribuida en 10 grupos
clasificados de acuerdo con su estructura y funcién, donde bZIP25 pertenece junto a
bZIP9, bZIP10 y bZIP63 al grupo C. Este grupo de factores tiene afinidad especifica con
miembros del grupo S1 (bZIP1, 2, 11, 44, 53) (Weltmeier, & col., 2008); una posibilidad
es que las variantes de bZIP25 interactien de manera preferente con alguno de estos
miembros para desempefiar su funcion. En nuestro laboratorio, el trabajo con dobles o
triples mutantes de estos factores como bzipl/bzip53, bzipl0/bzip53,
bzip10/bzip25/bzip53 ha mostrado que el trafico endocitico también se ve acelerado,

mostrando que existen funciones compartidas por ambos grupos.
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La funcién de bZIP25.1 y bZIP25.2 en la regulacion del trafico endocitico es redundante.
Este resultado permite descartar la posibilidad de que ambas proteinas sean necesarias
para concertar la correcta regulacién del trafico endocitico. A su vez, el hecho de que la
cinética endocitica sea idéntica en plantas que expresan bZIP25.1 o bZIP25.2 respalda
la posibilidad de que ambas variantes del factor de transcripcion tengan los mismos

genes blanco.

Pérez-Henriquez y col. (2012) mostraron la existencia de una via alternativa,
independiente del receptor de auxina SCFr, para la formacion de RL, la cual ocurriria
a través del trafico endocitico de proteinas clave para este proceso. La evidencia que
sitla a bZIP25 como regulador del trafico endocitico (Pizarro, 2015) compromete, a su
vez, su participacion en el desarrollo de RL. Considerando que el estrés por déficit
nutricional es uno de los principales estimulos que gatillan la respuesta de formacién de

RL, no seria sorprendente que bZIP25 sea participe de ella.

5.4. bZIP25.2 participa de la respuesta a déficit de P, muy probablemente, a

través de laregulacion del trafico endocitico

Si bien las vias de respuesta a estrés por déficit de P no estan completamente
dilucidadas, varios mecanismos han sido propuestos para entender cédmo esta es
gatillada (Rouached & col., 2010). A nivel de RP, la limitacion de P provoca una
reduccién de la elongacion celular, asi como también de la actividad mitética del
meristema apical (Rouached & col., 2010). PDR2 (Phosphate Deficiency Response 2

gene) ha sido propuesto como sensor de P inorganico ambiental, manteniendo la
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actividad meristematica (Rouached & col., 2010). En afos recientes, el factor de
transcripcion PHR1 (Phosphate Starvation Response 1) ha sido sefialado como
potencial regulador de la respuesta a déficit de P, el cual regula la expresion de genes
de respuesta a bajo P, principalmente promoviendo la actividad de los transportadores
de P PHT1 (Puga & col., 2017). Asi también, la homeostasis del P es mantenida por la
regulacion negativa de esta. Entre los principales actores de la modulacion negativa
estdn miembros de la familia de proteinas SPX, que compiten por el sitio de union de
PHR1 (Puga & col., 2017), asi como también las proteinas PHO2 y NLA, que al asociarse
forman un complejo ubiquitin-ligasa que etiqueta los transportadores PHT1 para su
degradacion (Puga & col., 2017). ALIX es una proteina identificada recientemente
involucrada en la seleccion del transportador PHT1 para su degradacién a través del
trafico endocitico hacia la vacuola (Puga & col., 2017), asociandose a MVB (Cardona-
Lépez & col.,, 2015). Nos parece interesante resaltar esta ruta de degradacion,
considerando que bZIP25 es un modulador negativo de la endocitosis. La blsqueda
bibliogréfica realizada no mostré miembros de la familia bZIP asociados directamente a
la respuesta a estrés por déficit de P, pero los resultados sefialan que bZIP25 participa

de este proceso.

