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RESUMEN

Ei desarrollo del Sistema Radicular de una planta ocurre post embrionariamente y esta
dirigido por un programa enddgeno y por la integracién de sefiales ambientales, lo que
permite al individuo explorar de manera continua el medio circundante en busca de
nutrientes y le permite anclarse a la matriz. La organogénesis de raices laterales es el
principal determinante para el establecimiento de nuevas configuraciones del Sistema
Radicular. El factor de transcripcion bZIP25 de Arabidopsis thaliana se reporté como
regulador negativo de [a ruta de trafico endocitico a nivel celular, tanto como del
desarrollo de raices laterales. Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales
bZIP25 participa del desarrollo de raices era desconocido. En esta investigacion se
{Jtiiiié la linea pérc'iicja de funcién de bZIP25, bzip25-2, y se generd unha linea sobre
expresora de bZiP25 fusionada a GFP para estudiar el desarrollo de raices laterales
dependiente de este factor de transcripcién. Los resultados aquf presentados entregan
evidencia que indica a la regulacién del desamrollo de raices laterales dependiente de
bZIP25 no se relaciona con un desbalance de auxina, hormona que dirige los
principales procesos de desarrollo de una ralz lateral. Observamos que la aceleracién
del trafico vesicular entre la Membrana Plasmatica y la Vacuola se relaciona
directamente con la mayor densidad de raices laterales detectadas en la linea bzip25-
2. Particularmente, nuestros datos indican que bZIP25 regula negativamente la
Endocitosis Mediada por Clatrina (EMC). En concordancia, el desarrollo de raices
laterales se ve mas inhibido en la linea sobre expresora de bZ1P25 respecto a la linea
silvestre en presencia del inhibidor de la EMC TyrA23, de manera inversa a lo
observado para bzip25-2, la cual es menos sensible. La sobre-expresion de bZIP25 en

la linea bzip25-2 muestra que bZIP25-GFP presenta una la localizacion subcelular




ABSTRACT

The plant radicular system has a post-embryonic developing and it is driven through an
endogenic system and by environmental signal integrations, allowing to the plant to
explore the surrounding environment [ooking for nutrients and anchoring on a matrix.
The lateral root organogenesis is the main determinant to the new configurations of the
Radicular System. The transcription factor bZIP25 of Arabidopsis thaliana is described
as a negative regulator of the endocytic trafficking at cellular level and also of the lateral
root development. However, the mechanisms through bZIP25 in involved on root
development was unknown. This research used the bZIP25 loss of function line,
bzip25-2, and it was generated an over-expressor line of bZIP25-GFP on the bzjp25-2
background to study the dependence of lateral root development on this transcription
factor. Our resulis give evidence that indicate that.lateral root development depends on
bZIP25 thruough a mechanism not related to auxin, a hormone that drives the main
lateral root development processes. In addition, the accelerated vesicular trafficking
through the plasma membrane and the vacuole is directrtly related to the higher lateral
rood density in bzip25-2 line. Particularly, our data sh(;ws that bZIP25 regulates
negatively the Clathrin Mediated Endocytosis (CME). Accordantly, the lateral root
development is more inhibited under Tyr23A, a CME inhibitor, in the bZIP25 over-
expressor line than in the wild-type line, inversely bzip25-2 is less sensitive. bZIP25
over-expression on the bzjp25-2 background shows a nuclear subcellular localization
and rescue all the phenotypes associated to the bZIP25 loss of function, verifying the

regulatory function of bZIP25 over these phenotypes.
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INTRODUCCION

Tal como en gran parte de los organismos multicelulares el plan corporal de una planta
se establece durante la embriogénesis. Sin embargo, en vegetales, a diferencia de lo
reportado para metazoos, la mayoria de los érganos y tejidos propios del organismo
adulto surgen post-embrionariamente y su desarrollo se prolonga a lo large de todo el
ciclo de vida del individuo (Jurgens, G., 2003). Esta caracteristica es de vital
importancia para las plantas, pues les permite explorar continuamente el medio
circundante para asegurar el contacto con fuentes nutricionales esenciales y sobrellevar
cambios ambientales abruptos (Ruiz-Herrera, L. y cols., 2015; Li, X. y cols., 2015)

constituyendo la principal estrategia evolutiva para sostener un estilo de vida sésil.

En una planta se distinguen dos regiones principales de desarrollo: aérea vy
subterranea. A nivel subterraneo los érganos predominantes son las rajces, las que en
conjunto forman el sistema de raices o Sistema Radicular (SR). El SR es esencial para
la captura de agua y nutrientes, p.rovee de anclaje y soporte mecanico, y puede servir
como importante érgano de almacenaje en algunas especies (Malekpoor Mansoorkhani,
F. y cols.,, 2014). La eficiencia en estos parametros estd determinada por la
configuracion espacial del SR, denominada Arquitectura del Sistema Radicular (ASR),
que delimita el volumen de suelo explorado por la planta (Satbhai, S. y cols., 2015) y

representa uno de los principales gjemplos de plasticidad morfolégica post-embrionaria.
1.1.- Sistema Radicular de Plantas Dicotiledoneas

En plantas dicotileddéneas el eje principal del SR esta formado por la Raiz Principal
(RP). Este ¢rgano posee un nicho de células troncales en su épice denominado

meristema apical de la raiz que se establece duranie la embriogénesis y permite la




progresion de su crecimiento (Dolan, L. y cols., 1993). La raiz de dicofiledoneas
presenta multiples tipos celulares que se organizan como una serie de cilindros
concéntricos en torno a un cilindro central formado por el tejido vascular (Cederholm, H.
y cols., 2012). Ademas, la raiz presenta un perfil longitudinal de crecimiento en el que
se deﬁnep tres regiones: la zona meristematica, donde predomina la proliferacion
celular sobre la elongacién celular; la zona de elongacién, donde predomina un rapido
crecimiento longitudinal de las células y se inicia su diferenciacion; y la zona de
diferenciacién, donde las células alcanzan completamente la madurez (lvanov, V. &

Dubrovsky, J., 2013).

Desde la RP se desarrollan distintos 6rdenes de raices secundarias denominadas
raices laterales, las cuales imitan tanto el patrén de crecimiento como la organizacion
celular de la RP (Péret, B. y cols., 2009). Las raices-laterales constituyen el principal
mecanismo de modificacion de la ASR y, por lo tanto, constituyen un componente activo
de plasticidad del SR y un atractivo blanco para gatillar medificaciones que impacten

positivamente en el crecimiento de la planta.
1.2.- Desarrollo de Raices Laterales en Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana es el organismo modelo por excelencia para la investigacion en
biologia vegetal (Koornneef, M. & Meinke, D., 2010). En consecuencia, los significativos
progresos realizados en el campo de la regulacién y desarrollo de Raices Latérales

derivan de los estudios realizados en este modelo.

Las Raices Laterales de Arabidopsis se originan a partir de la capa celular interna de la
RP denominada periciclo, la cual rodea al cilindro de tejido vascular {(Dolan, L. y cols.,

1993). Sélo las células del periciclo que limitan con los polos del xilema estan




involucradas en la iniciacion de la Raiz Lateral (Parizot, B. y cols., 2008). Este
subconjunto de células, denominadas células fundadoras, conservan un estado
“mitético competente” tras dejar el meristema apical de la raiz por lo que han sido
consideradas como una extensién del meristema (Casimiro, 1. y cols., 2003; Atta, R. y

cols., 2009). El desarrollo de una Raiz Lateral comienza cuando dos células fundadoras
adyacentes sufren una division asimétrica anticlinal’ dando lugar a dos células cortas y
dos células alargadas, entonces las células cortas inician nuevas rondas de divisiones
(Casimiro, . y cols., 2003; Péret, B. y cols., 2009) tras lo cual, las células se dividen
periclina[mente2 formando una capa de células internas y otra externa. Nuevas
divisiones aumentan ei ndmero celular y dan lugar a una estructura con forma de domo
denominada Primordio de Raiz Lateral, el cual iras sobrepasar distintas etapas de

crecimiento emerge atravesando las capas celulares externas de la raiz parental

(Vilches-Barro, A. & Maizel, A., 2015) dando lugar a una Rafz Lateral Emergida (Figura
1)

1.- La deposicién de la nueva pared celular es perpendicular al eje longitudinal de |a raiz parental.
2.- La deposicion de la nueva pared celular es paralela al eje longitudinal de la rafz parental.




Lateral root developmental stages
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Figura 1. Organogénesis de una Raiz Lateral (RL) en A. thaliana. En A se muestra el
esquema de una Raiz Principal, el corte longitudinal (arriba a la derecha) y la seccién
transversal (abajo a la derecha). En amarillo se muestra la capa del periciclo desde donde
comienza el desarrollo de una RL. En B se muestran las distintas etapas de crecimiento de
un primordio de raiz lateral. En C se muestra una planta de Arabidopsis en la que multiples
raices laterales han emergido desde la Raiz Principal (cabeza de flecha naranjas).
Modificado desde: http://www.botinst.uzh.ch/en/research/cellbiology/vermeer/research.html.

1.3.- Auxina y el Desarrollo de Raices Laterales

En Arabidopsis la organogénesis de una raiz lateral es regulada coordinadamente por
sefiales ambientales y hormonales (Fukaki & Tasaka, 2009; Mounier, E. y cols., 2014;
Ramireddy, E. y cols., 2014). Dentro de estas Ultimas la hormona auxina cumple un
papel critico, pues la sefalizacion mediada por auxina es fundamental en cada una de

las etapas de desarrollo de una raiz lateral (Péret, B. y cols., 2009).

La percepcion de auxina ligada al programa de desarrollo de una raiz lateral ocurre en
el nucleo de la célula a través de una via de sefializacion basada en la degradacion de
represores transcripcionales. En presencia de bajas concentraciones de auxina

miembros de la familia de represores transcripcionales AUX/IAA (AUXIN/INDOLE-3-




ACETIC ACID) forman un heterodimero con factores de transcripcion del tipo ARF
(AUXIN RESPONSE FACTOR) impidiendo la transcripcion de genes especificos de
respuesta auxina (Tiwari, S. y cols., 2001; Tiwari y cols., 2004). En contraparte, altas
concentraciones de auxina promueven la unién de esta hormona a los receptores de
auxina F-box, TIR1 y AFBs, que forman parte del complejo E3 ubiquitin ligasa
SCFTRAB (Cardozo, T. & Pagano, M., 2004). Este complejo tiene como blanco las
proteinas AUX/IAA (Gray y cols., 2001), las que tras ser ubiquitinadas son
subsecuentemente dirigidas a degradacién en el proteosoma, permitiendo la des-
represion de las proteinas -ARF y, consecuentemente, la transcripcion de sus genes
blancos. Esta via de sefalizacién es comtinmente denominada “Via de Sefializacion

Canonica de Auxina”.

