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RESUMEN

Las plantas se caracterizan por su flexibilidad fenatipica, como estrategia de
sobrevivencia, requiriendo apropiados cambios fisiolégicos que estan regulados por
molécuias sefalizadoras llamadas hormonas. Las hormonas auxinas han sido
implicadas en casi todos los aspectos del crecimiento y desarrollo de plantas ademas
de la respuesta a estimulos del medio ambiente. El correcto transporte polarizado de
las auxinas (PAT) ha sido considerado crucial para un correcto desarrollo de [a planta,
y su funcionamiento se basa en la localizacién polar de los facilitadores de auxina. Para
que los facilitadores presenten una ubicacién polar en la célula, se requiere del aclivoy

correcto funcionamiento del Sistema de endomembranas (SE).

Sortin2 es un compuesto quimico sintético identificado en investigaciones de
gendmica quimica por su actividad biologica en levaduras y plantas (Zouhar y col,
2004, Norambuena y col 2008). Sortin2 induce la secrecion de la proteina destinada a
vacuola (CPY), en levaduras y en plantas, y ademas altera la biogénesis de la vacuola
en plantas, ambos mecanismos en los que componentes de la via secretoria del SE

tienen un papel relevante,

Los resultados de este seminario de titulo indican que Sortin2 provoca fenotipos
en plantas de Arabidopsis thaliana tratadas con Sortin2 similares a los encontrados
bajo tratamientos con inhibidores de PAT. Aqui se muestra que Sortin2, en efecto,
inhibe completamente la respuesta a auxinas sintéticas y naturales. También aitera la
localizacion del receptor de brasinosteroides BRI1, lo que indicaria que talvez otras

vias de sefializacién, ademas de auxina, estan siendo afectadas.
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Se observé también la alteracion que Sortin2 provoca sobre la localizacion,
crucial para PAT, de los facilitadores de eflujo PIN1 y PIN2. Sortin2 induce acumulacion
de PIN2, en compartimentos que se asemejan a vacuola, al igual que trafamientos con
oscuridad, sugiriendo que el blanco celular de Sortin2 se encuentra en componentes
de! trafico vesicular endocitico. Sortin2 también provaca fenotipos subcelulares en
donde se observa localizacion no polarizada del facilitador PIN2 indicando que talvez el
reciclaje endocitico polarizado tratado extensamente por Dhonukshe, y col., 2008, esta

siendo alterado.

<

Antecedentes previos sefialan el efecto de Sortin2 en la ruta secretoria del SE.
En este seminario se presenta evidencia que sugiere una alteracion de la via
endocitca. Por lo tanto Sortin2 podria alterar a mecanismos compartidos entre estas
dos vias, lo que posicionaria a Sortin2 como una poderosa herramienta para estudiar
mecanismos de biologia celular vegetal, ya que afectaria compartimentos que ninguna

otra droga conocida altera.
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ABSTRACT

Plants are characterized by their phenotypic flexibility, as a strategy for survival,
requiring appropriate physiological changes that are regulated by small signaling
molecules called hormones. Auxin hormones have been implicated in almost every
growth and developmental aspects as well as the response to environmental stimuli.
The appropriate polarized auxin transport (PAT) has been considered crucial for the
proper plant development. Its operation is based on the auxin carrier polar localization.
An undisrupted endomembrane system is required for a successful auxin carrier polar

localization.

Sortin2 is a synthetic chemical compound identified under chemical genomics
research due its biological activity in yeast and plants (Zouhar et af, 2004: Norambuena
et al, 2008), Sortin2 induces, in yeast and plants, the secretion of the vacuole sorting
protein CPY. it also alters vacuole biogenesis in plants. Both mechanisms are

determined by the secretory pathway components of the endomembrane system (ES)

in this work it is shown that Sortin2 produces particular phenotypes in
Arabidopsis thaliana when they are treated with Sortin2, similarly than what is found
under PAT inhibitors freatments. Here it is shown that Sotin2 completely inhibits both
synthetic and natural auxin responsiveness. Sortin2 also alters the brassinosteroids
receptor BRI1 localization, which indicates that there might be others signaling

pathways affected due to Sortin2.

It was observed also that Sortin2 alters auxin carriers, PIN1 and PIN2,
localization, which is crucial to PAT. Sortin2 induces accumulation of PIN2, in

compartments that are similar to vacuole, as treatments with darkness, suggesting that
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the cellular target of Sortin2 is in components of the endocytic vesicle traffic. Sortin2
also provokes subcellular phenotypes in where it is observed a non polarized
localization of the facilitator PIN2 indicating that the polarized endocytic recycling

reviewed extensively by Dhonukshe, et al., 2008, might be altered.

Previous knowledge indicates that Sortin2 disrupts the secretory route of ES. In
this seminar evidence is presented that suggests an alteration of the endocytic
pathway. Therefore Sortin2 might be altering the mechanisms shared between these
two routes, which would define Sortin2 as a powerful tool for the study of mechanisms
of cellular plant biology, since it would affect compartments that no other known drug

alters.
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INTRODUCCION K
4
1.1 Auxinas en el desarrollo de plantas

Las esirateglas de sobrevivencia que adquirieron animales y plantas durante la
evolucion son uno de los principales aspectos que los diferencian. Las plantas
evolucionaron hacia [a tolerancia fisiologica y una mayor plasticidad fenotipica,
mientras que los animales adquirieron elaboradas capacidades sensoriales y de
locomocion. Es facil de evidenciar estas diferencias evolutivas al analizar el
establecimiento de su arquitectura corporal. Los animales definen su forma adulta
tempranamentie en su desarrollo. Las plantas, en cambio, sdlo bosquejan su plan
corporal al comienzo de su desarrollo para dejar a un complejo desarrollo
postembrionario, basado en la mantencion de una gran poblacién de células troncales,
determinar los detalles de la estructura corporal. Con esto, las plantas pueden regular
sus tasas de crecimiento, formar nuevos érganos postembrionariamente y {ener una

alta capacidad de regeneracion (Weigel y Jurgens, 2002).

La flexibilidad fenotipica de las plantas es una consecuencia de apropiados
cambios fisiologicos. Muchos de estos procesos se encuentran regulados por
moléculas sefializadoras llamadas hormonas. Dentro de las primeras hormonas
caracterizadas y mas estudiadas encontramos a la auxina. Auxina juega un rol
primordial en muchos procesos fisioldgicos en plantas como la polaridad, el desarrollo
embrionaric y del fruto, organogénesis, diferenciacion tisular vascular, tropismo,
formacion del gancho del hipocétilo y dominancia apical {Paciorek y Friml, 2006;
Rashotte y col, 2000). En general, las auxinas han sido implicadas en casi todos los

aspectos del crecimiento y desarrollo de plantas. La auxina mas importante en plantas




es el acido 3-indol acético (IAA) y es mucho més potente que otras hormonas naturales
como son el acido fenil acético (PAA) vy el acido 3-indolbutirico (IBA). Dentro de las
auxinas sintéticas mas usadas se encuentran 24-diclorofenoxiacético (2,4-D) y acido

1-naftaleno acético {NAA) (Delker y col., 2008).

Para promover cambios durante el desarrollo, la hormona vegetal auxina
provoca una referencia espaclal y temporal, mediante su acumulacion local en
determinadas células (Friml y col., 2003). Aunque se ha identificado recientemente gue
una parte importante del movimiento de estas hormonas a través de la planta es
mediante el sisiema vascular, el transporte de estas hormonas a nivel de tejido no
vascular es el de mayor relevancia fisiologica (Taiz y Zeiger, 2006). Las auxinas viajan
a través de los tejidos mediante el llamado sistema de transporte polar célula a célula
(Polar Auxin Transport, PAT) que utiliza proteinas facilitadoras de auxina ubicadas en

las membrana plasmatica.

Estudios moleculares, genéticos y bioguimicos han dilucidado muchos aspectos
de la sefalizacion de auxinas (Guilfoyle y col., 1998). El modelo actual de la
sefializacion de auxinas sugiere que reguladores negativos como las proteinas
denominadas auxina/acido 3-indol acético (Aux/IAA) son degradados de manera
dependiente de auxina. Al degradar a las proteinas Aux/IAA se libera la represion sobre
una red de genes que responden a estas hormonas y que guian un apropiado

desarrollo y crecimiento de la planta (Zhao y col., 2003).




1.2 Polaridad en plantas

El término polaridad se ocupd en plantas en 1878 por primera vez cuando se
demostrd que raices y tallos crecieron en Jugares especificos independientemente de la
posicion con respecto a la gravedad. Estos fendmenos son el reflejo de la polaridad
celular que es una de las propiedades fundamentales de los organismos muiticelulares.
Gran parte de la flexibilidad de plantas durante su desarrollo esta dada por fa mayor
capacidad de redefinir su polaridad celular y tisular comparado con otros organismos
multicelulares. La hormona auxina ha sido identificada como uno de los principales
factores involucrados en el gatillamiento de estos cambios (Taiz y Zeiger, 2006). A su
vez, el correcto transporte polarizado de las auxinas ha sido considerado ser crucial en
el correcto establecimiento de la polaridad del organismo (Feraru y Friml, 2008). Uno
de los avances mas importanies en la biologia de las auxinas fue el planteamiento de!
modelo quimiosmético (figura 1) que plantea al menos dos ideas principales. La
primera, propone la existencia de proteinas facilitadoras para el ingreso de auxina,
localizadas en la membrana plasmatica. La segunda, predice la localizacién asimétrica
de estos facilitadores hacia una cara de las células fransportadoras determinando asi el
sentido del flujp de Ila auxina. Ambas propuestas han sido verificadas
experimentalmente a nivel tisular y celular (Wisniewska y col., 2006; Vieten y col,,
2007; Petrasek y col., 2006). A nivel de células individuales, la polaridad esta
determinada por la distribucion asimétrica de componentes intracelulares que forman
dominios funcionales o simplemente morfologicos (Kleine-Vehn y Friml, 2008), De
acuerdo a lo establecido por el modelo quimiosmdtico, es la polaridad a nivel celular [a
que determina la direccionalidad en el flujo de auxinas y como consecuencia,

determina la polaridad a nivel del organismo.
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Figura 1. Esquema con antecedentes actuales del modelo quimiosmético para el
transporte de auxina. El esquema se basa en lo postulado por Rubery y Shaldrake,
1974. El modelo, muy adelantado para la época, postula que el transporte de auxinas
se realiza célula a célula ayudado por proteinas facilitadoras ubicadas en la membrana
plasmatica. Ahora se conoce cudles son varios de los miembros de la familia de
facilitadores de auxina, tanto de entrada a la célula (influjo) como de salida desde ésta
(eflujo). Adaptado desde Kleine-Vehn y Friml, 2008.

Los componentes intracelulares que determinan la polaridad a nivel celular son
las proteinas que facilitan el influjo de auxina, desde el apoplasto hacia el interior
celular, como las proteinas AUX1 (Bennett y col., 1996) y PGP (Swarup y col., 2008),
asi como los facilitadores que median la salida de la hormona desde el interior de la
célula, como lo son la familia de proteinas PIN constituida por 8 miembros (Petrasek y

col., 2006).