Los resultados obtenidos 6 dpt mostraron que bajo tratamientos con NazHPO4 mutantes
bzip25-2 responden igual que plantas silvestres respecto de la inhibicién de su RP ante
la falta de P, y lo mismo ocurre cuando es devuelta la variante bZIP25.2. La estadistica
realizada arrojé un comportamiento similar de las plantas cuando se comparan las tres
lineas evaluadas. bZIP25 no es, por ende, necesario para generar una respuesta frente
al déficit del nutriente y la expresion Gnica de la variante bZIP25.2 tampoco tiene un

efecto distinto en ella. A la fecha, no se conoce que procesos ligados al trafico endocitico
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formen parte del mecanismo de esta respuesta. En esta respuesta estan implicadas
hormonas como auxinas, giberelinas, brasinosteroides y etileno, y es mediada por la
acumulacion del ion Fes+ y ROS, lo que determina la inmovilidad de SHR, regulador
maestro del mantenimiento del meristema (Desnos, 2007; Puga & col., 2017) y reduccion
de la actividad mitética (Rouached & col., 2010), inhibiendo el crecimiento de la RP. Ante
esto, es poco probable, entonces, que bZIP25 sea participe de este mecanismo de

respuesta.

Bajo tratamientos con Na2HPO4, mutantes bzip25-2 no generan mas RL ante el déficit
de P, al contrario de las plantas silvestres. Este comportamiento podria ser debido a que
son incapaces de sensar la falta de P o bien porque no pueden generar esta respuesta.
Cardona-L6pez & col. (2015) reportan que una de las vias existentes en la regulacion
negativa de la absorcion de P es la degradacion de los transportadores PHT1 a través
de la ruta endocitica. Si bien bZIP25 no ha sido asociado como regulador de la via de
respuesta a déficit nutricional, su rol de modulador de trafico endocitico lo posicionaria
como un participe de esta via, lo cual se relaciona con el hecho de que la endocitosis es
necesaria para la correcta degradacion de PHT1. La degradacion de PHT1 ocurre
cuando niveles adecuados de P son sensados (Cardona-Lopez & col., 2015), por lo que
la aceleracibn de la endocitosis intervendria en la correcta degradacion del
transportador, causando un fenotipo que no genera RL frente al déficit, sin embargo,
ningun estudio que relacione ambos eventos ha sido realizado a la fecha. bZIP25 seria,
por lo tanto, necesario para la formacion de RL como parte de la respuesta al déficit de
P. Esta idea es respaldada por el hecho de que plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP
mostraron un aumento del indice de RL frente al déficit nutricional, al igual que plantas

silvestres, pues la acumulacion de bZIP25.2-GFP rescata el fenotipo mutante, mostrando
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incluso que la variante bZIP25.2 no solo es participe, sino que ademas suficiente para

gatillarla.

5.5. bZIP25 forma parte de la regulacién de la respuesta frente al déficit de
nitrato, pero su variante bZIP25.2 no es suficiente, por si sola, para que esta

ocurra.

La limitacién de nitrégeno tiene efectos sistémicos en plantas. Ademas de ser un
elemento clave en la estructura de aminoacidos y el genoma, el nitrégeno cumple un rol
clave en la sefalizacion de rutas que controlan la expresion génica (Neill & col., 2003),
incluso en la respuesta a déficit del mismo nutriente, particularmente interviniendo en la
expresion de genes de transportadores de N y enzimas como la nitrato reductasa y la
nitrito reductasa (Vidal & Gutiérrez, 2008). La regulacién de la respuesta a déficit de N
depende principalmente a nivel de expresion génica (Kiba & col., 2018), pero los efectos
afectan tanto el metabolismo como la estructura del organismo. Un regulador relevante
y punto de partida en la sefializacion del N lo compone el trasportador NRT1, que
también actia como receptor del nutriente, razén por la que algunos autores lo sefialan
como un transceptor (Bouguyon & col., 2012; Zhang & col., 2019). En su funcién de
transportador, este transceptor tiene afinidad dual, es decir, es capaz de transportar N
presente en bajas concentraciones (alta afinidad) como en altas cantidades (baja
afinidad), lo cual es posible gracias a la fosforilacion por parte de la kinasa CIPK23
(Bouguyon & col., 2012). Por otro lado, ANR1 es un factor de transcripcion reportado
como regulador maestro de la regulaciéon de la respuesta a déficit de N (Bouguyon & col.,
2012). ANR1 es miembro de la familia MADS-box y se expresa exclusivamente en