Dependiendo del umbral de concentracién de auxina alcanzado en la célula, el
complejo SCFT™8_guxina presenta diferentes afinidades por distintos miembros de la
familia AUX/IAA, permitiendo la degradacion diferencial de los represores y, con ello,
activando diferentes programas transcripcionales (Zenser, N. y cols., 2001, Calderon
Villalobos, L. y col., 2012; Shimizu-Mitao, Y. & Kakimoto, T., 2014). Coherentemente, el
estudio de lineas de Arabidopsis mutantes para diversos componentes descritos dentro
de la Via Canodnica de Sefializacién de Auxina presentan defectos a diversos niveles en
el transcurso de la organogénesis de una Raiz Lateral (Péret, B. y cols., 2009) dando
cuenta de la importancia de la sefalizacion mediada por esta hormona, ademés de
revelar la temporalidad en que diversos componenies moleculares participan en el

desarrollo de estos drganos.




1.4.- La Modulacién del Sistema de Endomembranas participa en el Desarrollo de

Raices Laterales
1.4.1.-Generalidades del Sistema de Endomembranas

Independiente de.su origen filogenético las células eucariontes presentan una
compleja compartimentacion de las membranas intracelulares, que delimitan organelos
funcionalmente distintos, y cuya identidad se sustenta, principalmente, en su
composicion proteica y lipidica. El conjunto de estos compartimientos membranosos
coneciados fisicamente, o a través de un trafico altamente regulado de vesiculas se
denomina Sistema de Endomembranas y es esencial en la sintesis, destinacion,
entrega y degradacidn de macromoléculas dentro de la célula (Contento A. & Bassham

D., 2012).

En plantas el Sistema de Endomembranas incluye al Reticulo Endoplasmatico (ER), el
Aparato de Golgi (GA), los Endosomas Tempranos o Red Trans-Golgi (TGN/EE), los
compartimientos post TGN/EE que incluyen el Compartimiento Pre-vacuolar, conocido
también como Endosomas Tardios o Compartimientos Multivesiculares (PVC/ILE/MVB),

Vacuola (V) y la Membrana Plasmatica (PM).

El movimiento de vesiculas entre estos compartimientos puede ser funcionalmente
dividido en dos rutas principales de trafico: la via secretoria y la via endocitica. En la via
secretoria, protefnas y lipidos sintetizados de novo en el ER, y que no cuentan con
ninguna sefial de retencién a este organelo, frafican al GA, principalmente. El GA esta
constituido por una serie de cisternas proximas entre si, funcionalmente separadas,
donde las macromoléculas son sometidas a progresivas y secuenciales modificaciones

(Nickel, W. & Wieland, F., 1998) lo que condiciona su retencion al GA, tréfico retrogrado




al ER, o trafico anterégrado a compartimientos tardios como TGN/EE, PVC/LE/MVB o
la PM (flechas azules en la figura 2). En direccion inversa, la via endocitica involucra la
internalizacién de moléculas desde el espacio extracelular a través de la formacion de
una vesicula de PM, que circunscribe tanto cargos solubles como unidos a membrana
(Robinson D. y cols., 2008; flechas rojas en la figura 2). Las vesiculas endocitadas,
denominadas endosomas, son enviadas al TGN/EE desde donde los cargos pueden re-
dirigirse a la PM, lo que involucra el paso por un compartimiento especializado
denominado “Endosoma de Reciclaje (RE)’, o traficar a compartimientos tardios como

PVC/LE/MVB, para luego ser enviados a la vacuola para su degradacion o almacenaje.




Figura 2. Sistema de Endomembranas de Célula Vegetal y Rutas de Tréafico. Los
principales componentes del Sistema de Endomembranas incluyen la Membrana
Plasmatica (MP), el Reticulo Endoplasmético (ER), el Aparato de Golgi (GA), la Red
Transgolgi/fEndosomas Tempranos (TGN/EE), Endosomas de Reciclaje (RE), el
Compartimiento Prevacuolar/Endosomas Tardios/Complejo Multivesicular
(PVCILE/MVB) y Vacuolas (V). Las flechas azules describen la ruta secretoria y las
flechas rojas la ruta endocitica. N corresponde al nicleo celular.

1.4.2.- Auxina modula la internatizacién de Membrana Plasmatica

Los niveles intracelulares de auxina dependen fundamentalmente de los
facilitadores de eflujo-de auxina denominados PIN ubicados en la MP (Pétrasek, J. y
cols, 20086). Estas proteinas son sometidas de manera constitutiva a la internalizacion y
reciclaje desde y hacia la MP, lo que constituye un mecanismo central para la
regulacion del transporte de auxina (Geldner, N. y cols, 2001; Geldner, N. y cols, 2003).
Dentro de las vias de trafico para la internalizacion de componentes de MP reportados
en eucariontes, la Endocitosis Mediada por Clatrina (EMC) es predominante y de las
mejores descritas (Kirchhausen, T. y cols, 2014), las protefnas PIN son blanco de este
mecanismo de endocitosis (Dhonukshe, P. y cols, 2007). Auxina inhibe la EMC
impidiendo la internalizacién de las proteinas PIN regulando su abundancia en la MP,
controlando de este modo su propio eflujo desde la célula (Paciorek, T. y cols, 2005). El
mecanismo por el cuél auxina modula esta via de tréfico no ha sido completamente
descrito, pero se ha sugerido que involucra a un receptor de auxina ubicado en la
vecindad de la MP denominado ABP1 (AUXIN BINDING PROTEIN 1; Robert, S. y cols,
2010). La aiteracion del ciclaje constitutivo de las proteinas PIN producto de la
modulacion de la EMC o a través de la alteracién de los componentes que participan en
la via de sefializacion dependiente de ABP1 conducen a defectos en la organogenesis

de raices laterales (Lin, D. y cols, 2012; Chen, X. y cols, 2012; Wang, C. y cols, 2013).




1.5.- bZIP25 es un regulador negativo de la Via de trafico endocitico y del

desarrollo de Raices Laterales.

Los Factores de Transcripcién (FT) son ésenciales en la regulacién de la expresion
génica, participando, en consecuencia, virtualmente en todos los procesos biologicos.
Los FT del tipo bZIP se encuentran presentes en todos los eucariontes y se
caracterizan por contar en su estructura con un dominio integrado por una region basica
para la unién con el DNA y un cierre de leucina implicado en la dimerizacidn entre
miembros de la familia bZIP (Landschulz, W. y cols., 1988). En plantas el papel de
diversos bZIPs ha sido descrito, implicandc su funcion en la regulacion de la defensa a
patégenos, sefializacién a diversos tipos de esirés, maduracion de la semilla vy
desaffollo floral, eritfe otros (Jakoby, M. ¥ cols., 2002; Corréa, L. y €ols., 2008). En
Arabidopsis |a familia de FT del tipo bZIP incluye 75 miembros los que de acuerdo a.sus
caracteristicas estructurales se encuentran clasificados en 10 grupos (Jakoby, M. y
cols., 2002). En particular, el FT bZIP25 de Arabidopsis pertenece al grupo C de la
familia bZIPs que se caracterizan por compartir una alta homologfa con el bZIP de maiz
OPAQUE2, involucrado en:la regulacién de genes que participan en el almacenaje de
proteinas en la semilla (Schmidt, R. y col, 1992). En Arabidopsis bZIP25 posee
funciones homc’flogas a OPAQUE?2 regulando genes semilla especificos involucrados en

el almacenaje de proteinas (Lara, P.y cols., 2003).

Por otro lado, bZIP25 fue caracterizado como un regulador negativo del trafico
endocitico en Arabidopsis (Pizarro, L. tesis doctoral, 2015). La linea mutante pérdida de
funcion de bZIP25, bzip25-2, muestra una toma acelerada de MP a través de la ruta
endocitica, en comparacién con el tipo silvestre y consecuentemente conduce. a un

marcaje mas temprano de la membrana de [a Vacuola mediante el uso de trazadores




endociticos. Durante el estudio de bZIP25 se observd, ademas, que la linea bzip25-2
presenta una mayor densidad de raices laterales comparada con el tipo silvestre
(Pizarro, L. tesis doctoral, 2015). Estos fenotipos podrian asociarse a la regulacion de
auxina de la EMC a través del receptor ABP1. Este receptor actita como un regulador
positivo de la endocitosis (Robert, S. y col., 2010; evaluado a través de la
internalizacién de las protelnas PIN1, PIN2 y el trazador FM4-64), ademés, las lineas
afectadas en la sefializacion rio abajo de ABP1 presentan un aumento en la densidad
de las raices laterales en comparacién a plantas silvestres (Lin, D. y col., 2012; Chen,
X. y col., 2012). Sin embargo, la linea bzip25-2 presenta niveles de transcritos de ABP1
equivalentes a los del tipo silvestre (datos Dra. Lorena Pizarro, no publicado) sugiriendo
que la via auxina-ABP1 no esta involucrada en el fenotipo de raices laterales

. F

observados.

La aceleracién del trafico endocitico ha sido implicada en el desarrollo de raices
laterales, Pérez-Henriquez y cols (2012) reportaron que la droga Sortin2 induce la
aceleracion del trafico endocitico en direccién a la Vacuola y, ademas, gatilla un
aumento en el desarrollo de raices laterales independiente del receptor de auxina
SCFTRAFB | 3 induccion de raices laterales dependiente de Sortin2 depende del trafico
a la Vacuola (Pérez-Henriquez, P. y cols., 2012) pues Sortin2 no logra superar [a accion
del inhibidor de la enzima Fosfatidilinositol-3-kinasa, Wortmanina (Robinson D. y col,,
2008) un eficiente inhibidor del trafico a la vacuola (da Silva, L. y col, 2005). Por tanto,
ila aceleracion del trafico endocitico a la Vacuola participa en la organogénesis de
Raices Laterales, lo que permite sugerir una relacién causal enire la regulacion de

bZIP25 del desarrollo Raices Laterales y la modulacion del tréfico endocitico.
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Se estudio la expresion de bZIP25 en la raiz de Arabidopsis por medio de [a base de

datos de microarreglos eFP (hitp://www.bar.utoronto.ca) estos datos revelan un

enriquecimiento de la expresion en la RP, particularmente, en la zona del meristema y
la zona de elongacién, en ambas regiones la exp;esic'm sigue un patrén radial con los
mayores niveles entorno a los haces vasculares, y los niveles mas bajos en la
epidermis. A nivel del meristema auxina gatilla la-destinacion de las células fundadoras
de una raiz lateral (Péret, B. y col., 2009) por lo que considerando la expresién de
bZIP25 en esta region, seria posible sugerir un papel, directo o indirecto, de este factor
de transcripcién en la organogénesis de raices laterales. Adicionalmente, se estudio la
respuesta de la RP de finea bzip25-2 ante un estimulo gravitrépico, pues los reportes
de las lineas deficientes en la sefializacién de ABP1 presentan un caracteristico retraso
en la curvatura de la raiz resultado de este estimulo. La linea bzip25-2 responde de
manera equivalente a una plantula silvestre ante el desafio impuesto, apoyando e}

supuesto de que el fenotipo de pérdida de funcién de bZIP25 es independienie ala

sefializacién mediada por ABP1.