Las proteinas PIN se encuentran localizadas en la membrana plasmatica y
poseen una localizacion polarizada, lo que es un determinante primordial en el flujo de
auxina (Wisniewska, y col., 2006). Su localizacién polarizada es crucial en diversos
procesos incluyendo aquellos relacionados con el desarrollo embrionario (Feraru y
Friml, 2008). Su localizacién, ademas, varia segun el estado de desarrollo de la planta.
En la figura 2 encontramos un esquema de la localizacién que se ha descrito para
varias de las proteinas PIN en raices, en donde se ha estudiado intensamente a estas
proteinas. Post-embrionariamente, PIN1, PIN3, PIN4 y PIN7, se localizan en la cara
basal (hacia la punta de la raiz) de células de la estela y vasculatura de la raiz,
mientras que PIN2 se localiza apicalmente (la cara ubicada hacia ia parte aérea de la
planta) en células de la epidermis y de la capa protectora lateral de la raiz. PIN2
también ha sido localizado en la cara celular basal, pero en las células jovenes de la

corteza.
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Figura 2. Localizacion de los distintas proteinas facilitadoras de la familia PIN.
Cada miembro de esta familia tiene una localizacién particular en los distintos tejidos
que se distinguen en la raiz. Existe una correlacion entre la localizacion de estos
facilitadores y el sentido de flujo de la auxina. Su localizacion es apical en los tejidos
donde el flujo de auxinas es ascendente (flechas rojas hacia arriba) y basal en aquellas
células donde las auxinas se translocan descendentemente (flechas rojas hacia abajo).
Adaptado desde Kleine-Vehn y Friml, 2008.



1.3 Sistema de endomembranas en plantas

En los Gitimos afios se le ha adjudicado al sistema de endomembranas (SE) en
plantas una impaortante participacién en procesos como sefalizacion de hormonas
auxina, brasinosteroides y acido abcisico, desarrollo, tropismo, y hasta mecanismos de

defensa al ataque de patogenos (Surpin y Raikhel, 2004).

Respecto a la sefializacion de auxina, se ha descrito una directa relacion con la
ruta secretoria. Esta relacion se explicaria principalmente por el papel que cumple el
SE en el fransporte célula a célula de la auxina. PAT es crucial para un correcto
desarrollo de la planta, y su funcionamiento se basa en la localizacion polar de los
facilitadores de auxina (arriba descritos). Para que los facilitadores presenten una

ubicacion polar en la célula, se requiere del activo y correcto funcionamiento del SE.

El SE en plantas se puede dividir funcionalmente en las rutas secretorias y
endociticas. Ambas rutas son esenciales, para el trafico desde y hacia la membrana y
pared celular. A través de la via secretoria, nuevas proteinas son sintetizadas en el
reticulo endoplasmico (RE) y luego destinadas a diferentes compariimentos tales como
aparato de golgi, sistema endosomal, membrana plasmética, vacuola, pared celular y
espacio extracelular. En el trafico endocitico, componentes de pared y membrana
plasmatica, son reciclados a compartimentos endosomales (Samaj y col., 2004) e
incluso pueden ser destinados a vacuola (Laxmi y col., 2008). En general, la
morfologia, localizacién y funcionamiento de los compartimentos de endomembranas

son altamente dinamicos y su regulacion es vital para la planta.

El mecanismo de destinacién polar de las proteinas PIN utiliza componentes de

SE para llevarse a cabo en dos pasos. En un primer paso los facilitadores de destinan




de una manera no polarizada, a toda la membrana plasmatica, a través de la ruta
secretoria. La polaridad basal-apical de estas proteinas se establece posteriormente,
mediante la ruta endocitica. E! reciclaje endocitico polarizado, mecanismo
recientemente descrito (Dhonukshe y col., 2008) usa compartimientos endosomales
como intermediarios del trafico desde todas las caras del limite celular hacia sélo

alguna de ellas, para llevar a cabo una localizacion polarizada (Geldner y col., 2001).

1.4 Sortin2 y sus efectos en A. thaliana

Como se menciond en las secciones 1.1 y 1.2 la hormona auxina ha sido
identificada como un importante factor que media la polaridad de la planta y lo hace
principalmente a través de un correcto flujo por sus tejidos. Por otro lado, la adecuada
localizacion celular de los facilitadores de auxina es fundamental para este correcto
flujo y, como se ha sefalado antes, esta localizacion, estd mediada por un adecuado
trafico vesicular, Esto genera una interesante relacién entre los fendmenos de
gravitropismo y sefalizacion de auxinas con el fransporte polarizado de esias

hormonas y el frafico vesicular en el SE que permite que este transporte funcione.,

Sortin2 es un compuesto quimico sintético de baja masa molecular que causa la
alteracion del SE en levaduras (Norambuena y col., 2008). Sortin2 se identificé en una
investigacién en el area de la genomica quimica, en donde se analizaron cerca de
4.800 compuestos en busca de aquellos que causaran la secrecion de una proteina
localizada en la vacuola, carboxipeptidasa (CPY), hacia el medio extracelular en
levaduras. Catorce de los compuestos identificados lograron alterar la destinacion
normal de CPY hacia la vacuola y disponerla en el medio extracelular. Sortin2 es uno

de estos 14 compuestos que ademads, es bioactivo en la planta Arabidopsis thaliana.




~ o/

Plantulas de Arabidopsis germinadas en altas concentraciones de Sortin2 presentan
raices muy cortas (Zouhar y col., 2004). A nivel celular este compuesto altera la
morfologia de la vacuola y causa la secrecion del la proteina CPY de Arabidopsis en
raices e hipocétilo (Zouhar y col., 2004; Norambuena y col., resultados no publicados).
Analisis realizados en Arabidopsis y Nicotiana fabacum (tabaco), demuestran que
Sortin2 inhibe la germinacion del polen y altera la polaridad de la elongacién del tubo
polinico (Norambuena y col., resultados no publicados). Resultados preliminares de
nuestro laboratorio sugieren que Sortin2 altera la respuesta a la hormona auxina, ya
que inhibe el aumento de raices laterales y pelos radiculares en raices de Arabidopsis.
Ambos fenotipos estan fuertemente ligados a la hormona auxina (Rahman y col.,
2002). La inhibicion de la respuesta fisiolégica de la planta a auxina podria ser causado

por la alteracion que Sortin2 produce a nivel celular en el sistema de endomembranas.

Todos los antecedentes mencionados posicionan a Sortin2 como un compuesto
muy interesante de estudiar, ya que los fenotipos que fratamientos con este quimico
producen, poseen una estrecha relacidon con el SE y el establecimiento de polaridad

celular.
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Hipotesis

Sortin2 afectaria la sefalizacion de auxina al alterar la correcta localizacion de

las proteinas facilitadoras del transporte de auxina.

J

Objetivos

General
Caracterizar el efecto de Sortin2 en Arabidopsis thaliana analizando la
alteracion en la respuesta a auxinas v la localizacion de las proteinas facilitadores de

su transporte.

Especificos

1.- Describir fenotipicamente la aiteracion por Sortin2 en el desarrollo de
Arabidopsis thaliana.

2.- Analizar el efecto de Sortin2 en la respuesta a auxinas en plantas de A.
thaliana mediante un sistema reportero génico.

3.- Evaluar la aiteracion, por efecto de Sortin2, de la localizacidn de facilitadores

de auxina, en raices de Arabidopsis thaliana
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METODOS

2.1 Esterilizacion de semillas

Arabidopsis thaliana fue el modelo de estudio para todos los experimentos
realizados en este seminario de titulo. Las ventajas de usar esta planta como modelo
han sido ampliamente discutidas en la literatura cientifica {Lecnelli, 2007). Las semillas
de todas las lineas usadas fueron esterilizadas previamente a su uso mediante
protocolo estandar. El protocolo de esterilizacién consiste en los siguientes pasos: 1)
lavar las semiilas (300-600) con 1 mL de etanol 85% v/v (calidad analitica) durante 5
minutos en agitaciéon moderada. 2) luego incubar las semillas con 1 mL de solucion
etanol 70% viv - TX100 0,1% v/v por 15 minutos en agitacion moderada. 3) lavar con
1mL de agua estéril 5 veces, agitando brevemente entre cada lavado 4) guardar las
semillas en 1 mL de agua estéril a 4°C en oscuridad durante al menos 48 horas antes
de usar, con el objeto de estratificar las semillas antes de ser sometidas a los

tratamientos.

2.2 Cultivo de plantas

Se sembraban semillas de Arabidopsis thaliana tipo silvestre ecotipo Col0, de
las lineas transgénicas marcadoras de los facilitadores de auxina: PIN1:GFP 6
PIN2:GFP y de la linea con el sistema reportero génico DR5:GUS en medio solido de
cultivo (MC) de plantas (Medio de cultivo de planta Murashige y Skoog 0,44% m/v,
sacarosa 2% miv, fitoagar 0,7% mifv, 0,01% mioinositol m/v, MES 0,05% m/v, en pH

5.7) en placas de cultivo de plantas.

Las placas fueron dispuestas verticalmente para que las plantulas crecieran en

la superficie del medio de cultivo. Este tipo de metodologia es recomendado cuando las
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plantulas van a ser manipuladas durante los tratamientos, ya que permite traspasar la
plantula de un medio a otro sin provocar mayor dafio o deterioro. Todas las plantulas
fueron cultivadas en condiciones estandarés de crecimiento (22 °C y 16 horas de

fotoperiédo y a una intensidad luminosa de 18000 lux).

2.3 Tratamientos con Sortin2

Se preparaban soluciones de trabajo (ST) de Sortin2 100X. Las ST se diluyeron
100 veces en el medio de cultivo liquido. Asi, el medio contiene la concentracion de
Sortin2 deseada. Sortin2 esta disuelto en DMSO 100%, por fo que el medio de cultivo
contiene una concentracion final 1% viv de DMSO que no afecta el desarrollo de las
plantas (Zohuar y col, 2004). Por esto dltimo, la condicidon control, para todos los

analisis de los efectos de Sortin2, es medio de cultivo de plantas con DMSO 1%.

2.4 Tratamientos con hormonas auxinas

Las placas de tratamiento de hormonas auxinas se preparan disolviendo las
hormonas en el medio de cultivo. La auxinas usadas fueron la auxina natural acido
3-indol acético (IAA) y auxinas sintéticas, 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y éacido

1-naftaleno acético (NAA).

Para los tratamientos con IAA se preparaba una solucién stock 100 mM
disuelto en etanol. Se diluye posteriormente en agua hasta 1 mM y se diluye 100 veces
en el medio de cultivo, logrando una concentracion final de 10 uM, Para los
tratamientos con NAA 1 uM se prepara NAA 100 pM disuelto en agua y se diluye 100
veces en el medio de cultivo. Finalmente, para los tratamientos con la auxina 2,4-D, se
prepard una solucion de 2,4-D 100 yM en agua y se diluyd 200 veces en medio de

cultivo generando una concentracion final de 0,5 M.
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2.5 Tratamiento de oscuridad

Plantulas de la linea transgénica PIN2:GFP fueron crecidas por 7 dias en MC y
luego envueltas, durante 4 ¢ 24 horas, en papel aislante de la luz y dispuestas durante
el tratamiento a las mismas condiciones de luz y temperatura que fueron expuestas

durante el cultivo.