raices, principalmente en primordios de RL (Bouguyon, & col., 2012). Su funcién se
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asocia al desarrollo de dichos primordios ante el déficit moderado de nitrato (Sun & col.,
2017). Es importante recalcar que la respuesta a déficit de N no es estricta, pues
distingue diferentes niveles de limitacion. Por ejemplo, bajo déficit moderado (0,5 mM)
de N, se promueve el alargamiento de las RL (Sun & col., 2017), sin embargo, bajo
condiciones de severa limitacion, el crecimiento y desarrollo de estos 6rganos se ve
inhibida (Gruber & col., 2013; Sun & col., 2017). Asimismo, la absorcién de N esta
fuertemente ligada a la disponibilidad de carbono, considerando gque la oxidacion de este
es crucial para su reduccion (Vidal & Gutiérrez, 2008; Xu & col., 2012), por ello, la
respuesta ante el déficit de N puede ser muy variable, dependiendo incluso de procesos
como la disponibilidad de azucar y la capacidad fotosintética (Xu & col., 2012). Resultaria
conveniente evaluar diferentes condiciones de carencia de nitrato (déficit moderado y
severo, considerando variaciones del radio Carbono-Nitrégeno) para determinar la

participacion de este factor de transcripcion en alguna condicion dada.

Los resultados obtenidos mostraron una alta dispersion de datos. Respecto de la
variacion del crecimiento de la RP, por ejemplo, plantas silvestres mostraron un aumento
del crecimiento de este 6rgano en condiciones de déficit de N, no asi plantas bzip25-2 ni
bzip25-2/bZ1P25.2-GFP. Este comportamiento en plantas silvestres ha sido reportado en
la literatura (Gruber & col., 2013). Los resultados sefialan, por lo tanto, que bZIP25 es
necesario para la generacién de la respuesta a nivel de la RP, pero la variante bZIP25.2
no es suficiente para que esta ocurra. Por su parte, no se observd incremento en el
indice de RL, pero si se reporté de manera cualitativa un aumento en el crecimiento de
las mismas (Figura 28, Anexo), lo cual concuerda con lo estudiado en la literatura (Gruber
& col., 2013). Sun & col. (2017) sefialan que bajo moderado déficit de N existe un efecto

estimulatorio en el desarrollo de RL, sin embargo, resulta dificil establecer limites entre
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deficiencia “moderada” y “severa” de nutrientes. Krouk & col (2010) reportaron inhibicién
del desarrollo de nuevas RL en cuando la fuente de nitrdgeno es KNOs 1 mM. Tomando
en cuenta que la condicion de deficiencia aqui evaluada fue de 0,5 mM, esta seria
clasificada como de déficit severo. La literatura reporta que bajo condiciones severas de
déficit de nitrégeno se genera un efecto inhibitorio en la formacion de nuevas RL (Gruber
& col., 2013; Sun & col., 2017), lo cual explicaria por qué no se observaron diferencias
significativas de este pardmetro en plantas silvestres bajo tratamientos con KNOs. Por
otro lado, estas diferencias se observaron en tratamientos con NH4NOs, donde plantas
silvestres aumentan su densidad de RL ante el déficit de N, pero no mutantes bzip25-2
ni bzip25-2/bzip25.2-GFP, por lo que se hace necesario evaluar diferentes condiciones

de déficit de nitrégeno.

Los resultados sugieren, de manera preliminar, la participacion de bZIP25 en la
respuesta a déficit de N, pero la variante bZIP25.2 no seria suficiente, al menos por si
sola, de generar esta respuesta. Para determinar mejor la participacion de bZIP25 en la
regulacion de este proceso, mas estudios son necesarios, enfocandose particularmente
en la evaluacion de diferentes rangos de deficiencia de N, asi como también en la

duracion de los tratamientos realizados.

Las respuestas frente al estrés abidtico por déficit nutricional no componen
necesariamente vias independientes. La investigacion realizada estudio la respuesta a
la limitaciébn de N y P por separado, y si bien fenotipo generado en ambos tratamientos
es distinto, es importante mencionar que ambos estimulos podrian compartir rutas
similares y generar respuestas diferentes, de las cuales bZIP25 podria ser parte. Por

ejemplo, esta descrito que el gen XPL1 (At3g18000) es regulado positivamente durante