En consideracién a lo expuesto, debido a que el papel del tréfico endocitico a la
Vacuola en la organogénesis de raices laterales es un tema que comienza a ser
explorado, delimitar si la regulacion del Sistema Radicular por bZIP25 depende del
trafico endocitico a la Vacuola es de sumo interés, pues ofrece un blanco. de estudio
para determinar la maquinaria molecular que conforma esta via alternativa. Sin
embargo, es crucial para esto establecer si la regulacion mediada por este factor de
transcripcion depende de la Via Candnica de Auxina, por ello este seminario de titulo

aborda el estudio del desarrollo de raices laterales dependiente de bZIP25 en el

1




contexto de la respuesta a auxina y del trafico endocitico para dar luces sobre la via a

través de la cual bZIP25 comanda la modulacién del Sistema Radicular.
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HIPOTESIS

El factor de transcripcion bZIP25 de Arabidopsis thaliana participa en el desarrollo de

raices laterales mediante la regulacién de la endocitosis.
OBJETIVOS
3.1.- Objetivo general

Estudio de la participacion de bZIP25 de Arabidopsis thaliana en el desarrollo de raices

laterales mediado por auxina y por la modulacién de la endocitosis.

3.2.- Objetivos especificos

1.- Evaluacion de la participacién de auxina en el desarrollo de raices laterales en la
linea mutante de bZIP25 mediante tratamientos con auxinas exégenas y de un inhibidor

del trafico de auxina.

2 - Determinar la participacién de la endocitosis en el desarrollo de raices laterales en la
linea mutante de bZIP25 a través de tratamientos con moduladores del trafico

endocitico.

3.- Evaluar el desarrollo de raices laterales al sobre-expresar bZIP25 en la linea de

pérdida de funcién de este factor de transcripcion.
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MATERIALES Y METODOS
4.1.- Lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas

Para el desarrolio de todos los experimentos se utilizé como linea silvestre el ecotipo
Columbia-0 (Col-0) de Arabidopsis thaliana. Por otro lado, para el estudio del factor de
transcripcién bZIP25 se ufilizé como herramienta dos lineas mutantes de la coleccion
SALK que poseen una insercion de T-DNA en el locus At3g54620 que codifica para
bZIP25. La linea SALK_119931C presenta la insercion de T-DNA en la regién &' no
traducible (linea bzip25-1) y la linea SALK_148423C en el primer exon del gen que
codifica a bZIP25 (linea bzip25-2). En contraparte, el ecotipo Col-0 presenta de manera

integra la regién codificante de bZIP25.

4.2.- Esterilizacion de semillas

Para el proceso de esterilizacion se préparé una solucién en etanol 95% viv no analitico
de cloro comercial al 20% viv y el detergente Tween-20 al 0,01% v/v. Con 1mL de esta
solucién se lavaron entre 300 y 500 semillas contenidas en un tubo eppendorf agitando
por inversion durante 10 minutos. Bajo una campana.de flujo laminar se retird la
solucién descrita y se realizé un proceso de tres lavados consecutivos con etanol 95%
viv agitando las semillas en ca;da lavado durante 30 segundos. Posterior a esto, las
semillas se mantuvieron expuestas al flujo laminar para su secado manteniendo abierta
la tapa del tubd eppendorf que las contiene por un minimo de 20 minutes, con objeto de
conseguir la completa evaporacion del etanol. Finalmente, se agregé 1mL de agua

esteril filtrada a cada tubo contenedor de semillas.
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4.3.- Estratificacion de semillas

Como protocolo de estratificacion las semillas esterilizadas depositas en agua estéril se

mantuvieron a 4°C en oscuridad por un minimo de 48 horas.

4.4.- Condiciones de cultivo y crecimiento

Las semillas estratificadas se sembraron en medio de cultivo sélido (MCS) estéril el cual
esta compuesto de sacarosa 2% piv, mioinositol 0,01% p/v, MES [acido 2-(N-marfolino)-
etanosulfénico monohidrato] 0,05% pfv, medio Murashige y Skoog (MS) de cultivo
0,22% piv y fitoagar 0,7% pfv, ajustado a pH 5,7 con KOH, sobre placas cuadradas de

cultivo (120x120x17mm) conteniendo 40mL de MCS.

t

En cada placa con medio se sembraron dos filas de semillas separadas por
aproximadamente 4cm. Cada fila contiene 20 semillas separadas de manera
equidistante (ver figura 4A). Las placas se dispusieron de modo vertical para que el
crecimiento de cada plantula siga la direccién del vector de gravedad y se mantuviercn
en incubadores que proporcionan una temperatura de 22°C y un fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 horas de oscuridad. Para el tratamiento de plantulas en presencia de
los diferentes quimicos y hormonas descritos en este capitulo se utilizé Medio de

Cultivo Liquido {(MCL) que corresponde al MCS sin fitoagar suplementado.

4.5.- Estudio del trafico endocitico

Para el estudio del trafico endocitico se utilizé el fluoréforo FM4-64 (Bolte, S. y col,,
2004). Este compuesto es un esteril lipofilico, no-fluorescente en medio acuoso, sin
embargo es fluorescente cuando se une a capas lipidicas. Esta caracteristica permite

utilizarlo como trazador endocitico, pues una vez unido a la MP es internalizado
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secuencialmente a través de los compartimientos que componen la ruta endocitica. La
figura 3 esquematiza la progresion en la internalizacion de FM4-64 por medio de
compartimientos marcados en rojo. En A el trazador se encuentra en la MP desde
donde es endocitado a través de vesiculas hasta los EE/TGN como se muestra en la
figura 1B. Desde este punto puede retornar a la Membrana Plasmatica a través de
vesiculas de reciclaje, o seguir por la ruta endocitica hasta compartimientos pre-
vacuolares (LE/MVB/PVC) como se muesftra en figura 1C. Finalmente, ~d&sde

LE/MVB/PVC alcanza la Vacuola, como se muestra en la figura 1D.

Se preparé una solucién stock de FM4-64 a una concentracidon de 16mM usando como
solvente agua estéril (preparacion bajo campana de flujo laminar). Para la evaluacion
de la endocitosis plantulas de 7 dias fueron incubadas en una solucion de FM4-64 a
una concentracion de 5puM preparada en MCL. Las plantulas se mantuvieron en
oscuridad y a 4°C por 15 minutos, lo que asegura la unién del trazador sélo a la
Membrana Plasmatica sin ser internalizado, tras lo cual son incubadas en MCL sin el
trazador a temperatura ambiente. L.as imégenes del proceso de internalizacidn de FiM4-
84 se obtuvieron por medio det microscopio confocal Zeiss LSM 510. Se utilizé una
longitud de onda de excitacién de 543nm y la emision fue recolectada a 588-696nm.

Las observaciones se realizaron utilizando un objetivo 40X de inmersion en aceite.

En todos los tratamientos descritos en este capitulo que involucran el estudio de la
internalizacion de FM4-64 en presencia de hormonas o drogas, las condiciones de
trabajo son equivalentes a las aqui descritas, pero involucran el uso de MCL
suplementado con las concentraciones de hormona o drogas requeridas. Las

condiciones de observacion fueron uniformes en todos los tratamientos, a menos que
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se indique lo contrario. Los andlisis de imagenes se realizaron mediante el programa

LSM Image Browser en todos los casos.

MP

GA

LE/MVB ﬂ. %
N

Figura 3. Internalizacién del trazador FM4-64 en una célula vegetal. El fluoréforo
FM4-64 es un esteril lipofilico que fluoresce cuando se encuentra en una capa lipidica.
En células vegetales es usado como trazador endocitico, pues es posible monitorear su
fluorescencia a medida que es internalizado desde la PM. En A se marca en rojo lo que
ocurre a 4°C en una célula vegetal expuesta a FM4-64, el compuesto se une a la MP
donde fluoresce. En B el trazador es internalizado hasta los EE/TGN el primero punto
de la ruta endocitica (visualizado luego de 5 minutos). En C se muestra el trafico a
tiempos mas prolongados a compartimientos LE/MVB/PVC (visualizados luego de 30
minutos). Finalmente, el trazador llega al compartimiento mas tardio en la ruta
endocitica, la Vacuola (entre 60 y 90 minutos) como se representa en D. N = Nucleo y
ER = Reticulo Endoplasmatico.
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4.6.- Evaluacion de la densidad de raices laterales
4.6.1.- Tratamiento de plantulas

Plantulas de 7 dias de crecimiento en MCS se transfirieron a placas de 6 pocillos
(85,4x27mm) conteniendo 3mL de MCL suplementado con hormonas o drogas a las
concentraciones requeridas, o con los solventes adecuados como condicién control. A
cada pocillo se transfirid un total de 7 plantulas las que se crecieron por 3 dias en
posicién horizontal bajo condiciones de cuitivo idénticas a las que provenian (22°C;

fotoperiodo 16hrs luz/8hrs oscuridad) coma se describe en el esquema de la figura 4.
4.6.2.- Tratamiento para aclaramiento de plantas

- Con objeto de disminuir Jos pigmentos propios de la raiz y denotar la n;-orfologia
de primordio‘ de raiz lateral y raices laterales emergidas las plantulas se sometieron a 3
lavados consecutivos en etanol 70% viv de 30 minutos como minimo. Luego se
montaron sobre portaobjetos de vidrio y filadas con acido [actico. Finalmente, se

almacenan a temperatura ambiente durante un minimo de 10 horas.
4.6.3.- Condiciones de observacion

Se registré el nimero de raices laterales de pléntulas aclaradas mediante
observacién directa a través de microscopia de campo claro en un microscopio Nikon
modelo 190251 con una magnificacion de 40X. Se discrimind entre aquellas raices

laterales que emergieron desde la RP (raices emergidas) y de primordios de raiz lateral.
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4.6.4.- Registro y medicién del largo de raiz principal

Se obtuvo la imagen de plantulas aclaradas completas escaneando los
portaobjetos que las contienen junto con una medida de referencia de tamafio conocido
(escaner EPSON Perfection V600 Photo). La cuantificacion del largo de raiz principal se

realizo a través del programa de analisis de imagen tpsDig2.