2.6 Analisis de la morfologia de A. thaliana

Para analizar la morfologia de las plantulas cuando son germinadas en Sortin2
se sembraron semillas de A. thaliana ecotipo Col0, pero en medios que contenian
Sortin2 a distintas concentraciones. Se usd medio de cultivo con Sortin2 a las
siguientes concentraciones finales: 5 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/imL y 75

ug/mL.

Después de 7 dias desde la siembra se fotografiaron las plantulas crecidas en
los distintos tratamientos. Se fotografié usando una lupa Olympus MVX10 asociada a
una camara Lelca MVX TVIXC aumentando la imagen 6.3 veces (1x0,63x10). Las
imagenes fueron luego procesadas con el programa computacional Macnification 1.5.1

{Orbicule® 2008).

2.7 Analisis de la respuesta a auxinas

Para la determinacion de los niveles de respuesta a auxina gque se producen en
distintos tratamientos se uso la linea transgénica DR5:GUS. Esta linea contiene el
promotor DR5 fusionada a GUS que codifica para la enzima R-glucoronidasa. El
promotor DR5 fue modificado genéticamente para mejorar su respuesta a auxina

(Ulmasov, 1997).
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Semillas de A. thaliana de la linea transgénica DR5:GUS fueron sembradas en
MC sélido e incubadas por 7 dias generando plantulas de aproximadamente 2 cm de
longitud. Las plantulas eran luego trasladas durante un periodo de 24 horas a placas de
tratamientos (figura 3B). Las placas de tratamiento son MC sélido que contiene una
concentracion final de: DMSO 1% (A1), Sortin2 50 pug/mL (A2), IAA 10 pM (A3), IAA 10

pM y Sortin2 50 pg/mL (A4) (figura 3B)

A ! Auxinas
) ?
Sortin2 =—i
s
Promotor que
responde a auxina Linea transgénica de
Arabidopsis DR5::GUS
Precipitado Azul
P o Ensayo Cualitativo
= _ Histoquimico
Producto
MUG Fluorescente Ensayo Cuantitativo
GUS Fluorométrico
_ —_—

Figura 3. A, Esquema de la estrategia usada para el analisis de la respuesta a
auxina. Las auxinas acido 3-indol acético (IAA), 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y acido
1-naftaleno acético (NAA) activan al promotor DRS5. Este promotor dirige la
transcripcion del gen GUS. La enzima codificada por GUS (R-glucoronidasa) tiene la
capacidad de modificar a los sustratos X-Gluc y MUG. Cuando X-Gluc es modificado se
genera un precipitado azul que permite identificar donde esta siendo transcrito el gen
GUS. Cuando MUG es hidrolizado se forma un producto fluorescente que nos permite
cuantificar los niveles de transcripciéon del gen GUS.



15

B 24 h

DMS8Ty,  MC gon Sortin2
CUItvG (MO) e i
A1 A2
.
MogMAA (iR
Plantulas de 7 dias @, P
A4

Figura 3. B, Esquema de la metodologia usada. Plantulas de A. thaliana fueron
sembradas en medio de cultivo sélido (MC) de plantas y luego trasladadas a: MC con
DMSO 1% (A1), MC con Sortin2 50 pg/mL (A2), MC con IAA 10 uM (A3), MC con IAA

10 uM y Sotin2 50pg/mL (A4). En el ensayo fluorométrico se analizaron también las
hormonas 2,4-D y NAA.
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2.7.1 Ensayo histoguimico
La enzima R-glucoronidasa tiene la capacidad de modificar al compuesto
X-Gluc y formar acido glucurénico incoloro vy un segundo producto insoluble y

coloreado (figura 3A).

Luego del tratamiento, las plantulas son cuidadosamente trasladadas a placas
con 2 mL de la solucién reveladora que contiene el sustrato X-gluc (X-gluc 1mg/mL,
tampdn de fosfato de sodio 0,1 M pH 7, EDTA 10 mM pH 8, TX-100 0,1% vfv, K-

ferricianida 2 mM, K-ferrocianida 2 mM) (figura 3A).

Para promover la entrada del sustrato X-Gluc al tejido se somete las placas a
vacio {15 Pa) por 15 minutos. Posteriormente se incuban las placas durante 48 horas a
37°C. Se detiene la reaccion retirando la solucion de sustrato y reemplazéndola por
etanol 70% agitando por 30 minutos con el objetivo de aclarar el tejido y permitir
observar de mejor manera la coloracién. Finalmente, las fotografias fueron tomadas
con camara comercial Canon de 8 Mpx. Las imagenes fueron luego procesadas

usando utilizando el programa computacional Macnification 1.5.1 (Orbicule® 2008)

2.7.2 Ensayo fluorométrico

Para cuantificar la activacion transcripcional del gen GUS se usd la propiedad,
de la enzima que codifica, de hidrolizar un sustrato comercial generando un producto
fluorescente (figura 3A). El sustrato es un analogo a X-Gluc y su nombre quimicc es
4-metil-umbeliferil-b-D-galactosa (MUG). El productio fluorescente que genera es

4-metil-umbeliferona (MU) (Fior y col, 2009).

En el ensayo fluorométrico se usaron, ademas de [AA, dos auxinas sintéticas.

Estas auxinas también actiian como activadores del sistema reportero DR5::GUS. Las
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3 auxinas utilizadas en el ensayo fluorométrico fueron: acido 3-indol acetico (1AA), 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y acido 1-naftaleno acético (NAA) {ver introduccién). Cada
una de las nuevas hormonas implica dos nuevas condiciones de fratamiento; medio de
cultivo con hormona y medio de cultivo con hormona y Sortin2. Las concentraciones
finales para cada uno de los tratamientos con cada una de las hormonas fueron: 10 yM
para 1AA, 1 yM para NAA v 0,5 pM para 2,4-D. Se usaron distintas concentraciones
debido a las diferentes potencias activadoras que estas hormonas poseen. Estas
concentraciones son las usadas por los investigadores del area para este tipo de

experimentos.

Los tratamientos realizados fueron: MC con DMSO 1%, MC con Sortin2 50
pgfmL, MC con [AA 10 uM. MC con IAA 10 pM vy Sortin2 50 pg/mL, MC con NAA 1 pM,
MC con NAA 1 uM y Sortin2 50 pg/mL, MC con 2,4-D 0,5 uM, y por dltitmo, MC con
24-D 0,5 pM y Sortin2 50 ug/ml. Se recolectd aproximadamente 14 mg de tejido
vegetal desde aquellas plantulas (6-8 unidades) sometidas a los tratamientos, las que
fueron depositadas en tubos y congeladas con nitrégeno liquido. Se agregd a cada
tubo 100 pL del buffer de extracelon (BE) de proteinas totales (tampén de fosfato de
sodio pH 7,1 50 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,1 % v/v, SDS 0,1 % m/fv, DTT & mM).
Se molio el tejido usando pistilos de homogenizacion y luego se centrifugd durante 10
minutos a 12000 rpm a 4° C. El sobrenadante era transferido a nuevos tubos vy

mantenido en refrigeracion a -80 ° C hasta su uso.

La reaccion enzimatica se realizd utilizando el protocolo adaptado de Jefferson
y col., 1987 en placas de microtitulaclon de 96 pocillos. La reaccién se llevo a cabo en
el BE con un volumen total de 250 pL y usandc 12 plL del extracto de proteinas. La

concentracion del sustrato MUG fue de 1 mM. La reaccion se incubd a 37° C. Para
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detener la reaccién se tomd 50 L de la reaccidn y se depositaron en 200 pL de una
solucion de carbonato de sodio 0,2 M. La reaccion se detiene por el brusce cambio de
pH que produce la solucion de carbonato de sodio. La reaccion se detuvo alos 0, 5, 15

y 30 minutos desde comenzada la reaccidn.

La fluorescencia se midid usando el filiro de excitacion 360/40 nm y capturando
la emisidon con el filtro 440/30 nm, ulilizando el fluorimetro lector de placas de

microtitulacion BioTek Synergy2 ®.

La cuantificacidn de proteinas totales de los extractos se realizd mediante el
método del acido bicinconinico (Pierce, Inc). Este método se basa en reduccién del ién
cuprico a cuproso provocade por proteinas (reaccién de Biuret), unido a una deteccién
colorimétrica, ya que la union del catién cuproso con el acido hicinconinico genera un

producto de coloracién purpura.

Los resultados de las actividades enzimaticas fueron corregidos por la cantidad
de proteina total presente en la muestra. Para esio, se dividid las unidades de
fluorescencia ohienidas en cada reaccidén por la masa de proteinas iotales en cada

ensayo.

Los datos fueraon, procesados graficados y analizados estadisticamente con el
programa computacional Graphpad Prism 5.0®. El andlisis estadistico que se aplict

fue ANOVA de dos vias con un n minimo de 4 y un P <0,05.
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2.8 Andlisis de la localizacion subcelular de los facilitadores de auxinas y de la
proteina de membrana BRI1

Para el analisis de la localizacion subcelular de los marcadores se uso
microscopia confocal. Se comparé la ubicacién de los marcadores en plantulas que
fueron sometidas a tratamientos con Sortin2 con aquellas que recibieron tratamiento

contral. El tratamiento control es medio de cultivo que contiene DMSO 1%.

Las observaciones se realizaron en la punta de la raiz de las plantulas,
enfocando el tipo celular {estela, endodermis, corteza, epidermis, cubierta lateral o
columela) dependiendo del marcador utilizado. PIN2:GFP se observd en epidermis y
corteza, que son las capas celulares de la raiz donde se ha descrito su localizacion de
tipo basal o apical dependiendo de la capa celular a observar. En el caso de PIN1:GFP
se observd, en cambio, las células de la estela donde esta descrita su localizacion

basal.

Las concentraciones finales de Sortin2 usadas fueron: 5 pg/mL, 10 ug/mL, 25

pg/mL, 50 pg/mL. Usando estas concentraciones se hicieron dos tipos de tratamientos:

1. Plantulas germinadas en las placas de tratamientos. Plantulas de 7 dias de
las lineas marcadoras PIN2:GFP y PIN1:GFP fueron obtenidas segun detalles

descritos en la seccién cultivo de plantas.

2. Plantulas de 7 dias trasladadas a placas de tfratamiento. Plantulas de 7 dias
de las lineas marcadoras PIN2:GFP y PIN1:GFP fueron trasladadas a placas de

tratamiento por periodos 6, 24 & 48 hrs.

Se uso6 el microscopio confocal Zeiss LSM 510, Se capturé la fluorescencia de

la proteina GFP en el rango 505-550 nm y se excito usando el laser de 488 nm. El
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analisis de las imagenes se realizd con los programas Macnification 1.5.1 (Orbicule®

2008) e Imagej 1.40 (Wayne Rasband, NIH, USA).
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RESULTADOS

3.1 Sortin2 altera el crecimiento y el gravitropismo en A. thaliana

Para analizar los efectos que Sortin2 provoca sobre el crecimiento de las
plantas, se sembraron semillas de A. thaliana en medio de cultivo (MC) que contenian
concentraciones crecientes del compuesto Sortin2. La condicion control corresponde,
para todos los experimentos que involucren a Sortin2, a MC con dimetilsulféxido
(DMSQ) 1% viv, ya que es la concentracién final de DMSO que poseen los
tratamientos con Sortin2. Esta concentracion de DMSO no altera el crecimiento normal

de las plantulas (Zouhar y col., 2004).