81



la respuesta a estrés por déficit de P, teniendo impacto en el desarrollo de la raiz principal
y, a su vez, el mismo gen es regulado negativamente en la respuesta a estrés por N.
Ahora que se mostré que bZIP25 esta implicado en la respuesta a déficit nutricional, el
siguiente paso es conocer qué rol tiene en este proceso. Para futuras investigaciones
resultaria conveniente estudiar la relacion entre bZIP25 y los genes candidatos a ser

regulados por él, que formen parte de la respuesta frente al déficit nutricional.
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6. CONCLUSIONES

Se identificaron plantas mutantes bzip25-2 que acumulan el producto génico de la
variante de mRNA bZIP25.2 en el nucleo de las células de Arabidopsis thaliana. Las

plantas identificadas son homocigotos para el transgén bZIP25.2-GFP

La variante de empalme alternativo de bZIP25, bZIP25.2, participa y es suficiente
para la regulaciéon negativa del trafico endocitico desde la membrana plasmatica

hacia la vacuola.

bZIP25 es requerido en la respuesta a estrés por déficit de fosfato cuando este se
suministre como Na2HPOas. Su pérdida de funcién impacta negativamente en la
organogénesis de raices laterales, lo cual puede estar relacionado con su rol de

modulador del trafico endocitico, ruta necesaria en la formacién de estos 6rganos.

La variante bZIP25.2 es participe de la respuesta a déficit de fosfato cuando el
nutriente es suministrado como Na2HPOas, permitiendo el desarrollo de RL en

condiciones de carencia nutricional.

bZIP25 participaria de la respuesta a estrés por déficit de nitrato cuando este se
suministra en forma de NH4NOs en las condiciones aqui estudiadas, afectandola a
nivel de la raiz principal. Sin embargo, la variante bZIP25.2 no estaria participando

de este proceso.
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8. ANEXO

Tabla VII. Sales utilizadas en la preparacion de los medios de cultivo para los tratamientos
de fosfato y nitrato. Se generé un stock de sales de 0,5 L al 50X para cada tratamiento. Las
condiciones de +P (1,25 mM), —P (1 uM), +N (10 mM) y —N (0,5 mM) fueron generadas afiadiendo
la cantidad necesaria de cada sal para obtener la concentracion requerida segun la condicion. El
MS Reconstituido se preparé siguiendo las cantidades usadas en el Tratamiento KH2POa4con una
concentracién de P de 1,25 mM.

Sales Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
(mg/L; 50X) NazHPOa4 KH2PO4 KNOs NHaNO3
NHsNO3 40 412,5 - i
KNO3 48 475 ok -
CaClz* 2H20 1100 11025 441 441
MgSO4+*7H20 925 92,5 370 370
KH2POa4 - ol 42,5 42,5
Na2HPOa4 Fhx - - -
Kl 20,75 20,75 0,83 0,83
HsBOs 38,75 155 6,2 6,2
MnSO4*H20 422.,5 422.5 16,9 16,9
ZnS04*7H20 2156,25 215 8,6 8,6
NaMoO4*2H20 6,25 6,25 0,25 0,25
CuSO04*5H20 0,625 0,625 0,025 0,025
CoCl2*5H20 0,625 0,625 0,025 0,025
FeSO4*7H20 695 695 27,8 27,8
Na2-EDTA*7H20 932,5 932,5 37,3 37,3
Mioinositol 250 2500 100 100
Glicina 5 50 2 2
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Figura 24. Plantas bzip25-2/bZIP25.1-GFP rescatan el fenotipo mutante, desacelerando el trafico endocitico. (A) es la imagen obtenida
del canal que recoge la sefal del trazador FM4-64, tras 5 minutos desde la incubacién con el fluor6foro, mostrando estadios tempranos del
trafico endocitico (Membrana Plasméatica-EE/TGN). (B) muestra la codistribucion de los trazadores FM4-64 (rojo) y FM1-43 (verde) 60 minutos
después de la incubacion con FM4-64 y 3 horas después de la incubacién con FM1-43, donde cada uno se puede ver por separado en (C) y
(D), respectivamente. Las flechas indican estructuras de tipo vacuolar donde hay colocalizacién de los fluoréforos. La barra blanca de tamafio
representa 20 ym. Imagenes recogidas mediante microscopia confocal, utilizando rangos de longitud de onda entre 533 y 586 nm (sefial
FM1-43) y entre 664 y 758 nm (sefial FM4-64) en células de la epidermis en plantas de 10 dias. (E) Codistribucién de pixeles, qgue muestra
la representacion de ambos trazadores para un mismo pixel. (D) Mapa de colocalizacién de los trazadores. La escala de color indica el grado
de colocalizacion, de menor (negro) a mayor intensidad (blanco). Se indican zonas representativas de plantas evaluadas. La barra de tamafio