E! parametro de densidad, ya sea para raices emergidas, primordios de raiz lateral o
para raices laterales totales (corresponde a la suma de rafces emergidas y primordios
de raiz lateral) se obtiene de la razon entre el numero de raices observado y el largo de

raiz principal de cada planta.

4.7.- Tratamientos con auxinas
f‘ kd

Para los ensayos que involucran el uso de la hormona auxina se utilizd la auxina natural
IAA (dcido 3-indol acético) y la auxina sintética NAA (acido 1-naftaleno acétice). Se
prepard una solucién stock de IAA 100mM usando como solvente etanol absoluto
(calidad analitica). Por otro lado, se prepard una solucién stock de 100mM de NAA
usando como solvente DMSO (dimetilsulféxido, calidad analitica). Para ambos casos se
prepard stocks diluidos de concentracion final 10mM utilizando los solventes indicados

para cada caso.

Para la evaluacion de la densidad de raices laterales se utilizaron soluciones de IAA'y
NAA a una concentracion final de 0,1UM y 1uM para cada auxina. Por ofro lado, para
el estudio de la internalizacién del trazador EM4-64, se utilizé MCL suplementado con

10uM de auxina y se siguié la internalizacion del trazador hasta 60 minutos.
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4.8.- Tratamientos con el inhibidor del trafico polar de auxina NPA

Para los ensayos con el inhibidor de! trafico polar de auxina NPA (4cido 1-N-naftilf
talamico) se prepar6 una solucion stock de 100mM utilizande como solvente BMSO

(dimetilsulféxido)-la cual se diluyd 10 veces generando una solucién de 10mM.

Se evalud el crecimiento de plantulas germinadas en NPA, para esto se prepararon
placas'con MCS suplementado con NPA 10pM. Se sembraron 20 semillas por placa y
se evalud el crecimiento de las plantulas tomando como parametro el largo de la raiz
principal hasta 7 dias después de la siembra. Se utilizé como control plantulas

germinadas en MCS suplementado con DMSO bajo los mismos parametros de cultivo.

Para la' determinacién de densidad de raices laterales se utilizé soluciones de NPA en
MCL a las concentraciones de 0,5uM y 1pM. La dindmica de internalizacion de FM4-64
en presencia de NPA se estudio utilizando NPA 10uM, durante un curso temporal de 5

1 - - -

a 60 minutos.
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Figura 4. Disefio experimental para la evaluacion del impacto de hormonas y
drogas en la densidad de raices laterales. Semillas estériles se sembraron en placas
cuadradas de 120x120x12mm conteniendo 40mL de medio de cultivo sdlido (A). Luego
de 7 dias de crecimiento (B) 7 plantulas (C) son tomadas y transferidas a cada pocillo
de una placa de 6 pocillos (85,4x27mm) conteniendo 3mL de medio de cultivo liquido
(D) suplementado con alguno de los tratamientos hormonales o con drogas descritos.
En D las plantulas son mantenidas durante 3 dias. Las condiciones de crecimiento
siempre corresponden a 22°C y a un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad. Las placas cuadradas son sembradas con dos filas de semillas, con 20
semillas por fila.

4.9.- Tratamientos con moduladores de trafico endocitico

4.9.1.- Stocks de drogas

Se realizaron soluciones stocks dependiendo de la droga utilizada. Se prepard
una solucion stock de Wortmanina (Wm) 33mM, de Tirfostina A23 (TyrA23) 270mM y de

Sortin2 de 20mg/mL utilizando en todos los casos DMSO (dimetilsulféxido, calidad
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analitica) como solvente. Tirfostina A23 fue diluida en DMSO a una conceniracion de

100mM. Se utilizo la droga BrefeldinaA (BFA) a 3,6mM disuelta en etanol absoluto.
4.9.2.- Tratamientos para evaluar la densidad de raices laterales

Se preparé un grupo de soluciones de trabajo de las distintas drogas en MCL.

Se ocupd Wm 33uM, TyrA23 30pM, Sortin2 25pg/mL y BFA 50uM.
4.9.3.- Estudio dei trafico endocitico

La dinamica de endocitosis del trazador FM4-64 se estudid en presencia de BFA
50pM, Sortin2 25ug/mL, Sortin2 50pg/mL, TyrA23 50uM y TyrA23 75uM. Por lo que se
prepararon diluciones de estas drogas a partir de los stocks en MCL. Para BFA las
borad Rt 2N B 1 S r . 1 P '1" oo~ [L¥ S

observaciones se realizaron ente 5 y 6‘0 mlnutos para TyrA23 a 30 mlnutos a ambas

concentraciones y para Sortin2 entre 30 minutos y 3 horas.
4.10.- Estudio del frafico a la vacuola desde EE/TGN

Para determinar la dindamica de trafico desde los EE/TGN en direccién a la Vacuola
interrumpimos el trafico endocitico a nivel de EE/TGN a través de la droga Brefeldina A,
la cual impide el reciclaje de endosomas a la MP, y en consecuencia gatilla que los
endosomas se aglomeran en una gran estructura denominada cuerpo de BFA
(Pedrazzini, E. y col., 2013). Se incubaron pléntulas de 7 dias en medio de cullivo
liquido con BFA 50puM por 30 minutos, para asegurar la formacion de! cuerpo de BFA
en células de la punta de la raiz, como se muestra en la figura 5A. Luego las plantulas
se co-incubaron en medio de cultivo liquido conteniendo FM4-64 5uM y BFA 50uM a
4°C durante 30 minutos (figura 5B). En suma una hora de incubacion con BFA S0pM

asegura la formacién de uno o dos cuerpos de BFA por células, y 30 minutos de
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incubacién con FM4-64 permiten la llegada del trazador a la MP y al cuerpo de BFA sin
que FM4-64 se internalice a compartimientos posteriores en la ruta de trafico a la
vacuola. Posterior a esto, se re-incuba en medio de cultivo liquido suplementado con
BFA 50uM (figura 5C) a temperatura ambiente. Se consideré este punto como tiempo
cero de observacion, la internalizacion del trazador alcanza completamente el cuerpo
de BFA tras 30 minutos a temperatura ambiente y es posible evidenciar fugas del tréfico
en direccion a la vacuola en base a la llegada de FM4-64 al tonoplasto a tiempos

prolongados (como 120minutos, figura 5D).

,LT p=—BFA

Cuerpo
de BFA

Za

LE/MVB/PV!

BEA 50uM + FM4-64
30min
0°C

Re-incubacién BFA 50uM Re-incubacién BFA 50uM
tiempo de observacién =0Omin tiempo = 120min
22°C 22°C
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Figura 5. Esquema de la estrategia para analizar el trafico post EE/TGN en
direccién a la vacuola. En A se muestra el primer paso de la estrategia, que involucra
la formacién de! cuerpo de BFA como resultado de BFA 50uM durante 30 minutos, a
temperatura ambiente. En B se representa el segundo paso, que consiste en mantener
la incubacion en BFA 50uM, pero a la vez co-incubar con FM4-64 a 0°C por 30 minutos.
En conjunto estas dos etapas aseguran la formacion de uno o dos cuerpos de BFA por
células (pues se ha reportado que una hora de tratamiento con BFA 50uM gatilla ese
fenotipo) y ademés permite la tincién de la MP. Luego en B se muestra la
internalizacion del trazador FM4-64 que solo alcanza el cuerpo de BFA, y no otros
compartimientos en la ruta endocitica en direccién a la Vacuola. La progresion temporal
de este experimento permite evaluar el escape de vesiculas desde el cuerpo de BFA en
direccién a la Vacuola, en este caso sera registrado a través del trazador, permitiendo
estudiar la cinética de trafico entre estos dos puntos de la ruta endocitica. Finalmente, a
tiempos prolongados, como 120 minutos, el trazador alcanzara el tonoplastc como se
muestra en D.

4.11.- Genotipificacion de plantas de Arabidopsis
4.11.1.- Extraccion de DNA

Se extrajo DNA gendmico a partir de 10 plantulas de 7 o 10 dias de cada una de
las lineas en estudio. Para esto el tejido se congeld en nitrégeno liquido. Se trituro el
tejido congelado y se agregé 100uL de solucién tampon CTAB 2X (cetil-trimetil-amonio-
bromidio 2% p/v, NaCl 1,4M, Tris HCI pH 8 100 mM, EDTA 20 mM, 2-mercaptoetanol
0,1% Vi) y se continué la trituracién hasta conseguir un homogenizado del teiido. Se
agregd 600pL de CTAB 2X el que se suplementé con 0,5% de B-mercaptoetanol viv. Se
incubd entonces en agitacién a 65‘;0 por 45 minutos. Luego se centrifugd a 13000X g
por 7 minutos y se transfirio el sobrenadanté a un tubo limpio. Al sobrenadante se
agregd 700pL de solucidn cloroformo:alcohol isoamilico en razén 24:1 y se mezclé por
inversién durante 5 minutos. Se centrifugd a 8000X g durante 5 minutos y se separd la
fase acuosa superior a un tubo limpio evitando tomar la inferfase. Se volvié a
centrifugar y a separar la fase acuosa superior. A esto se agrego 650uL de isopropanol

y se mezclé. Se incubd a -20°C por 24 horas. Luego se centrifugé a 13000X g por 15
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minutos y se elimind el sobrenadante. El pellet de DNA se lavd con etanol 70% viv. Se
centrifugd entonces a 13000X g por 2 minutos, se elimind el etanol y se dejo secar el
pellet a temperatura ambiente por lo menos 15 minutos. Luego se resuspendio el peliet

en 50l de agua tratada con DEPC y fue almacenado a -20°C.
4.11.2.- Amplificacion de DNA mediante PCR

Para dar cuenta de diferentes alelos a nivel genomico en las diversas linea de
Arabidopsis en estudio, se utiliz6 alguno de los pares de partidores de la lista de la tabla
| Los productos de PCR analizados pueden ser divididos en dos grupos seglin su
tamario, por lo que se dividio en dos protocolos de PCR para ajustar las caracteristicas
de la polimerasa al fragmento amplificado. Los fragmentos sobre 1000pb fueron
amplificados con el protocolo descrito en la tabla 1, los fragmentos de menos de
1000pb con el protocolo detallado en la tabla [ll. En todos los casos el volumen final por
reaccién fue de 20pL. Cada reaccién contaba con 1 unidad de enzima Pag5000TM
DNA polimerasa (Paq5000 1kb/30 seg), solucion tampodn 1X con MgCi2z 2mM,
partidores a 250nM, dNTPs 25puM, 1ut. de DNA genomico (50-200ng) y se completd el

volumen con agua fratada con DEPC.