En la figura 4A se evidencia el efecto de Sortin2 sobre el tamafio de las
plantulas de 7 dias al compararlas con el crecimiento normal que se observa en la
condicion control. El tamafioc de las plantulas germinadas en Sortin2 decrece
considerablemente a medida que aumenta la concentracion del quimico (figura 4A).
Esto demuestra la dosis dependencia del efecto de SortinZ en el crecimiento de las
plantulas. La capacidad de modular el efecto provocado por Sortin2 sobre [as plantas,
es una de las caracteristicas mas ventajosas que se desprenden del uso de
compuestos provenientes de investigaciones en gendmica quimica, porque permite
estudiar un fenotipo de interés haciendo tratamientos con concentraciones subletales

del quimico de manera de controlar la severidad del fenotipo.

Las plantulas tratadas con concentraciones menores o iguales a 25 pg/mL de
Sortin2 mantienen una clara diferenciacion de las estructuras regulares de las

plantulas; cotiledones, hipocotilo y raiz. Las estructuras aéreas (hipocotio y
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cotiledones) de estas plantulas permanecen morfoldgicamente inalteradas a pesar que
el tamario de estas estructuras si se ve afectado. En las plantulas sometidas a 50y 75
ug/mL de Sortin2 se observa que la formacion de los cotiledones tampoco parece ser

alterado por Sortin2.

La raiz de las plantulas sometidas a 25 pg/mL de Sortin2 es notoriamente mas
pequeria que las que observamos en las plantulas que recibieron los tratamientos con
concentraciones menores del quimico. A una concentracion de 25 pg/mL, el quimico
altera, notoria y principalmente, el largo de la rajz. Las plantulas sometidas a
conceniraciones mayores de Soriin2 presentan una raiz alin mas pequefia que sera

analizada en la préxima seccion.

Es importante destacar que el fenotipo observado en plantulas silvestres
(ecotipo Col0) se obtiene también en plantulas de las lineas transgénicas que son
utilizadas en los resultados descritos en la seccién 3.5 hasta las seccidn 3.11. Esto
indica que el fenctipo causado por Sortin2 no depende del reservorio genético de las

planias.

En la figura 4A se aprecia también la presencia de plantulas que, al ser iratadas
con Sortin2, no se orientan con respecto al vector de gravedad (flechas negras), Esta
alteracion provocada por Soriin2 sdlo se aprecia usando concentraciones iguales ¢
mayores a 25 pug/mL. En el inserto de la fotografia a la condicién 25 pgfmL se observan
plantulas que crecieron en el sentido completamente opuesto al esperado, obteniendo

diferencias en la orientacién de crecimiento de las plantulas de hasta 180° respecto al

vector de gravedad (g {). Esta evidencia sugiere que Sortin2 esta afectandoe de alguna




23

manera la respuesta gravitrdpica, lo que no le permitiria a las plantulas orientarse

segln el vector de gravedad.

3.2 Sortin2 altera la morfologia de la raiz de A. thaliana

Como se comentd en la seccidn anterior, Sortin2 afecta mayormente el
crecimiento de la raiz. Para analizar en detalle la morfologia de la raiz de las plantulas,
se les observod utilizando lupa en aumente mayor. La figura 4B muestra en detalle como
se observa la raiz de una plantula germinada en Sortin2 al sépiimo dia de cultivo. A 25
pg/mL Sortin2 reduce a la raiz a una estructura con 3 raices, “tridentada“. Esta
estructura esta compuesta por la raiz principal y por dos raices mas, muy cercanas al
hipocotilo, llamadas raices adventicias. La flecha negra indica la rafz principal &
embrionaria y las flechas rojas sefialan el par de rajces adventicias. La formacién de
esta estructura de raiz no se observé en las plantulas de los tratamientos con Sortin2
50 pg/mL. El fenotipo de raiz que se observa en las plantulas iratadas con Sortin2 50
pg/mi, es mucho mas severo, donde la estruciura de la raiz esta practicamente
ausente. Esto dltimo también se observé en las plantulas germinadas en los

tratamientos con Sertin2 75 pug/mL.
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Figura 4. Sortin2 genera particulares fenotipos en A. thaliana. Las plantulas fueron
crecidas por 7 dias en medio de cultivo que contenia Sortin2. Se us6 concentraciones
finales del quimico desde 5 pg/mL hasta 75 pg/mL. La condicién control corresponde a
plantulas germinadas en medio de cultivo con DMSO 1%, ya que es la concentracion
final que alcanza el solvente de Sortin2 en las placas de tratamiento. A, Sortin2 altera
el crecimiento y el gravitropismo de plantulas de A. thaliana de 7 dias. Las
plantulas germinadas en Sortin2 muestran presencia de cotiledones, pero deterioro o
inclusive ausencia de la raiz. Las flechas negras indican los casos mas notorios de la
perdida del gravitropismo. Las fotografias fueron tomadas con aumento 6.3X. La

direccion y el sentido del vector de gravedad ( ,—é }) esta indicado a la izquierda.
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Control Sortin2
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Figura 4. Sortin2 genera particulares fenotipos en A. thaliana. Las plantulas fueron
crecidas por 7 dias en medio de cultivo que contenia Sortin2. Se usé concentraciones
finales del quimico desde 5 pg/mL hasta 75 pg/mL. La condicién control corresponde a
plantulas germinadas en medio de cultivo con DMSO 1%, ya que es la concentracion
final que alcanza el solvente de Sortin2 en las placas de tratamiento. B, Sortin2 altera
principalmente la morfologia de la raiz. Fotografias de la estructura de la raiz de
plantulas germinadas en MC con Sortin2 25 pg/mL y 50 pg/mL son dispuestas en
aumento menor (arriba) y mayor (abajo). En las raices sometidas a Sortin2 25 pg/mL
se denota una estructura “tridentada” con las flechas coloreadas. En Sortin2 50 pg/mL
es dificil distinguir la transicion entre el hipocétilo y la raiz. En esta fotografia se sefiala
con una flecha negra una zona de coloracién méas oscura que no se observa en las
otras condiciones. Las fotografias de la condicion control fueron adquiridas con
aumento 6.3X. Para las fotografias de los tratamientos con Sortin2 se usé 32X y 80X
de aumento. Todas las barras de tamafio equivalen a 1 cm.
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3.3 Sortin2 altera la respuesta a la auxina IAA

Las auxinas controlan diversos procesos fisiolégicos de las plantas a través de
su desarrollo. Como se mencioné en la introduccion, a nivel de la planta completa, se
sabe que estas hormonas tienen una influencia importante en procesos como la
dominancia apical, la iniciacién del crecimiento de la raiz y las respuestas trdpicas. Los
fenotipos observados en la figura 4A y figura 4B, sugieren que Sortin2 podria ejercer su

efecto sobre el correcto sefialamiento de la hormona auxina.

Para evaluar el efecto de Sortin2 en la respuesta transcripcional gatillada por
auxina se utilizé la linea transgénica reportera DR5::GUS {(Ulmasaov, 1997). Esta linea
posee una insercion que contiene una construccion en la que el promotor DR5, que es
activado por auxina, dirige la expresion del gen reportero GUS que codifica para la
enzima B-glucoronidasa. DR5 corresponde a una modificacion, mediante mutaciones
sitio dirigidas, de un promotor aislado desde Glicine max (soya) (Ulmasov, 1997). DR5
es altamente activo como promotor lo que permite que la linea DR5::GUS sea un il ¥
eficlente sistema reportero de la activacién transcripcional como respuesta a auxina

(Jefferson, 1987),

3.3.1 Ensayo histoguimico

El gen GUS codifica para la enzima B-glucoronidasa que es capaz de generar
un precipitado azul, facil de visualizar, a partir del sustrato acido 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-beta-D-glucurdnico (X-Gluc). Se usd la actividad enzimatica de la proteina GUS
como un indicador de la activacion del promotor DRS5, que se produce debido a la

sefializacion de auxina exdgena.
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El efecto de Sortin2 en la activacién del promotor DR5 es evaluado tratando a
plantulas de 7 dias durante 24 horas con diferentes tratamientos que permitan dar

cuenta de la activacién diferencial del promotor DRS5.

Los tratamientos se realizan con MC que contiene la auxina acido indol acético
(IAA) a una concentracion final de 10 pM y también con MC gque contiene una mezcla
de auxina 10 uM con Sortin2 a una concentracion final de 50 pg/ml. También se trat a
las plantulas con Sortin2 para poder analizar si es que el quimico activa al promotor
DRS por si solo. Las activaciones obtenidas se comparan con lo obtenido en la

condicién control,

Estas plantulas tratadas son [uego incubadas con una solucion reveladora que

contiene al sustrato X-Gluc, como se describe en la seccion de materiales y métodos.

En la figura 8 se muestran los resultados del ensayo histoquimico para [a
deteccién con p-glucoronidasa. El tratamiento con Sortin2 no es capaz de activar al
promotor DR5 (A1) como ocurrié cuando las plantulas fueron tratadas con la auxina
IAA (A3). Esto indica que Sortin2 no es un compuesto que tenga la propiedad de actuar
como auxina. Por el contrario, el promotor DRS no es activado en el tratamiento con
IAA en presencia de Sortin2 (A4), sugiriende que Sortin2 inhibe la activacién que IAA

provoca,




28

DMSO

IAA

Figura 5. Sortin2 inhibe la respuesta a IAA, determinado mediante el ensayo
histoquimico GUS. Se us6 la linea transgénica que contiene al sistema reportero
DR5::GUS. Plantulas de 7 dias de crecimiento fueron traspasadas a placas de
tratamiento (A1-A4) por 24 horas. Luego, las plantas fueron expuestas a la solucién
reveladora que contiene X-Gluc por 48 horas a 37° C. A1, plantulas tratadas en MC
con DMSO 1%. A2, plantulas tratadas en MC con Sortin2 50 pg/mL. A3, tratamientos
en MC con IAA 10 pM. A4, tratamientos en MC con IAA 10 MM junto con Sortin2 50
Hg/mL.
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3.3.2 Ensayo fluorométrico

Para cuantificar la inhibicién de la respuesta a auxina causada por Sortin2, se
uso la propledad de GUS de hidrolizar al sustrato 4-Metil-umbeliferil-b-D-galactosa
(MUG} hasta 4-metil-umbeliferona (MU). MU es un producto fluorescente que permite
cuantificar la activacion del gen reportero en las distintas condiciones de tratamiento.
Una mayor cantidad de MU registrado (mayor fluorescencia) es consecuencia de una
mayor concentracion de la enzima B-glucoronidasa que a su vez es producto de una
mayor activacion del sistema reportero DR5::GUS. Los ensayos se hicieron en extracto
de proteinas totales de plantas sometidas a los tratamientos con: Sortin2, auxina, y
simultaneamente auxina y Sortin2, de la misma manera que los tratamientos para el

ensayo histoguimico con X-Gluc (seccion 3.3.1)

Con el objetivo de caracterizar las condiciones del ensayo bioguimico se realizé
la medicion de la actividad de la enzima p-glucoronidasa a distintos tiempos de
reaccion. La cinética de conversion de MUG a MU catalizado por GUS es lineal, al

menos, hasta los 30 minutos de reaccion como se muestra en la figura 6.