en (D) representa 10 ym.
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Figura 25. Todas las lineas evaluadas responden con la inhibicién del crecimiento de su raiz principal ante el déficit de fosfato.
Arquitectura radical en diferentes condiciones nutricionales de P 4 dpt. Se muestra la variacion del crecimiento de la raiz durante los dias de
tratamiento cuyas fuentes eran NazHPO4 (A) y KH2POa4 (C) y el crecimiento total de la RP cuando la fuente era Na2zHPOa4 (B) y KH2PO4 (D).
Plantas bzip25-2 responden igual que plantas silvestres ante el déficit de P en ambas fuentes del nutriente, al igual que plantas bzip25-
2/bZIP25.2-GFP. Los resultados corresponden a tres réplicas biolégicas; n > 25 por cada condicidn. Las barras de error representan el error
estandar asociado. *=p <0,01; **=p<0,005; ***=p<0,0005; ns= no significativo.
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Figura 26. Los tres genotipos estudiados tienen diferentes respuestas en su raiz principal frente al déficit de nitrato. Variacion del
crecimiento de la RP 4 dpt cuando la fuente es KNOs (A) y NH4aNOs (C) y crecimiento total de la raiz en tratamientos con KNOs (B) y NH4aNO3
(D) como fuentes de N. Alta variabilidad en la respuesta al déficit de N, careciendo de un patrén de comportamiento. Los resultados
corresponden a tres réplicas biolégicas; n > 25 por cada condicion. Las barras de error representan el error estandar asociado. *=p <0,01;
**=p<0,005; ***=p<0,0005; ns= no significativo.



A 34 ns ns ns B 39 ns ns ns
I 1 I L || 1 ] 1 I 1 | 1
a = 2 < 2
- a <7 a <
€ 9 o &
2w 5 By
£ a = =
8 IE = 14 = 14
£
[
0- 0-
+P P +P P +P -P +tP P +P -P +P -P
c | KNO, D
2.54 2.5+
] T ns 10T xx 1T = 1 204" au 1T o 1T z 1
£ . .
w el = h —
E ® &1.5- 9:1.5
= | —
382 & 1.0- & 1.0
o =
e
L 0.5+ 0.54
0.0- 0.0
+N -N +N -N +N -N +N -N +N -N +N -N

©® oo @ bziv2s2 .bzip252zbZIP25.2—GFP

Figura 27. indice de raices laterales 4 dpt en tratamientos de fosfato y nitrato. (A) y (B) muestran el indice de RL en plantas crecidas en
medio de cultivo cuya fuente de P fue NazHPO4 0 KH2PO4, respectivamente. En ambos casos, no se observan diferencias significativas en
ninguno de los genotipos evaluados. (C) y (D) muestran el indice de RL en plantas crecidas en medio de cultivo cuya fuente de N fue KNO3
0 NHaNOs, respectivamente. Plantas silvestres ho muestran cambios estadisticamente significativos en este parametro, en tanto mutantes

bzip25-2 solo aumentan este valor bajo tratamientos con KNOs, mientras que plantas bzip25-2/bZIP25.2-GFP solo lo hacen en tratamientos
con NHsNO3
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Figura 28. El déficit de nitrato genera un alargamiento de las RL existentes en plantas silvestres, bzip25-2 y bzip25-2/bZIP25.2-GFP.
Luego de 6 dpt, un crecimiento de las RL se observo en las lineas silvestre (A), bzip25-2 (B) y bzip25-2/bZIP25.2-GFP (C), mostrando el
mismo comportamiento en tratamientos con KNOs y NH4NOs. La fotografia muestra individuos representativos en tratamientos cuando la
fuente es NH4NOs. La barra de tamafio representa 1 cm.
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Figura 29. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de las variantes de empalme alternativo de bZIP25. En celeste destaca el primer
dominio bZIP, presente en las tres variantes, mientras que en azul se indica el segundo dominio de unién a DNA, ausente en la variante

bzIP25.2.
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