%

Tabla I. Lista de partidores usados durante el trabajo experimental

Nombre | Secuencia

R e DO ARoASASSTARCAC

ko GRABT

205 = SALK_026937_for TGCTCAGCTATGCTAGTAG
= e R
AAGATGGATTGCACGCA ptl

I Y

i BeESE AT 3

CTATGTCCTGATAGCGGT (Kan’;f;‘;{: )
P
TTTGTGTACGCCCGACAGT (Hig_rgﬁcina)
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Tabla II. Protocolo de PCR 1: amplificacién de fragmentos menores a 1000pb

Periodo

Temperatura Tiempo | Ciclos

i

rainltoss s

9:4"C )1 mtnuto

562 307sequ o 30
3 72°C 30 segundos
R L T2 C i s mintos B B R ke

Tabla Ill. Protocolo de PCR 2: amplificacién de fragmentos mayores a 1000pb

Periodo Etapa

Tem peratura

Tlempo | Ciclos

T

uracio

Clclos de
amplificacién

4.11.3.- Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de

agarosa (Lafken) 1,5% p/v en TAE 1X (Tris-base pH 7,6 40mM, acido acético glacial

19mM y EDTA 1mM pH 8). Se mezclé 10pL del producto de PCR obtenido con
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aproximadamente 2ulL de buffer de carga 6X, (azul de bromofenol 0,25% pfv,
xilencianol 0,25% phv, ficol 30% p/v). Se utilizé un marcador de peso molecuiar
dependiendo del fragmento esperado en el producto de PCR, para los fragmentos entre
200 y 800 pb se utilizé un marcador de 100pb (Fermentas) y para los fragmentos de
‘1kb a 10 kb se utilizd un marcador de 1 kilobase (Fermentas). En ambos casos se
cargaron 250ng totales de marcador de peso molecular (5 pL. de marcador a 50ng/pk).
Se corri6 el gel a 80mV de manera continua durante 50 minutos en una camara de
electroforesis. Luego se incubd el ge! de agarosa en solucién de bromuro de etidio
2mg/L por un minimo de 20 minutos para [a tincion del DNA y se visua{lizé por
exposicion a luz UV mediante un transiluminador que cuenta con sistema de

L - . om e E pree)

adquisicién de imagen (SYNGENE). | | . . -

4.12.- Transformacién estable de lineas de Arabidopsis thaliana mediante el

protocolo de inmersion floral

Para la transformacion estable de plantas silvestres y mutantes de A. thaliana se utilizo
la cepa d'e Agrobacterium tumefaciens GV3102 transformada con los vectores de
interés (Pizarro, L., tesis doctoral, 2015) siguiendo el protocolo descrito por Zhang y
colabradores (2006). Las semillas provenientes de plantas fransformadas fueron
seleccionadas en medio suplementade con el antibiético Higromicina B hasta la tercera

generacién en busca de poblaciones totalmente resistentes al antibidtico.
4.13.- Extraccion de RNA

20 plantas de 10 dias de crecimiento en MCS se congelaron utilizando nitrégene liquido
y pulverizaron, inmediatamente después se realiz6 la extraccion de RNA utilizando el kit

InviTrap Spin Plant RNA Mini Kit (Invitek) bajo las instrucciones indicadas La
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cuantificacién de la concentracién de RNA obtenido se determing mediante el uso del

espectrofotémetro Nanovue (General Electric).
4.14.- Sintesis de cDNA

Se tomaron 3,5ug de RNA de cada muestra y se frataron con DNAsa | (DNAse | -
RNAse Free, Thermo Scientific). A cada muestra se agregd 0,5 unidades de DNasa, 1X
buffer DNAsa | (DNAse | - RNAse Free, Thermo Scientific) con MgCl2, 8 unidades del
inhibidor de RNasas Ribolock (Ribolock RNAse inhibitor, Thermo Scientific) hasta un
volumen final de 20pL completando con agua tratada con DEPC. La reaccion se incubd
a 37°C por 45 minutos. Se inactivé la reaccion agregando EDTA a una concentracion
fjna} de 2,5mM e incubando aﬂ65°g por 10 minutos. Tras esto, se mantuvo la reaccion a
4°C (incubacién en hielo). El RNA tratado segtin este protocolo fue el material de base

para sintesis de cDNA.

A 1,3ug de RNA se adicion6 un volumen de 1,5uL de OligoAP a una concentracion de
0,5ug/mL a un volumen total de 10uL. Se incubd la reaccién a 70°C por 5 minuios.
Luego se mantuve a 4°C (incubacion en hielo). Luego se adiciono 1,5 unidades de
Transcriptasa Reversa (Improm I Reverse Transcription System, Promega), 8 unidades
de inhibidor de RNAse (Ribolock RNAse inhibitor, Thermo Scientific), Buffer Improm Il
Reverse Transcription System 1X (Promega), MgCi2 6,25 mM, dNTP 0,756 mM. La
reaccién de sintesis se llevé a cabo segln el protocolo de [a tabla IV. Como control
negativo de la reaccion de transcripcion reversa, se realizé todo el procedimiento pero
sin agregar la enzima transcriptasa reversa, lo que permite verificar la ausencia de DNA

en la muestra de RNA utilizada para la sintesis de cDNA.
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Tabla IV. Protocolo de sintesis de cDNA mediante retrotranscripcion.

Efapa Temperatura Tiempo
60 min

ok

4.15.- Cuantificacion de transcritos mediante RT-PCR semicuantitativo

Se utilizé el ¢cDNA preparado para cuantificar los niveles de transcritos de genes de
interés. Para esto se realizaron dos reacciones de PCR para el gen de interés y el gen
constitutivo ACTINA71 segin lo descrito en la tabla V. El cDNA fue diluido en razon 1:1
y se ocupé 1pL por reaccién. Cada reaccion incluyé 1 unidad de enzima Pag5000TM
DNA polimerasa, solucién tampon 1X con MgCl2 2mM, partidores a 250nM, dNTPs

251M y se completo6 el volumen con agua tratada con DEPC.

Tabla V. Protocole de PCR utilizado para RT-PCR semicuantitativo.

Periodo

Etapa
=

Temperatura

Ciclos de 94°C 1 minuto
amplificacion  EHEEB6 I i50'seoundos s 25030
72°C 50 segundos

e

R v

‘Elongacio
el
na

Los productos de PCR, fueron sometidos a electroforesis, y visualizado en
transiluminador segln lo indicado en la seccién “electroforesis en gel de agarosa” de
este capitulo. La intensidad de las bandas se analiz6 mediante el programa ImageJ, y

se relativizé los niveles de transcritos usando como referencia los niveles de transcrito

del gen de actina.
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4.16.- Identificacién de localizacion subcelular mediante InmunoFluorescencia {IF)

El protocolo de IF se realizé por completo sobre un portaobjeto de vidrio en el que se
encontraban montadas 3 plantulas. Se realizaron dos lavados con 200yl de la solucion
tampén PBS 1X por 5 minutos (Na2+iPO4 10mM, KH2PO4 1,8mM, NaCl 0,137M y KCl
2,7mM llevado a pH de 7,4). Se fij6 la muestra aplicando 200pL de paraformaldehido
4% por 30 minutos. Tras esto se realizaron tres lavados con 200uL de PBS 1X
incubando en cada lavado 5 minutos. Se aplicd entonces 150pL de solucién de bioqueo
permeabilizante por una hora, (5% de suero de cabra, 0,5% de triton x100 preparada en
PBS 1X). Se prepar6 en solucién de blogueo la una dilucién de 1:500 del anticuerpo
primario anti-GFP (Sigma®) se retird la solucién de bloqueo permeabilizante inicial y se
iincubé durante 24 horas con la solucién de bloqueo permeabilizante méas el anticuerpo
primario..Pasado el tiempo de incubacion, se realizaron 3 lavados con 200uL de PBS
1X por 5 minutos cada uno. Luego, se incubd con 100uL del anticuerpo secundario
FITC (Sigma®) en dilucién 1:1000 preparado en PBS, por una hora. Luego, se lavo dos
veces con 200ul. de PBS 1X por 5 minutos en cada lavado. Se incubé entonces con
DAPI 1mg/L en dilucién 1:5000 para marcar el nicleo. Finalmente, se realizé un lavado

con 200uL de agua destilada. Se estudio la localizacion de los marcadores mediante

microscopla confocal (LSM Zeiss 710).
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RESULTADOS

5.1.- Amplificaciéon y genotipificacion de las lineas insercionales de bZIP25:

bzip25-1y bzip25-2

Para la investigacién desarrollada en torno a bZIP25 se seleccionaron dos lineas de la
coleccién SALK de mutantes insercionales de T-DNA (Pizarro, L., tesis doctoral, 2015)
utilizando la base de datos TAIR (The Arabidopsis Information Resource). TAIR
contiene la informacién asociada al genoma de Arabidopsis thaliana, incluyendo las
diferentes mutantes disponibles para cada gen a partir de las colecciones de mutantes
existentes. Las lineas fueron denominadas bzip25-1(SALK_119931C) y bzip25-
2(SALK_148423C) las que presentan la insercién de T-DNA en la region no traducible
5 UTR (UnTranslated Region) y el primer exén del gen de bZIP25 respectivamente
(Figura 6). La linea bzip25-1 presenta niveles indistintos del transcrito de bZIP25 con la
linea silvestre, en cambio la linea bzip25-2 tiene una disminuciéon mayor al 90% en de
los transcritos de bZIP25 (Pizarro, L., tesis doctoral 2015). El trabajo practico de este
Seminario de Titulo comenzo con la obtencion de semillas (amplificacion) de individuos
de ambas lineas mutantes y de la linea silvestre, y la posterior corroboracion de su

genotipo.
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Figura 6.- Modelo génico de bZIP25. La representacion indica en azul a los exones,
en negro a los intrones y, en naranja a las regiones 5' y 3' no traducibles. La linea
bzip25-1 presenta el inserto en la region 5 UTR, mientras que bzip25-2 en el primer
exon. Los nimeros 205 y 206 (tabla 1) representan el codigo de partidores especificos
para la amplificacion mediante PCR del alelo silvestre. La amplificacion de los alelos
mutantes se obtiene del uso del partidor LB que hibrida en el inserto de T-DNA junto
con el partidor 206. La identificacion particular de cada linea mutante se basé en el
tamafio del amplificado.