Una vez corroborada la linearidad de la reacciéon dentro de este periodo de
tiempo, se procedid a cuantificar la activacion del sistema reportero DR5:GUS
sometiendo plantulas de 7 dias a los mismos tratamientos usados en el ensayo
histoquimico y midiendo la actividad enzimatica a los distintos tiempos, al igual que lo

descrito en figura 6.
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Figura 6. La cinética de la hidrélisis de MU a MUG, catalizada por la enzima p-
glucoronidasa, es lineal al menos hasta los 30 minutos de reaccién. El ensayo se
realizé con extracto de proteinas totales de plantas de 7 dias que fueron sometidas a
los distintos tratamientos por 24 horas. Los tratamientos son MC con DMSO 1%, MC
con Sortin2 50 pg/mL, MC con IAA 10 uM y por ultimo MC con IAA 10 uM junto con
Sortin2 50 pg/mL. La reaccién se detuvo al tiempo de reaccién 0, 5, 15 y 30 min. con
Na,CO; 0,2 M. La fluorescencia se midi6 usando el filtro de emisién 360/40 nm y el
filtro de excitacion 440/30 nM a 25 °C.

En la figura 7 se muestran los resultados del ensayo fiuorométrico deteniendo la
reaccion a los 15 minutos con alicuotas de exiracto de proteinas proveniente de

plantas que reciben los distintos tratamientos.

El mismo comportamiento que se document6 en el ensayo histoquimico es
observado cuantitativamente con este ensayo fluorométrico. Para facilitar el analisis,
los nombres de los tratamientos en este ensayo se corresponden con los usados en el
ensayo histoquimico. La incubacién con IAA 10 uM en el medio de cultivo es capaz de
activar al gen GUS, lo que se observé como un aumento de la fluorescencia (A3) con

respecto a lo regisfrado en las condiciones controles que corresponde a MC con DMSO
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1% (A1). Este experimento confirméd que Sortin2 no tiene la propiedad de actuar como
auxina (A2). Interesantemente, cuando se sometio a las plantas a MC con IAA 10 pM
junto con Sortin2 50 pg/mL, la activacion del sistema reportero disminuye a valores que
son estadisticamente similares a los observados en condiciones sin auxina exdgena
(A1 y A2). Lo anterior indicaria que Sortin2 inhibe completamente la activacion del

sistema reportero DR5::GUS causado por [AA.

En el inserto de la figura 7 se grafican los resultados relativizando al grado de
activacion del sistema reportero DR5:GUS, obtenidos al tratar las plantulas en MC con
IAA 10 pM, asumiendo el valor 1. La induccion del sistema reportero cae
aproximadamente 5 veces cuando el MC contlene la hormona [AA junto con el quimico
Sortin2 (IAA+S2). La condicién control (DMSO) presenta el mismo nivel de induccion
que la observada en plantulas tratadas con hormona y quimico, indicando que el

quimico lleva la induccién del sistema DR5:GUS a niveles basales.
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Figura 7. Sortin2 inhibe completamente la respuesta a IAA, medido mediante
ensayo cuantitativo. El ensayo se realizé con extracto de proteinas totales de plantas
de 7 dias que fueron sometidas a los distintos tratamientos (A1-A4) por 24 horas. La
fluorescencia obtenida se midié a los 15 minutos de iniciada la reaccién. La
fluorescencia se midié usando el filtro de emision 360/40 nm y el filtro de excitacion
440/30 nM a 25 °C. El grafico se construyd usando los resultados de dos experimentos
independientes con dos réplicas cada uno. A1, plantulas tratadas con DMSO 1% viv.
A2, plantulas tratadas con Sortin2 50 pg/mL. A3, tratamientos con IAA 10 uM. A4,
tratamientos con IAA 10 uM junto con Sortin2 50 pg/mL. Los datos fueron sometidos al
andlisis estadistico ANOVA de dos vias, usando el programa computacional GraphPad
Prism®. Con esto se resolvid que los valores asignados con una letra a mindscula no
son significativamente diferentes con un P < 0.05 y usando un n=4. El valer asignado
con [a letra b si es significativamente distinto de todos los valores a. El inserto
compara la activacién del gen GUS relativa a la obtenida en tratamientos con I1AA 10
HM. Tratamientos con IAA 10 pM junto con Sortin2 50 pg/mL logra reducir la activacion
a los mismos niveles que los obtenidos en condiciones control (MC con DMSO 1% viv).
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3.4 Sortin2 altera la respuesta de IAA, NAAy 2,4-D

Para evaluar si la inhibicion causada por Sortin2 es especifica para la
sefializacion de 1AA o bien es, en general, para moléculas con actividad auxina, se
evaluo el efecto de Sortin2 en la activacion del sistema reportero DR5::GUS provocado
por dos auxinas sintéticas. Las auxinas usadas fueron acido 1-naftaleno acético (NAA)
y 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Si Sortin2 es selectivo para inhibir sélo la respuesta
de IAA, seria sugerente de que el quimico podria estar formando algun complejo o
modificando a |AA, disminuyendo su concentracion efectiva en la plantula. En cambio,
si la inhibicion de Sortin2 es general para otras auxinas sugiere que Sortin2 estaria

afectando mecanismos de sefializacion en comun entre las hormonas.

En plantulas tratadas con MC que contiene NAA 1 pM (A5) 6 2,4-D 1 uM (A7)
se produjo una activacion génica similar a la obtenida con [AA 10 uM (Ad enfigura 7 y
5). El andlisis estadistico muestra que la activacion producida, a las concentraciones
usadas, por las tres hormonas auxinas, son significativamente iguales (letra b sobre la

barra en la figura 8).

De manera muy interesante, cuando las plantulas son tratadas con MC con
cualquiera de estas auxinas junto con Sortin2 50 ng/ml, la activacion del sistema
DR5:GUS que se cuantifico cayd hasta los niveles observados en las condiciones

donde no se agregd hormona exégenamente (A1 y A2) (letra a sobre la barra).
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Figura 8. Sortin2 inhibe la respuesta a las auxinas IAA, NAA y 2,4-D. Se sigui6 el
mismo procedimiento descrito en la figura 7. Las concentraciones finales usadas de
Sortin2 para todos los tratamientos fue de 50 pg/ml. Se usé concentracion final de IAA
de 10 gM, NAA de 1 upM y 2,4-D 1 uM. A1, plantulas tratadas en MC con DMSQ 1%
viv. A2, plantulas tratadas en MC con Sortin2. A3, tratamientos en MC con |AA. A4,
plantulas tratadas en MC con IAA junto con Sortin2. A5, plantulas tratadas en MC con
NAA. A8, plantulas tratadas en MC con NAA junto con Sortin2. A7, pléntulas fratadas
en MC con 2,4-D. A8, plantulas tratadas en MC con 2,4-D junto con Sortin2. El gréfico
se construydé usando los resultados de dos experimentos independientes con dos
replicas cada uno. L.os datos fueron sometidos al andlisis estadistico ANOVA de dos
vias, usando el programa computacional GraphPad Prism®. Con esto se resolvié que
los valores asignados con una letra a mindscula no son significativamente diferentes
con un P < 0.05 y usandoc un n=4. El valor asignado con |a letra b si es
significativamente distinto de todos los valores a.
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3.5 | ocalizacién de los facilitadores de auxina PIN1 y PIN2 fusionado a la
proteina reportera GFP en condiciones controles.

El primer paso en la sefializacion de ias auxinas es su transporie hasta el lugar
donde ejerzan su efecto. Las auxinas viajan a través de la planta mediante un
mecanismo de transporte polarizado, que requiere la intervencion de proteinas
facilitadoras de influjo/eflujo de auxina. Las proteinas facilitadoras de eflujo son
principalmente los miembros de la familia PIN, dentro de las cuales PIN1 y PIN2 son

las mas estudiadas.

Para analizar si 1a inhibicién que Sortin2 presenta sobre la respuesta a auxina
se debe a una deslocalizacion de las proteinas facilitadoras, se requiere en primer
lugar analizar la localizacion de estas proteinas en nuesiras condiciones de estudio
controles. Para ello, se usaron las lineas transgénicas de A. thaliana PINZ:GFP vy
PIN1:GFP, que corresponden a la mutante funcional pin complementada con la version
silvestre del gen, fusionada a la proteina reportera GFP y controlado por el respectivo

promotor enddgeno.

Ambas lineas transgénicas o marcadoras, son usadas en las proximas
secciones para observar la localizacion subcelular de los facilitadores de auxina

cuando plantulas son tratadas con Sortin2.

En la introduccion se mencioné que estos facilitadores pueden ubicarse
principalmente en ciertas caras de la membrana plasmatica, generando el fendmeno
flamado localizacion polar de los facilitadores de auxina. Para verificar la localizacion
descrita en Ia literatura de los facilitadores PIN1 y PIN2 bajo nuestras condiciones de

estudio, se observaron al microscopio confocal plantulas de 7 dias de crecimiento en
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condiciones controles. Con esto se pretende determinar en qué grupo celular o plano

focal es mas facil denotar la localizacién polar.

En la figura 9A se muestra la localizacion de los facilitadores de auxina PIN2
mediante una coleccion de imagenes tomadas por microscopia confocal de la punta de
la raiz. La coleccion de imagenes corresponde a una serie de imagenes adquiridas en
distintos planos focales de la raiz. Cada plano focal esta separado por una distancia de
1,2 um del anterior. En todos los planos focales se observa la localizacion de PIN2 en
la membrana plasmatica. A medida que avanzamos en los planos focales, (mayor
profundidad en el eje Z), notamos un cambio en como se dispone la fluorescencia de la
proteina reportera de PIN2 (figura 9A). Para analizar mejor esta situacion se utilizé un
codigo de colores, segun una escala arbitraria, para definir a cada piano focal y luego
se superpusieron todos en una sola imagen (figura 9B). Al observar la figura 9B,
notamos que ciertos colores se denotan en el centro de la imagen (morados) y otros en
los bordes (blanco). Para percibir lo que esto implica, se generd una reconstruccion
tridimensional con la coleccian coloreada y luego, se obtuvo un corte transversal del
modelo (inserto de la figura 9B). La conformacién concava del corte transversal nos
confirma la localizacion, de la proteina PIN2, en las capas celulares periféricas de la
raiz, epidermis y corteza, y concuerda con [o observado en la superposicion de las
imagenes de la coleccion, En la imagen de la figura 9B es posible distinguir la
presencia de cuerpos intracelulares que corresponderian a cuerpos endosomales
seglin lo que ha sido descrito en la bibliografia (Geldner y col., 2001). Es posible
observar también la localizacion polar de PIN2, en la membrana, cuando prestamos
atencion a los planos focales tomados a mayor profundidad en el gje Z y que estan

coloreados en blanco.
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En la figura 9C se presenta la coleccion de iméagenes obtenidas con plantulas
de la linea transgénica PIN1:GFP. Las imagenes muestran una porcion central de la
punta de la raiz. El facilitador de auxina PIN1 se localiza en la cara basal (hacia el
apice de |a raiz). Las imagenes obtenidas presentan notorias diferencias a medida que
se varia el plano focal, Los primeros planos (1-3) permiten observar en detalle la
localizacion polar de la proteina PIN1 en la membrana plasmatica. Al igual que PINZ2,
en las células jévenes de la corteza, PIN1 se localiza primordialmente en la cara
inferior (basal) de la membrana plasmatica. En otros planos focales como el 8, también