Para determinar la presencia del alelo silvestre del gen que codifica para bZIP25 o la de
los alelos mutantes en que bZIP25 ha sido interrumpido por la insercion de T-DNA, se
obtuvo el DNA genémico de ambas lineas mutantes, y de plantulas silvestres a partir
del cual se amplifico mediante PCR las distintas regiones de acuerdo a los partidores
descritos en el esquema de la figura 6. En particular, para caracterizar la insercion de T-
DNA se utilizé el partidor denominado LB que hibrida con la region terminal del inserto

de T-DNA junto con el partidor genémico de direccion inversa 206 (figura 6; tabla 1).

La electroforesis de los productos de PCR muestra, de acuerdo a lo esperado, que la
linea silvestre presenta sélo el alelo silvestre de bZIP25 (Figura 7A), amplificandose una
banda de 1201pb (pares de bases). Por otro lado, a partir del DNA genomico de las
lineas bzip25-1y bzip25-2 no se amplifica el alelo silvestre de bZIP25, dando cuenta de
la interrupcién del gen de bZIP25, y ademas, evidenciando la condicion de homocigosis
de cada una de las mutaciones. Utilizando el partidor LB y en direccién inversa el

partidor 206 que hibrida con una region del gen que codifica para bZIP25 no
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interrumpida por la insercion de T-DNA (Figura 5) se amplifica una banda de 693pb
desde el DNA genomico de bzip25-1, mientras que para bzip25-2 de 440pb (Figura
6B), este resultado es concordante a la posicion de la insercién de T-DNA para cada
una de las lineas. En bzip25-1 el fragmento amplificado comprende desde la
interrupcion provocada por el T-DNA en la region 5’ UTR hasta la region marcada por el
partidor 206 en el tercer exon como se muestra en la figura 6, mientras que en bzip25-2
la amplificacién involucra desde la interrupcion en el primer exoén, generandose
productos de PCR de tamario distinto, caracteristico a cada mutante. Cabe destacar
que se corroboro la calidad del DNA genémico amplificando como control un fragmento
de 849pb del gen que codifica para actina (tabla 1), y ademas, como control de la
insercion de T-DNA un fragmento de 655pb el gen nptll (tabla 1) parte del inserto de T-

DNA y que confiere resistencia al antibiético kanamicina (Figura 7C).

bzip25-2 Wt bzip25-1 (C-)

(C-) Wt bzip25-1 bzip25-2

Figura 7. Genotipificacion de mutantes insercionales de bZIP25. A y B muestran
los resultados de las electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de los productos de PCR.
Los partidores disefiados para dar cuenta del alelo silvestre de bZIP25 (indicados como
205 y 206 en la Figura 6) amplifican un fragmento de DNA que se detecta solo a partir
del DNA genémico de la linea silvestre (Wt) como se observa en A. Utilizando el
partidor LB que hibrida con el inserto de T-DNA vy el partidor para el alelo silvestre de
direccion inversa (205) se amplifican fragmentos de 693 o 440pb, como se observa en
B, que dan cuenta de la insercion en el gen que codifica para bZIP25 en las lineas
bzip25-1 y bzip25-2, respectivamente. Como control de la insercion de T-DNA se
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amplificé un fragmento del gen nptil el que solo es detectado en la lineas mutantes (C)
y como control de calidad del DNA gendmico, un fragmento del gen de actina, como se
muestra en D. En Cy D 1 coiresponde a Wi, 2 a bzip25-1y 3 a bzip25-2. (C-) = control
negativo.

5.2.- bZIP25 impacta el Sistema Radicular (SR) de Arabidopsis thaliana.

Si bien bZIP25 se expresa en mdltiples tejidos de Arabidopsis (Weltmeier, F. y cols.,
2009) uno de los tejidos registrados con altos niveles de expresién-es laraiz (Lara, P. y
cols., 2003) sugiriendo que "bZIP25 cumple una funcién durante el normal desarrollo/
mantencié_n de estos 6rgancs. Las observaciones conducidas durante el trabajo de {esis
doctoral de Lorena Pizar‘ro (2015) indican que bZIP25 participa en la regulacién de la
organcgénesis de raices laterales debido a que la linea de pérdida de funcion de
bZIP25 tiene una mayor densidad de Raices Laterales. Para esclarecer si este factor de
transcripcion actla particularmente a ese nivel o impacta otras dimensiones del SR,
comenzamos evaluando el crecimiento de la Raiz Principal (RP) en las lineas mutantes
de bzZIP25 comparandolas con el tipo silvestre (Col-0) durante los 5, 7 y 10 dias
posteriores a la siembra (figura 8A). La linea bzip25-1 no muestra diferencias respecto
al tipo silvestre durante los dias evaluados, obsetvacion consistente con los niveles de
transcritos de bZIP25 indistintos a los de plantulas de tipos silvestre (Pizarro, L., fesis
doctoral, 2015), en cambio, plantulas de la linea bzip25-2 presentan una RP de longitud
mayor a plantulas silvestres, en to;ios los tiempos de crecimiento evaluados (Figura
8A). Un crecimiento significativamente mayor de la RP podria estar regulado a través
de un atimento en la proliferacién celular, por o que es relevante en esta curva de
crecimiento e! dia 5 de observacién, donde se ha reportado que la proliféraci()n celular
es predominante (Cederholm, H. y cols., 2012). La diferencia porcentual entre el largo

de la RP de plantulas silvestres y bzi25-2 al dia 5§ de ohservacidon no es
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significativamente distinto al dia 7 o el dia 10 (13% y 20%) con lo que descartamos una
posible regulacion del crecimiento directamente como resultado de un aumento en la

proliferacion.

Largo de Raiz

Principal (cm)
r

Frequency (%)

—_—t e d e — L
<01 0103 0305 0507 0709 091 M

Col-0/10uM NPA bzip25-2/10uM NPA

— e,
Control NPA 10uM

Figura 8. bZIP25 es un regulador negativo del Sistema Radicular. A muestra
plantulas silvestres del ecotipo Columbia-0 (Col-0) (columnas azules), bzip25-
1(columnas naranjas) y bzip25-2 (columnas verdes) crecidas en medio MS, el largo de
la raiz principal fue registrado a los 5, 7 y 10 dias de crecimiento (n=30). En B se
cuantifico la longitud de las raices laterales emergidas en individuos de 10 dias de
crecimiento Col-0 (columnas azules) y bzip25-2 (columnas verdes) (n=15). Las
longitudes registradas se graficaron como frecuencias. En C, las semillas Col-0
(columnas azules) y bzip25-2 (columnas verdes) germinaron y crecieron en medio
suplementado con NPA 10puM o con DMSO como control durante 7 dias. Las flechas
ascendentes en C indican las veces de cambio del largo de RP en la mutante respecto
a la linea silvestre evaluadas en base al promedio de los datos. En D se muestra una
imagen representativa del fenotipo de las plantulas registradas en C en tratamiento con
NPA. Estudio estadistico realizado mediante analisis t-student: *=p<0.05; **=p<0.01;
***=n<0.001; ns = no significativo. Para todos los casos se realizaron triplicados
experimentales.

Desde este punto nuestros andlisis prosiguen s6lo sobre la linea bzip25-2 debido al
comportamiento homologo al tipo silvestre de la linea bzip25-1. Para proseguir, se

evalu6 la longitud de las raices laterales emergidas, como una aproximacion a la
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configuracién espacial del SR en linea silvestre y en la linea de pérdida de funcién de
bZIP25. Tal como muestra el esquema de la planta de Arabidopsis en la figura 8B
(izquierda) las raices laterales se distribuyen en un gradiente de crecimiento a lo largo
de la RP, encontrdndose las mas largas cercanas a la zona de crecimiento aéreo
(flecha negra, figura 8B) pues iniciaron su desarrollo tempranamente en comparacion a
las mas cercanas a la punta de la raiz. Evaluamos la distribucion del largo de raices
laterales emergidas en plantulas silvestres y mutantes bzip25-2, como muestra la figura
8B (derecha) la linea bzip25-2 presenta un mayor porcentaje de Raices Laterales
emergidas en el tramo de 0,3cm a 1cm en comparacion a la linea silvestre (figura 8B
derecha, cuadro rojo). Congruentemente, el porcentaje de raices cortas (menores a
0,3cm) es menor en la linea mutante, lo que sugiere un crecimiento acelerado de las

Raices Laterales emergidas en bzip25-2.

Auxina es requerida para el crecimiento de la raiz principal de Arabidopsis. E! inhibidor
del trafico polar de auxina NPA (NaphthylPhthalamic Acid) refarda el crecimiento de la
raiz principal debido a que reduce la elongacién celular e inhibe el transporte polar de
auxina a la zona de proliferacién, inhibiendo, en consecuencia, la tasa de proliferacion
celular (Rahman, A. y col., 2007). Con objeto de evaluar la participacién de auxina en el
crecimiento de la raiz principal en la linea de pérdida de funcion de bZIP25, semillas del
tipo silvestre y de la linea bzip25-2 fueron germinadas en presencia de 10pM de NPA, y
luego de 7 dias de crecimiento se registr6é el largo de la raiz principal. Plantulas
silvestres como bzip25-2 son sensibles a la inhibicién del crecimiento por NPA (Figura
8C y 8D) sin embargo, atn en la presencia de NPA, la linea de pérdida de funcién de
bZIP25 mantiene un promedio de crecimiento significativamente mayor que plantas

silvestres, similar al registrado en condiciones control, 1.2 veces confra 1.6 veces de
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cambio. Este resultado muestra que el mayor crecimiento resultado de la carencia de
bZIP25 supera la inhibicion de! transporte polar de auxina mediado por NPA. Por tanto,
bZIP25 no solo gatilla un aumento en la densidad de Raices Laterales como estaba
reportado (Pizarro, L., tesis doctoral, 2015) sino que impacta de forma global el

crecimiento del SR.