podemos notar esta polarizacion en las lineas celulares de los bordes de la imagen.
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Figura 9. La localizacion polar de los facilitadores de auxina es mas notoria en
algunos planos focales. Plantulas de las lineas transgénicas PIN2:GFP y PIN1:GFP
fueron crecidas por 7 dias en MC y luego montadas en MC liquido en un portaobjeto y
observadas al microscopio confocal excitando con 488 nm y capturando la
fluorescencia en el rango de 505-550 nm. A, Coleccién de imagenes de la punta de
la raiz de plantulas de la linea PIN2:GFP. La coleccion abarca desde el primer plano
focal donde se observa florescencia hasta el ultimo plano en donde el laser ya no
puede seguir excitando la proteina GFP. La distancia entre cada plano focal es de 1,2
pm. La barra de tamafio representa 30 pm.
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Figura 9. La localizacion polar de los facilitadores de auxina es mas notoria en
algunos planos focales. Plantulas de las lineas transgénicas PIN2:GFP y PIN1:GFP
fueron crecidas por 7 dias en MC y luego montadas en MC liquido en un portaobjeto y
observadas al microscopio confocal excitando con 488 nm y capturando la
fluorescencia en el rango de 505-550 nm. B, Suma de los imagenes en A en un sélo
plano focal. Cada plano focal es coloreado segin una escala arbitraria y luego
sumadas en un solo plano focal. En el inserto se observa un corte transversal de la
reconstruccioén tridimensional que se obtuvo con la coleccién de imagenes en A.
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Figura 9. La localizacién polar de los facilitadores de auxina es mas notoria en
algunos planos focales. Plantulas de las lineas transgénicas PIN2:GFP y PIN1:GFP
fueron crecidas por 7 dias en MC y luego montadas en MC liquido en un portaobjeto y
observadas al microscopio confocal excitando con 488 nm y capturando la
fluorescencia en el rango de 505-550 nm. C, Coleccién de imagenes de una seccién
de la punta de la raiz de PIN1:GFP. La coleccién muestra un acercamiento a la
porcién central de la punta de la raiz. La distancia entre cada plano focal es de 1,04
pm. La barra de tamario representa en ambas colecciones a 15 um.
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3.6 Sortin2 altera la localizacion subcelular de PIN2 en plantas germinadas en
tratamientos con el quimico.

Considerando que Sortin2 aliera el crecimiento de la raiz y que ademas inhibe
la sefializacion causada por auxinas, es importante analizar el efecto de Sortin2 sobre
la localizacion subcelular de los facilitadores que median el transporte de éstas.
Plantulas gue fueron germinadas en las mismas condiciones que las expuestas en la
figura 4, se observaron al microscopio confocal. Se observaron solo aquellas

condiciones en donde aun es posible obtener una rafz bien definida (ver figura 4).
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Control Sortin2 (5 pg/ml) Sortin2 (10 pug/ml) Sortin2 (25 pug/ml)

Figura 10. Sortin2 altera la localizacién subcelular de PIN2 y la orientacién en la
division celular. Plantulas de 7 dias de la linea PIN2:GFP, germinadas en
tratamientos con Sortin2 a distintas concentraciones, fueron observadas mediante
microscopia confocal. La plantulas fueron montadas en MC liquido en un portaobjeto y
observadas al microscopio confocal excitando con 488 nm y captando la fluorescencia
en el rango entre 505-550 nm. Las concentraciones finales de Sortin2 en el medio de
cultivo son indicadas en la parte superior y un acercamiento para la condicién control y
la condicion Sortin2 25 pg/mL, es mostrado para evidenciar la pérdida de la localizacién
de PIN2. Los resultados corresponden a imagenes representativas de 2 experimentos.
Las barras de tamafio estan indicadas.
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La localizacién de PIN2 observada en plantulas crecidas en 5 pg/mL vy 10
pg/mL es principalmente en la membrana plasmaética (figura 10). En las plantulas
sometidas a 5 pg/mL, se hace evidente la pérdida de los planos de divisién de las
células de la punta de la raiz. De manera muy interesante, cuando las plantulas son
germinadas en 25 pg/mL se observa PIN2 localizado en ambos compartimentos: la
membrana plasmatica y el citoplasma (flechas rojas en el zoom de la figura 10). Sin
embargo, la fluorescencia a nivel citoplasmético se observa como un patron difuso a
diferencia de la condicion control en el que PIN2 esta localizado en cuerpos

intracelulares que corresponderian a endosomas (zoom de la figura 10).

3.7 Sortin2 altera la localizacién polar de PIN2 en plantas de 7 dias tratadas con
Sortin2

Con el objetivo de descartar que la deslocalizacién de PIN2 en tratamientos con
Sortin2, mostrada en la seccion anterior, se explique por diferencias en el estadio de
desarrollo de [a raiz, se analizé el efecto de Sortin2 sobre PIN2:GFP en plantulas
adultas que luego son tratadas con el quimico. Este tratamiento es equivalente al que
se usd para observar la inhibicion causada por Sortin2 de la respuesta a auxina, es
decir, tratamientos de 24 horas con Sortin2 a plantulas de 7 dias crecidas en

condiciones normales.

Cuando las plantulas son tratadas en MC con Sortin2 25 ug/mL se observa que
la localizacion polar de los facilitadores se altera, como se aprecia en la imagen de la
figura 11. Comparar los insertos de esta figura ayudan a percatarse de la diferencia en
la localizacion de la proteina PIN2, Mientras en la condicion encontramos PIN2
predominantemente en la cara apical, en el tratamiento observamos que la proteina

PIN2 se localiza apolarmente en todas las caras de la membrana plasmatica,
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sugiriendo fuertemente que el mecanismo que permite la localizacién polar de los

facilitadores esta siendo alterado por el quimico.

Tratamiento por 24 horas

Sortin2 (25 ng/mil)

Figura 11. Sortin2 altera la localizaciéon polarizada de PIN2 en la membrana
plasmatica. Plantulas de 7 dias de la linea PIN2:GFP, germinadas en MC fueron
dispuestas durante 24 horas a tratamientos con Sortin2 25 pyg/mL y luego observadas
con microscopia confocal. Las plantulas fueron montadas en MC liquido en un
portaobjeto y observadas al microscopio confocal excitando con 488 nm y captando la
fluorescencia en el rango entre 505-550 nm. El experimento se repiti6 3 veces
analizando al menos 3 plantulas en cada oportunidad. El inserto en la parte inferior
izquierda es un extracto de la imagen grande que evidencia la alteracién de la
localizacion polar de los facilitadores de auxina PIN2. Las barras de tamafio estan
indicadas. Las flechas rojas se orientan hacia la punta de la raiz.




45

3.8 Sortin2 localiza a PIN2 en compartimentos intracelulares en plantas de 7 dias
tratadas con Sortin2

De manera muy interesante, bajo las mismas condiciones de la seccidn anterior,
otro interesante fenotipo se observo al analizar las imagenes de las plantulas que
recibieron tratamiento. Como se observa en la figura 12, PIN2, bajo la accién de
Sortin2, se localiza en compartimentos intracelulares de tamafo mayor a los
compartimentos endosomales. Los insertos de la figura 12 permiten apreciar la notable
diferencia que existe entre la condicion control y el tratamiento. De manera muy
interesante, los dos fenémenos de alteracion de polaridad y acumulacién intracelular,

no se observan simultaneamente en las mismas células.
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Tratamiento por 24 horas

Control Sortin2 (25 ug/ml)

Figura 12. Sortin2 localiza al facilitador de auxina PIN2 en compartimentos
intracelulares de gran tamaiio. Plantulas de 7 dias de la linea PIN2:GFP, germinadas
en MC fueron dispuestas durante 24 horas a tratamientos con Sortin2 25 ug/mL y luego
observadas con microscopia confocal. Las plantulas fueron montadas en MC liquido en
un portaobjeto y observadas al microscopio confocal excitando con 488 nm y captando
la fluorescencia en el rango entre 505-550 nm. El experimento se repiti6 3 veces
analizando al menos 3 plantulas en cada oportunidad. El inserto a los costados es un
extracto de la imagen que evidencia la presencia de esta acumulaciéon de PIN2 en
cuerpos intracelulares de tamafio mayor que los endosomas. Las barras de tamafio
estan indicadas en la imagen. Las flechas rojas se orientan hacia la punta de la raiz.
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3.9 Tratamientos con oscuridad, al igual que Sortin2, localizan a PIN2 en
compartimentos intracelulares

Recientemente ha sido demostrado que la luz juega un papel fundamental en la
regulacidn de la distribucion intracelular del facilitador de eflujo PIN2 (Laxmi y col.,
2008). Cuando plantas crecidas en luz son sometidas a tratamientos de oscuridad se
detecta localizacién de PIN2 en compartimentos vacuolares. Para analizar si ios
compartimentos subcelulares observados con tratamientos de Sortin2 , son similares a
los que se originan por tratamientos con oscuridad, observamos con microscopia
confocal a plantulas de 7 dias que son expuestas a 4 y 24 horas de tratamiento con

oscuridad.

En la figura 13 se muestran las imégenes de 3 plantas distinias incubadas en
oscuridad durante 4 horas y comparadas con la condicién control en la que se
mantienen en luz. PIN2 en el tratamiento de oscuridad es Inducido a localizarse en
compartimentos intracelulares de tamafio mayor que los endosomas. En la imagen
central de las controles (luz) se observa un plano focal donde los endosomas son
facilmente identificables (flechas rojas). Los cuerpos identificados con flechas amarillas
en los fratamientos con oscuridad son notoriamente mas grandes que los endosomas
(flechas rojas). Estos cuerpos de gran tamafio se localizan, al igual que los cuerpos

ocasionados por efecto de Sortin2, en las cercanias de la membrana plasmastica.
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Luz

Oscuridad

Figura 13. Tratamientos con 4 horas de oscuridad inducen localizacién del
facilitador de auxina PIN2 en compartimentos intracelulares de gran tamafio.
Plantulas de 7 dias de la linea PIN2:GFP fueron germinadas en MC, luego sometidas a
tratamientos de oscuridad por 4 horas y observadas mediante microscopia confocal.
Se presentan imagenes de 3 plantas distintas con diferente aumento. Las plantulas
fueron montadas en MC liquido en un portaobjeto y observadas al microscopio confocal
excitando con 488 nm y captando la fluorescencia en el rango entre 505-550 nm. El
experimento se repitié 3 veces analizando al menos 3 plantulas en cada oportunidad.
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3.10 Sortin2 induce localizacién de PIN2 en compartimentos intracelulares de
bajo tamaiio en plantas de 7 dias tratadas con Sortin2

Cuando las plantulas de 7 dias son tratadas con Sortin2 por periodos entre 6-48
horas, se observa que la localizacién de PIN2 no solo se ve alterada provocando
perdida de polaridad Y cuerpos intracelulares similares a los observados en
tratamientos con oscuridad, sino que también, un aumento en la cantidad y el tamarfio
de cuerpos intracelulares similares a endosomas. La figura 14A muestra la localizacion
de PIN2 en condiciones controles. En Ia figura 14B se demuestra nuevamente |a dosis
dependencia del efecto de Sortin2 toda vez que el fenotipo no aparece sino hasta en
los tratamientos por 48 horas. PIN2 a las 6 horas de tratamiento con Sortin2, no
presenta localizacion alterada. Por otro lado, a las 24 horas se nota la presencia de
muchos cuerpos endosomales propios de la localizacion de PIN2. Solo cuando
ascendemos a 48 horas de tratamiento PIN2' se localiza rodeando al niicleo, porgue no
€ superponen al vacio central que se observa en varias de las células de la imagen de

las plantulas tratadas durante 48 horas,
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Control