5.3.- La linea mutante bzip25-2 es igualmente sensible que el tipo silvestre a la

induccién de raices laterales gatillada por la aplicacién exdgena de auxina

En Arabidopsis la formacién y desarroilo de las raices laterales es regulado por auxina.
El primer evento en la organogénesis de raices laterales involucra la destinacion de
células del periciclo en el meristema basal a células fundadoras de una raiz lateral
(Péret, B. y col., 2009) lo que depende del establecimiento de un maximo de auxina en
las células del protoxilema adyacentes al periciclo (Lavenus, .J y col, 2013)
conduciendo a la adecuada sefializacién a través de la Via Canodnica de Auxina. Con
objeto de determinar si el mayor numero de raices laterales encontradas en la linea de
pérdida de funcion de bZIP25 es resultado de una mayor sensibilidad en la respuesta a
auxina durante los eventos tempranos de formacién y desarrollo de una raiz lateral, se
evalué el ndmero de raices laterales en plantulas de la linea silvestre y [a linea mutante
bzip25-2 en presencia de la auxina 1AA {indole-3-Acetic Acid) o la auxina sintética NAA

(1-NaphthaleneAcetic Acid) aplicada de forma exogena.

El estudio del desarrollo de una raiz lateral se ha dividido en etapas que involucran
distintos eventos y procesos fisioldgicos, como proliferacion celular, elongacién, y la
emergencia desde la raiz principal (Péret, B. y col., 2009). El parametro de densidad

total de Raices Laterales integra el conjunto de Raices Laterales sin discriminar su
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estadio de desarrollo. Ademas de evaluar este parametro en plantulas tratadas con
auxina, se individualizé la densidad de Raices Laterales emergidas y la densidad de
primordios de Raiz Lateral. Este Ultimo considera todos los estadios de desarrollo
previos a la emergencia (figura 1). Con estos valores se establecié la tasa de induccion
de densidad, definida como la densidad de raices en cada tratamiento normalizada por

la densidad de raices control (figura 9).
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Figura 9. La pérdida de funcion de bZIP25 no gatilla mayor sensibilidad a la
induccion de raices laterales ante la aplicacion de auxina exégena. En cada uno de
los tratamiento plantulas silvestres y bzip25-2 se crecieron en medio MS solido por 7
dias y fueron luego transferidas a medio liquido suplementado con IAA (0,1 o 1uM
concentracién final: volumen equivalente de etanol absoluto para la condicion control) o
NAA (0,5 o 1uM concentracion final; volumen equivalente de DMSO para la condicion
control). Se obtuvo la densidad total de raices laterales en cada tratamiento y se
expreso la tasa de induccion de densidad de raices laterales por el tratamiento
normalizando por la condicién control. En A y B se muestra la tasa de induccion de
densidad total de raices laterales en tratamiento con IAA 0 NAA, respectivamente. Se
individualizo, ademas, la tasa de induccion de densidad de raices laterales emergidas y
de primordios de raiz lateral en tratamientos con IAA (C y D) y NAA (E y F). La linea
silvestre (columnas azules) y la linea bzip25-2 (columnas verdes) responden con la
misma sensibilidad a la induccién por auxina de los parametros descritos. Los datos
corresponden a tres réplicas experimentales independientes, con un numero total de 21
plantulas evaluadas por cada tratamiento. Estudio estadistico realizado mediante
analisis t-student; *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001; ns = no significativo.

Como se observa en la figura 9A, IAA promueve una induccion de manera dosis
dependiente de la densidad total de raices laterales. Esta auxina gatilla un aumento de
aproximadamente 2 veces en la densidad de Raices Laterales totales bajo el
tratamiento de IAA 0,1uM y de cuatro veces al aumentar la concentracién a 1uM
respecto a la densidad de Raices Laterales totales en plantas en tratamiento control,
tanto para la linea silvestre como la mutante (Figura 9A). Una induccion comparable se

observé al evaluar la tasa de densidad de raices emergidas (Figura 9C) y de primordios

39




de raiz lateral (Figura 9E). Por lo tanto, plantulas silvestres y bzip25-2 responden de la
misma manera a la induccion de raices laterales mediada por la aplicacién exégena de

[AA.

En el mismo sentido, la aplicacién exdgena de NAA conduce a un incremento de la
densidad total de raices laterales respecto al control tanto en plantulas silvestres como
bzip25-2. Este incremento es cercano a 4,5 veces en tratamientos con NAA 0,1uM y de
aproximadamente 13 veces al aumentar la concentracion a, 1M (Figura 9B). Si se
comparan las auxinas evaluadas, IAA tiene una capacidad inductora de densidad de
Raices Laterales menor al de NAA. -Se ha descrito que NAA tiene una mayor
permeabilidad celular (Savaldi-Goldstein, S. y cols., 2008) por lo que no dependetia del
sistema de transporte de auxina controlado por diversas familias de proteinas integrales
en MP, lo que podria determinar la formacion de maximos de respuesta a auxina,
esenciales para la formacion de una raiz lateral, con mayor frecuencia a lo inducido por
IAA el cual es dependiente del transporte de auxina entre los tejidos de la raiz. La
densidad de raices emergidas (Figura 9D) y la densidad de primordios de raiz lateral
(Figura 9F) aumentan en el fratamiento con NAA respecto al control también aumenta
de manera dosis dependiente sin presentar diferencias significativas enfre plantulas

silvestres y bzip25-2 en cada tratamiento.

Este resultado sugiere que la mayor densidad de Raices Laterales observadas en la
linea pérdida de funcién de bZIP25 no responde a una mayor sensibilidad por auxina en

los eventos de organogénesis de una raiz lateral.
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5.4.- La alteracién del trafico polar de auxina conduce a la inhibicion del
desarrollo de raices laterales de forma equivalente en plantas silvestre y en

mutantes de pérdida de funcién de bZIP25.

NPA inhibe el trafico polar de auxina alterando la distribucién de esta hormona en los
diferentes tejidos de la rafz (Rashotte, A. y col., 200) donde una de ias consecuencias
asociadas es la significativa disminucién de raices laterales (Reed, R. y col., 1998).
Para reforzar la evidencia que sugiere que la mayor densidad de raices laterales en la
linea bzip25-2 no es resultado de una mayor sensibilidad a la sefializacién mediada por
auxinag durante el desarrollo de una raiz lateral, se evalud la densidad de raices

laterales en la linea mutante al inhibir el trafico polar de auxina ufilizando NPA.

Plantulas de 7 dias de crecimientos fueron fratadas con NPA 0,5 o 1uM por 3 dias. Se
determiné la densidad total de raices laterales, la densidad de raices emergidas vy la
densidad de primordios de raiz lateral. A partir de estos valores se establecid la tasa de

inhibicion de la densidad de raices laterales mediada por NPA (Figura 10).
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Figura 10. bzip25-2 responde de igual manera que el tipo silvestre a la inhibicion
del desarrollo de raices laterales mediada por NPA. Plantulas silvestres y bzip25-2
de 7 dias de crecimiento fueron transferidas a medio liquido suplementado con el
inhibidor del trafico polar de auxina, NPA (0,5 o 1uM) por 3 dias. Se determino la
densidad de raices laterales totales, raices laterales emergidas y primordios de raiz
lateral para las plantulas en cada tratamiento y se gener6 la tasa de cambio de
densidad para cada parametro respecto a la condicion control. La tasa de cambio en
los tratamientos con 0,5uM y 1uM NPA es menor a uno para la densidad de raices
totales (A), emergidas (B) y primordios de raices laterales (C). Estos resultados se
traducen en que tanto la linea silvestre (columnas azules) como la linea bzip25-2
(columnas verdes) responden con la misma sensibilidad a la inhibicion del desarrollo de
raices laterales producto de la interrupcion del trafico polar de auxina. Los datos
corresponden a cuatro réplicas experimentales independientes, con un nimero total de
28 plantulas evaluadas por cada tratamiento. Estudio estadistico realizado mediante
analisis t-student: *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001; ns = no significativo.

Ambos tratamientos con NPA conducen a una disminucién en la densidad de Raices
Laterales totales (Figura 10A), Raices Laterales emergidas (Figura 10B) y primordios de

Raiz Lateral (Figura 10C) respecto a la condicion control, lo que se evidencia en una
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tasa de cambio menor a uno en todos los casos. La linea silvestre como la linea
bzip25-2 presentan una tasa de cambio similar entre ellas en todas las condiciones
experimentales, lo que muesira una sensibilidad equivalente ante la inhibicion del
desarrollo de raices laterales mediada por NPA. Este resultado es coherente con un
mecanismo asociado al desarrollo de raices laterales en bzip25-2 que tiene una causa

distinta a una mayor sensibilidad a la sefializacion de auxina.

5.5.- La linea bzip25-2 es menos sensible a la inhibicion de la endocitosis mediada

por auxina

La unién de auxina a su receptor ABP1 a nivel de la Membrana Plasmatica (MP)
bloquea la regulacién positiva ejercida por ABP1 sobre la Endocitosis Mediada por
Clatrina (EMC) lo que gatilla la inhibicién de la internalizacién de MP (Robert, S.ycal,
2010). Considerando Ia aceleracion en la internalizacién de MP reportada en la linea
pérdida de funcién de bZIP25 (Pizarro, L. tesis doctoral, 2015) nos preguntamos si este
fenotipo esta asociado a la modulacién de la endocitosis que involucra a auxina y su
receptor. ABP1. Para evaluar esta alternativa plantulas silvestres y bzip25-2 de 7 dias
de crecimiento se trataron con la auxina natural IAA o con la auxina sintética NAA a
una concentracién de 10pM, descritas ambas como inhibidores de la EMC en la raiz de
plantulas silvestres de Arabidopsis (Paciorek, T. y col., 2005} y se evalud la dinamica

de internalizacién de! trazador FM4-64.

La exposicién de las plantulas a FM4-64 se realizé a 4°C para inhibir la endocitosis,
condicion en que este trazador se une a la MP sin ser internalizado. Tras reactivar la
endocitosis incubando las plantulas a temperatura ambiente, FM4-64 unido a

membrana comienza a ser internalizado. Pléantulas silvestres en tratamiento control para
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la auxina IAA, tras 5 minutos de reactivacion de la endocitosis presentan el trazador en
la MP (figura 11A, asterisco en panel superior) pero también en cuerpos intracelulares
de tipo endosomal (figura 11A, cabeza de fecha amarilla en panel superior) dando
cuenta del proceso de endocitosis de MP. En plantulas bzip25-2, 5 minutos desde la
reactivacién de la endocitosis conducen de manera homdloga a la internalizacion de
MP, evidenciado a través de la observacién de endosomas (figura 11C, cabeza de
flacha amarilla en panel superior). Luege de 30 minutos de internalizacién del trazador
en plantulas silvestres el nimero de estructuras de tipo endosomal observadas
aumenté a simple vista en comparacién a 5 minutos de internalizacion (figura 11A,
cabeza de flecha amarilla en panel central), ademas, se observé que algunos de estos
endosomas comparativamente poseen un mayor tamafio (figura 11A, cabeza de flecha
naranja en pane! central). Endosomas de mayor tamafio dan cuenta del avance de
membrana marcada con FM4-64 en la ruta endocltica, este tipo de estructuraq
corresponderia a endosomas tardios (PVC/LE/MVB) y en esta tesis seran denominados
de esta forma (Figlra 2; Richter, S. y col., 2008). De manera equivalente en plantulas
bzip25-2, luego de 30 minutos, el aumento en el nimero de endosomas respecto a 5
minutos de internalizacion da cuenta de la progresion de la endocitosis (panel central en
la figura 11C), sin embargo, el aumento en el nimero de endosomas, incluyendo
endosomas tardios, es mayor que lo observado para la linea silvestre (comparar
paneles centrales en figura 11A y 11C). La progresion de la endocitosis se evidencia,
también, en el aumento de endosomas luego de 60 minutos, pero la linea pérdida de
funcién de bZIP25, congruentemente, presenté un mayor numero de estos cuerpos
intracelulares. Ademas, a esta temporalidad, en multiples individuos bzip25-2 se

observé que el trazador alcanzo la membrana de la Vacuola (figura 11C, cabeza de
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flecha verde en panel inferior) destino final de la MP que fue marcada con el trazador

FM4-64, y que se observa a esta temporalidad como pequefios anillos.