Figura 14. Sortin2 localiza al facilitador de auxina PIN2 en compartimentos
intracelulares de tamafio similar al de endosomas. Plantulas de 7 dias de la linea
PIN2:GFP fueron germinadas en MC y luego sometidas a tratamientos con Sortin2 por
distintos periodos de tiempo. Se presentan imagenes de 3 plantas distintas sometidas a
6, 24, 48 horas en tratamientos con Sortin2. A, Condicion control tratadas en MC
con DMSO 1%. Las plantulas fueron montadas en MC liquido en un portaobjeto y
observadas al microscopio confocal excitando con 488 nm y captando la fluorescencia
en el rango entre 505-550 nm. Las flechas rojas se orientan hacia la punta de la raiz.
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Sortin2 (25 ug/ml)

Figura 14. Sortin2 localiza al facilitador de auxina PIN2 en compartimentos
intracelulares de tamaiio similar al de endosomas. Plantulas de 7 dias de la linea
PIN2:GFP fueron germinadas en MC y luego sometidas a tratamientos con Sortin2 por
distintos periodos de tiempo. Se presentan imagenes de 3 plantas distintas sometidas a
6, 24, 48 horas en tratamientos con Sortin2. B, Tratamientos con Sortin2 25 ug/ml.
Las observaciones fueron hechas igual que en A. El experimento se repitié6 3 veces
analizando al menos 3 plantulas en cada oportunidad. Las flechas rojas se orientan
hacia la punta de la raiz.
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3.11 Sortin2 induce la deslocalizacién de PIN1 en plantas germinadas en los
tratamienios con el quimico.

Para analizar que la alteracién que Sortin2 provoca sobre la localizacion del
facllitador de auxina PIN2, puede ser un efecto general sobre otros miembros de la
familia PIN, se observo el efecto de Sortin2 en la localizacién de PIN1:GFP. Para ello
plantulas de la linea transgénica PIN1:GFP fueron germinadas en tratamientos con

Sortin2 a distintas concentraciones.

La localizacion de PiIN1, como se observa en la figura 15A, se ve muy alterada
cuando las plantulas son germinadas en presencia de Sortin2. PIN1 en gran parte de
las células no se encuentra en la membrana plasmatica, sino que acumulado en
cuerpos intracelulares que rodean a la porcién central de las células, donde estaria
ubicado el ntcleo de la célula. Sin embargo, en algunas células, PIN1 permanece en la

membrana plasmatica.

La localizacion de PINT también es alterada por efecto de tratamientos con
Sortin2 cuando se tratan con el quimico a plantulas de 7 dias germinadas en MC. En la
figura 15B se presentan las imagenes que demuestran la alteracion de la localizacion
de PIN1. Tanto en los tratamientos con Sortin2 25 ug/mL como en 50 ug/mL
observamos la presencia de cuerpos intracelulares que no estan presentes en el
control. Se muestran imagenes adquiridas en un plano focal equivalente para hacer

evidente que los cuerpos que se presentan son efecto de los tratamientos con Sortin2.
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A  Control Sortin2 (50 pg/ml)

Figura 15. Sortin2 altera la localizacién de PIN1. Plantulas, germinadas o tratadas en
Sortin2, de la linea PIN1:GFP fueron montadas en MC liquido en un portaocbjeto y
observadas al microscopio confocal excitando con 488 nm y captando la fluorescencia
en el rango entre 505-550 nm. A, Plantulas germinadas en los tratamientos con
Sortin2. Se observaron plantulas germinadas en MC con Sortin2 50 pg/mL.
Acercamientos de cada imagen son mostradas para observar de mejor manera las
diferencias en la localizacion.
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B Tratamiento por 24 horas

Control Sortin2 (25 pg/ml) Sortin2 (50 pg/ml)

Figura 15. Sortin2 altera la localizacion de PIN1. Plantulas, germinadas o tratadas en
Sortin2, de la linea PIN1:GFP fueron montadas en MC liquido en un portaobjeto y
observadas al microscopio confocal excitando con 488 nm y captando la fluorescencia
en el rango entre 505-550 nm. B, Plantulas de 7 dias tratadas con Sortin2. Plantulas
germinadas en MC fueron dispuestas durante 24 horas en tratamientos con Sortin2 25
y 50 pg/mL. El experimento se repiti6 3 veces analizando al menos 3 plantulas en cada
oportunidad. Las barras de tamafio estan indicadas.
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3.12 Sortin2 altera la localizacién de la proteina receptora de brasinostercides
BRI1

Para analizar si el efecto de Sortin2 es especifico sobre proteinas que estan
involucradas con el fransporte de auxina, se analizo Ia localizacion de otra proteina de
membrana plasmatica, el receptor de brasinosteroides BRI1. Este receptor se localiza
en la membrana y presenta también, al igual que PIN1 y PIN2, reciclaje endocitico,

usando como intermediario al sistema endosomal.

Se analizaron plantulas de la linea transgénica BRI1:GFP germinadas en
tratamientos con Sortin2 usando microscopia confocal. La figura 16 muestra imagenes
de la punta de la raiz de plantulas germinadas en tratamientos de Sortin2 50 pg/mL, en
donde podemos observar que Ia localizacién del receptor de brasinosteroides es en la
membrana plasmatica, pero también en cuerpos intracelulares de gran tamafio que
estan resaltados en la imagen con flechas rojas. En las imagenes de la condicién
control no se identifican cuerpos del tamafio de aquellos observados en el tratamiento.
Si encontramos en la condicién control la presencia, como es de esperar, de cuerpos
endosomales. Sortin2, entonces, altera la localizaciéon no soélo de facilitadores de
auxina, sino que también de proteinas de membrana que poseen, al igual que PINs, un

mecanismo de reciclaje endocitico.
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Control Sortin2 (25 pg/ml)

Figura 16. Sortin2 altera la localizacion de la proteina receptora de
brasinosteroides BRI1. Plantulas de la linea transgénica BRI1:GFP fueron crecidas
por 7 dias en MC con Sortin2 25 ug/ml y luego montadas en MC liquido en un
portaobjeto y observadas al microscopio confocal excitando con 488 nm y capturando
la fluorescencia en el rango de 505-550 nm.
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DISCUSION

4.1 Sortin2 genera particulares fenotipos en A. thaliana

La severidad de la alteracién que provoca Sortin2 en las plantulas crecidas en
presencia del compuesto no es homogénea a través de la planta. Sortin2 altera
notablemente el crecimiento de la raiz, pero no posee, en cambio, un drastico efecto en
la constitucion de los cotiledones. Esto podria estar indicando que los mecanismos
celulares que se ven afectados por Sortin2 tienen mayor incidencia en el desarrollo de
la regiéon subsuelo que en las partes aéreas de la planta. Uno de los fendémenos
fisiologicos de importancia para las plantas, que comunica a estas dos regiones de la
planta, es el transporte de las auxinas desde la zona principal de sintesis, en la parte
aérea, hasta la punta de la raiz. Las auxinas son las tnicas hormonas del crecimiento
de plantas que se movilizan polarmente de célula a célula con la mediacion de
proteinas facilitadoras (Taiz y Zeiger, 2006). Cuando las plantas son sometidas a
inhibidares del transporte polar (PAT) como la droga brefeldina A (BFA) se observan
fenotipos similares a los observados bajo tratamientos con Sortin2 en cuanto a la

morfologia de la planta y la perdida de su respuesta gravitropica.

Sortin2 no soélo tiene un efecto en plantas germinadas en tratamientos con este
quimico sino que también tiene un efecto al tratar plantulas, indicando que su efecto es
inducible. Tanto la interferencia de la respuesta a auxina como la deslocalizacion de
PIN1T y PIN2, que causa Sortin2 fue analizado en planiulas desarrolladas en
condiciones controles y luego tratadas con Sortin2. Ademas datos gue no se mostraron
en este seminario de titulo indican que el efecto de Sortin2, en terminos de la perdida

de la respuesta gravitropica y la inhibicién del crecimiento de la raiz, ocurren en plantas
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adultas también. Se podria concluir, entonces, que el efecto de Sortin2 no se produce
exclusivamente en estadios tempranos de desarrollo y que los fenotipos producidos a

nivel de toda la planta y subcelularmente son inducibles.

El efecto de Sortin2 no sélo es inducible, sino que ademas es reversible. La
deslocalizacion del facilitador PIN2 se revierte cuando las plantas son dispuestas en
una condicion control luego de ser tratadas con Sortin2, demostrado por datos que no
fueron expuestos en este seminario de titulo. La reversibilidad de su efecto se observa
también en términos del crecimiento de la raiz (Zouhar y col., 2004). Reversibilidad e
inducibilidad son caracteristicas que le permitirian a Sortin2 ser usado como una
herramienta en investigaciones en biclogia celular vegetal, al producir efectos que son
dificiles o imposibles de lograr mediante genética convencional, considerando Ila

letalidad que tienen las mutantes en componentes del SE.

En levaduras, Sortin2 altera el sistema de endomembranas causando la
secrecion de la proteina CPY al medio extracelular {(Norambuena y col., 2008). Los
autores de Zouhar y col., 2004 describieron que Sortin2 altera la biogénesis de la
vacuola en células de plantulas de Arabidopsis. En conjunto esta evidencia indicaria
que el mecanismo afectado por Sortin2 se encuentra a nivel subcelular por lo que se
requeriria, entonces, que éste compuesto ingrese a la célula vegetal. La estructura
quimica de! compuesto Sortin2 posee una region polar y una regién apolar (figura 17),
lo que le otorga afinidad por sistemas tanto hidrofilicos como hidrofébicos. La presencia
de estos dominios, es sugerente de que éste compuesto es capaz de difundir por el

tejido, entrar a la célula y producir su efecto a nivel celular.
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Figura 17. Estructura quimica de Sortin2. En circulo rojo se muestra sobre la
estructura quimica de Sortin2 hasta donde se extienden la region polar y la apolar. La
presencia de esta ultima indicaria que el compuesto quimico podria atravesar la
membrana plasmatica.

El desarrollo de plantas, esta controlado por una exquisita regulacion de
diversas hormonas como auxinas, brasinosteroides, etileno, citoquininas, acido
abscisico, giberelinas, etc. Usualmente el control de las respuestas fisiologicas esta
dado por un equilibrio entre dos o mas hormonas. En una investigacion futura seria
interesante estudiar efecto de Sortin2 sobre vias de sefalizacién de hormonas distintas
de auxina, ya que el compuesto Sortin2 podria afectar también la sefializacion de otras
hormonas (ademas de auxina). Resultados de este seminario de titulo muestran que
Sortin2 altera la localizacion del marcador BRI1:GFP. BRI1 es un receptor de
brasinosteroides y esta involucrado en la sefializacion de esta hormona. Se sabe que el
trafico endocitico de este receptor es importante en la transduccion de la sefal
hormonal. El hecho de que Sortin2 altere localizacion de BRI1 resulta ser una evidencia
que sustenta la importancia de analizar el efecto de Sortin2 en la sefializacién de los

brasinosteroides en plantas.
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Diversas razones apoyan estudlar el efecto de Sortin2 en la transduccion de
sefales de auxinas. En primer lugar, los fenotipos de inhibicidn del crecimiento de la
raiz y pérdida del gravitropismo que Sortin2 provoca en las plantas tratadas, estan
fuertemente ligadas con el sefialamiento de auxinas. Drogas como brefeldina A y
wortmanina alteran el cotrecto transporte de auxinas y producen fenotipos con las
mismas caracteristicas. Por Gltimo en Vieten y col., 2007, se plantea que el comun
denominador de los diversos procesos fisiolgicos en los que participan las auxinas, es
el mecanismo PAT. Como se observd en este seminario de titulo, PAT se ve afectado
por accion de Sortin2, en términos de la localizacidn de los facilitadores de auxina PIN1
y PIN2, lo que sugtere que Sortin2 afecta a PAT explicando los fenotipos obtenidos en

la planta.

4.2 Sortin2 inhibe la respuesta a auxina.

La evaluacion de la capacidad de Sortin2 de Inhibir la activacion del promotor
DR5, causada por auxina, se logré con el sistema reportero GUS. Este sistema fue
propuesto por Jefferson y col., 1987 y desde entonces ha sido ampliamente utilizado en
plantas como un sistema reportero de expresion génica. GUS es una enzima estable,
cuya actividad no ha sido detectada en plantas. El ensayo enzimético de GUS es
sencillo y ademas actlia sobre una variedad de sustratos con disponibilidad comercial
(Jefferson y col., 1988). Uno de los inconvenientes del ensayo histoquimico de GUS es
gue es cualitativo y por tanto los resuitados estan sujetos a la capacidad dei
observador de diferenciar la intensidad de la coloracion. Por eso, los resultados se

complementaron con un ensayo cuantitativo que usa a MUG como sustrato.

Utilizando el ensayo cuantitativo fluorométrico existe la posibilidad de que la

enzima reportera 3-glucoronidasa (GUS) esté siendo directamente inhibida por Sortin2,
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por ejemplo par unién quimica al sitio activo de la enzima. En nuestro laboratorio, sin
embargo, se provd que Sortin2 también disminuye los niveles de respuesta a auxina
usando plantas que usan como reportero a la proteina fluorescente verde (GFP) en vez
de a la enzima GUS (sistema reportero DR5::GFP). Dado que Sortin2 tiene el mismo
efecto usando dos proteinas reporteras distintas seria muy improbable que el efecto
observado sea debido en [os niveles de respuesia auxina sea por un mecanismo de

inhibicién directa de la proteina reportera.

La inhibicion que causa Sortin2 es sobre la auxina exdgena aplicada en el
tratamiento. Independiente del tipo de auxina usada, sintética ¢ natural, sabemos que
son capaces de activar al promotor DR5, ya que aumentan la activacion 5 veces con
respecto a la condicion control. La auxina exdgena, entonces, tiene la capacidad de
ingresar a la planta y ser conducida hasta donde ejerza su efecto; activar al promotor

DRS5.

Los tratamientos con Sortin2 no muestran diferencias con la condicién control
indicando que éste no incide en la activacion de! promotor DR5. Con esto se descarta
la posibilidad de que el compuesto Sortin2 esté compitiendo con [a auxina. Un mismo
sitio de unidn en la molécula receptora podria estar siendo compartido por auxina y
Sortin2, pero ya que éste no activa la sefial de auxina, es méas probable que Sortin2
inhiba la sefalizacién en un punto previo de la via, como lo es la movilizacion de la

auxina hasta el lugar de accion fisiologica.

Todas las auxinas, sintéticas o naturales, provocan el mismo efecto fisiologico a
pesar de las diferencias que poseen en su esfructura quimica. Para evaluar el efecto

de Sortin2 sobre la respuesta a auxina fue necesario usar diferentes concentraciones
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de estas hormonas, para lograr la misma activacién de DR5. Esto indica que ciertas
auxinas tienen una potencia activadora mayor que ofras, Las concenfraciones
escogidas son extensamente usadas en la literatura para evaluar los efectos

fisiologicas de las hormonas (Rahman y col., 2002).

4.3 Localizacion de facilitadores de eflujo PIN1 y PIN2

La localizacion polar de los facilitadores de efiujo es un fendémeno muy bien
descrito (Kleine-Vehn y Friml, 2008; Feraru y Friml, 2008), pero su visualizacién se
puede ver dificultada por variaciones técnicas al momento de tomar las imagenes en el
microscopio confocal. Por eso fue importante realizar estudios de localizacion en
condiciones controles antes de analizar los efectos provocados por Sortin2 en la
localizacion polarizada de estas proteinas. En las colecciones en el plano Z de
PIN2:GFP y PINT:GFP, los facilitadores estén localizados de una manera polar. Esa
polarizacion se hace méas evidente en ciertos planos focales que en ofros. En algunos
planos focales pareciera no observarse esta polarizacion, pero es justamente en estos
planos donde se permite observar mas detalles intracelulares. Dhonukshe, y col, 2007
demuestraron la endocitosis de facilitadores PIN usando para sus analisis
microscopicos justamente estos planos focales donde la localizacion polar no se puede
apreciar. Por todo esto, las comparaciones entre plantas tratadas con Sortin2 y control
fueron realizadas usando los mismos parametros de manipulacion del microscopio

confocal. Se considerd también comparar planos focales analogos.

Como se comentd antes, brefeldina A (BFA) produce efectos fisiologicos
similares a los que produce Sortin2; pérdida de gravitropismo e inhibicion del
crecimiento de la raiz. Subcelularmente, BFA altera la localizacion de PIN1 localizando

a esta proteina en cuerpos intracelulares denominados cuerpos de BFA en donde PIN1
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se acumula (Geldner y col., 2001). Los cuerpos encontrados en presencia de Sortin2
presentan una morfologia distinta a los cuerpos observados en tratamientos con BFA.
Por lo tanto, Sortin2 y BFA tienen un efecto distinto y por tanto probablemente un

blanco celular y molecular distinto.

La proteina GNOM codifica para una regulador del transporte vesicular y es el
blanco molecular de BFA en plantas (Geldner y col, 2001). En efecto, mutantes gnom
no presentan localizacion polar de los facilitadores de eflujo PIN1. BFA y Sortin2
alteran la localizacion de los facilitadores de eflujo, sin embargo provocan acumulacion
de los facilitadores de auxina en cuerpos distintos lo que sugiere que sus blancos
moleculares serian distintos. Si bien se desconoce el blanco molecular de Sortin2,

nuestros resultados sugieren que seria uno distinto a la proteina GNOM.

Sortin2 afecta la localizacién polar de PIN1 y PIN2 y mas aun, esta alteracion se
produce también en otras proteinas de membrana como BRI1. Tanto BRI1 como PIN1
y PIN2 reciclan a través de la via endocitica, entre la membrana plasmatica y el
sistema endosomal (Geldner y col., 2007). Sortin2, entonces, estaria afectando el

trafico que existe entre estos dos compartimentos.

Los tratamientos con oscuridad inducen la acumulacion de PIN2 en la vacuola.
Los autores de Laxmi y col, 2008 probaron usando inhibidores de sintesis de proteina
que la destinacion de PIN2 a vacuola se produce, a pesar de la inhibicion de la sintesis
de novo. Este antecedente sugiere que la proteina que se acumula proviene desde el
pool que se encuentra en la membrana plasmatica. Los fratamientos con Sortin2
provocaron que PIN2 se acumule en compartimentos que se asemejan a vacuola. Mas

interesante aln, cuando observamos la aparicion de cuerpos intracelulares de gran




64

tamafio, no se observa simultineamente una notoria presencia de PIN2 en la
membrana plasmatica, sugiriendo que el trafico desde la membrana es el que esta

siendo afectado, al igual que en tratamientos con oscuridad.

Sortin2 altera la biogénesis de vacuola en plantas e induce, en levaduras, el
trafico al medio extracelular de la proteina con destinacion a vacuola CPY. Ambos
procesos, biogénesis de vacuola y destinacion de CPY, se llevan a cabo usando los
componentes de la via secretoria del SE (flecha punteada amarilla en la figura 18). Por
otro lado, resultados de este seminario de titulo muestran la capacidad de Sortin2 de
alterar la via endocitica del SE (flecha punteada roja en la figura 18) induciendo la
acumulacian de proteinas PIN en cuerpos intracelulares similares a vacuola, fenomeno
que también es inducido por los tratamientos con oscuridad. Considerando el efecto de
Sortin2 sobre tanto la via endocitica como la secretoria, seria sugerente que Sortin2
podria alterar a mecanismos compartidos entre estas dos vias, El componente del SE,
que intersecta las vias secretorias y endociticas, es el compartimento pre-vacuolar

(PVC).

En la figura 18 se presenta un modelo que esquematiza el mecanismo por el
cual Sortin? estaria actuando. Como se mencioné anteriormente, Sortin2 provoca una
alteracion del trafico vesicular del sistema de endomembranas. La alteracion en el SE
provoca una deslocalizacion de las proteinas facilitadoras PIN, io que alteraria el
transporte de la hormona auxina y por tanto su sefializacion. Esto se reflejaria a nivel

fenotipico en el organismo completo.
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Pared Celular PIN, BRIl

Sortin2 o ——
" Membrana Plasmitica

SISTEMA DE ENDOMEMBRANAS

_—

TRANSPORTE POLARIZADO DE AUXINAS -~

SENALIZACION DE AUXINAS

Figura 18. Modelo propuesto del mecanismo de accién de Sortin2. Sortin2 provoca
una alteracién en el trafico vesicular del sistema de endomembranas (SE). El blanco
celular de Sortin2 que se propone es el compartimento pre-vacuolar (PVC), por ser un
componente del SE que participa tanto en el trafico endocitico como secretorio, ambas
vias alteradas por Sortin2. Una alteracién en el trafico del SE provoca la localizacién
anormal de los facilitadores PIN. Esto impide el correcto establecimiento del transporte
polarizado de auxinas, afectando su sefializacion e imposibilitandolas a ejercer el
efecto fisiologico sobre el desarrollo de la planta.



CONCLUSIONES

1. Sortin2 altera el crecimiento y la morfologia de plantulas de A. thaliana
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2. Sortin2 inhibe el crecimiento de la raiz y altera la respuesta graviirépica en A.

thaliana.

3. Sortin2 inhibe completamente la respuesta a auxina exogena, a nivel

transcripcional, reportado por el sistema reportero DR5:GUS. Esta inhibicion se

produce tanto sobre auxinas naturales; IAA, como sintéticas; NAA 'y 2,4-D.

4. Sortin2 afecta la localizacion subcelular de [os facilitadores de eflujo, PIN1 ¥

PINZ.

5. Sortin2 altera la localizacion polar del facilitador de eflujo PIN2 y ademas causa

1a acumulacion de este facilitador en compartimentos semejantes a vacuola.

6. Sortin2 no es especifico para los facilitadores PIN, sino que ademas altera la

localizacion de otras proteinas de membrana que también reciclan a

compartimentos endosomales como BRI1.

7. Sortin2 altera la localizacion de BRI1 sugiriendo que otras sefializaciones,

distintas de auxina, estan siendo aiteradas.
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