A B C D

Col-0/ IAA10uM  bzip25-2/Control

Smin

bzip25-2/IAA 10uM
1
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> \ |

Figura 11. 1AA es incapaz de inhibir completamente la endocitosis en la linea
pérdida de funcion de bZIP25. Se presenta la dinamica de internalizacion de MP
marcada con el trazador FM4-64 en células de la punta de la raiz de plantulas silvestres
(Col-0) y bzip25-2 de 7 dias de crecimiento. Los asteriscos blancos, la cabeza de flecha
amarilla, naranja y verde sefalan la MP, endosomas, endosomas tardios y la
membrana vacuolar, respectivamente. En condiciones control (EtOH absoluto) tras 5
minutos de internalizacion se observa en células de plantulas silvestres la aparicion de
endosomas, a tiempos posteriores (30 y 60 minutos) se observa la aparicion de
endosomas tardios, dando cuenta de la progresion de la internalizacion de membrana
(A). La aplicacion exogena de IAA 10pM inhibe la internalizacion, por lo que se
observan menos endosomas y endosomas tardios a 5, 30 y 60 minutos respecto a la
condicién control (B; reportado en Paciorek, T.y col., 2005). La internalizaciéon de MP
en bzip25-2 se caracterizé por la aparicion de endosomas en mayor numero respecto a
la linea silvestre a tiempos tan tempranos como 5 minutos en condiciones control, a
tiempos mayores (30 y 60 minutos) se observé de manera coherente a la aceleracion
endocitica descrita en esta linea (Pizarro, L., tesis doctoral, 2015) un mayor numero de
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endosomas y endosomas tardios, e inclusive a 60 minutos el trazador alcanzo la
membrana vacuolar, lo que no se presenté en plantulas silvestres (C). La linea bzip25-2
es sensible a la inhibicién de la internalizacién de MP dependiente de I1AA, por lo que se
observan un menor nimero de endosomas y endosomas tardios en tratamiento con
esta hormona respecto a la condicion control (D). Sin embargo, en tratamiento con I1AA
endosomas y endosomas tardios son mas abundante en bzip25-2 que en la linea
silvestre, por lo que la linea pérdida de funcidn de bZIP25 es menos sensible a la
inhibicién de la endocitosis ejercida por IAA (B versus D). Las imagenes fueron
obtenidas mediante microscopia confocal y son representativas de tres experimentos
independientes con 4 plantulas evaluadas para cada tiempo. La barra de tamafio indica
20pm.

En presencia de la auxina IAA, la internalizacion del trazador FM4-64 en plantulas
silvestres es inhibida tal como ha sido reportado (Paciorek, T. y col., 2005). Tras 5
minutos de reactivacién de la endocitosis el nimero de endosomas que se observé en
el tratamiento con IAA es menor en relacion a la condicién control para plantulas
silvestres (paneles superiores figura 11A 'y 11B). Sin embargo, en plantulas bzip25-2 la
auxina IAA no disminuye el nimero de endosomas observados bajo la misma
temporalidad de reactivacion de la endocitosis. Por otro lado, a tiempos de observacion
‘posteriores IAA también altera el proceso endocitico en la linea pérdida de funcién de
bZIP25. Tanto a 30 como a 60 minutos de observacion el nimero de estructuras
endosomales disminuye al comparar el tratamiento control respecio a la condicion
suplementada con 1AA en bzip25-2 (paneles centrales en figura 11C y 11D). A pesar de
esto, 1a linhibiciéyn en la internalizactén d_ei trazador FM4-64 ejercida por |1AA es menos
efectiva sobre la linea bzip25-2, tanto endosomas como endosomas tardios (cabeza de
flecha amarillas y naranjas, respectivamente en pales inferiores figura 11B y 11D) estan
presentes en mayor numero en la linea pérdida de funcion de bZIP25 respecto a la

linea silvestre.
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L a acumulacion de IAA en los diversos tejidos de la raiz depende del transporte polar
de auxina, el que es regulado por proteinas de MP (Frimi, J. 2003). La auxina sintetica
NAA posee una alta permeabilidad celular, por lo que no depende del transporte polar
de auxina para alcanzar tejidos especificos (Savaldi-Goldstein, S. y cols., 2008;
Kamimoto, Y. y col., 2012) por ello utilizamos NAA para evaluar la modulacion de
auxina en la endocitosis en la punta de la raiz de A. thaliana de manera independiente
de su transporte polar dentro de este 6rgano. De manera consistente a lo cbservado en
la condicién control para e! tratamiento con IAA (Etanol), durante tratamiento control
para NAA (DMSO) la reactivacion de la endocitosis gatilla la aparicién de endosomas a
tiempos tan temprano como 5 minutos en plantulas silvestres como en plantulas bzip25-
2, donde son_a simple vista mas abundantes (figura_12A y, 12C, cabezas de flecha
amarilla en panel superior). A tiempos posteriores el nimero de endosomas observados
aumentd en ambas lineas, observandose ademds, la aparicion de endosomas tardios
(figura 12Ay 12C, cabeza;s de flechas naranjas en paneles centrales e inferiores) dando
cuenta de la progresion en la internalizacion del trazador FM4-64. Tanto a 30 como a 60
minutos se observé una mayor abundancia de ambos tipos de endosomas en la linea
bzip25-2. Por oiro lado, la reactivacién de la endocitosis en plantulas silvestres en
presencia de NAA inhibe la apariciéon de endosomas, blogueando eficientemente la
endocitosis de membrana marcada con FM4-84 (figura 12B, panel superior). En bzip25-
2, en cambio, se observé la aparicion de cuerpos endosomales aln en presencia de
NAA (figura 12D, cabezas de flecha amarilla en panel superior) mostrando que auxina
es incapaz de bloquear completamente la internalizacion del trazador en esta linea. La
observacion a 30 minutos revela que NAA bloquea en gran medida la internalizacién de
membrana en la linea silvestre (figura 12B, panel central), en contraste, en bzip25-2 se

observaron multiples endosomas, incluyendo endosomas tardios (figura 12D, cabezas
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de flechas amarillas y naranjas, respectivamente en panel central), sin embargo, el
nimero de ambos tipos de endosomas es menor respecto a la condicién control
(contrastar paneles centrales en figura 12C y 12D) indicando que NAA bloquea la
endocitosis en bzip25-2 pero solo parcialmente. Coherente a la cinética de inhibicion de
la endocitosis mediada por NAA, tras 60 minutos de reactivacion de la endocitosis se
observd en la linea silvestre multiples endosomas que dan cuenta de Ja internalizacion
de membrana marcada con FM4-84 (Paciorek, T. y col, 2005), pero ain no es
equiparable al nimero de endosomas gue se observé en la condicion control (paneles
inferiores en figura 12A y 12B). De manera homologa la linea bzip25-2 a 60 minutos,
presenta un nimero de endosomas mayor a lo observado a 30 minutos en tratamiento
con NAA, pero en menor numero a lo observado en la condicién control (paneles
inferiores en figura 12C y 12D). A pesar de esto, si se compara la densidad de
endosomas a 60 minutos en la linea silvestre fratada con NAA (panel inferior figura
12B) con la misma condicién para la linea bzip25-2 (panel inferior figura 12D) se
observa un mayor nimero de endosomas en la linea mutante por sobre la silvestre,

reforzando las observaciones realizadas a 30 minutos.
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Figura 12. La inhibicion de la endocitosis producto de la aplicacion exogena de
NAA es incompleta en la linea pérdida de funciéon de bZIP25. Se muestra la
dinamica de internalizacion de MP marcada con el trazador FM4-64 en células de la
punta de la raiz de plantulas silvestres (Col-0) y bzip25-2 de 7 dias de crecimiento. Los
asteriscos blancos, la cabeza de flecha amarilla y naranja sefalan la MP, endosomas y
endosomas tardios, respectivamente. En células de plantulas silvestres la
internalizacion del trazador se revela a 5 minutos por la aparicion de endosomas, los
que aumentan en numero a 30 y 60 minutos, junto con la aparicion de endosomas
tardios, dando cuenta de la progresion de la internalizacion de MP en el tiempo
(condicién control; DMSO) (A). La internalizacion de MP marcada con FM4-64 es
inhibida completamente luego de 5 minutos de tratamiento con NAA 10uM en plantulas
silvestres, por lo que no se observan compartimientos de tipo endosomal a esta
temporalidad, se observé a 30 y 60 minutos que la endocitosis del trazador es
reactivada, por lo que se observan endosomas y endosomas tardios, sin embargo, en
numero menor que en la condicién control, por lo que NAA contintia ejerciendo su
accién inhibitoria en la internalizaciéon de membrana en una ventana temporal de 60
minutos en plantulas silvestres (B; Paciorek, T. y col., 2005). El nimero y tipo de
endosomas en bzip25-2 supero lo observado en la linea silvestre en cada uno de los
tiempos evaluados en la condicion control, consistente a la aceleracion de la
internalizacion de MP descrita para esta linea en la tesis doctoral de Lorena Pizarro
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(2015) (C). El tratamiento con NAA 10pM inhibe la internalizacién del trazador en
bzip25-2 a lo largo de la linea temporal estudiada al contrastar con la condicién control
para esta mutante (D). Sin embargo, la inhibicién de la endocitosis por la aplicacion
exdgena de esta hormona es menor en bzip25-2 respecio a lo observado en la linea
silvestre (B versus D). Clara evidencia de esio se desprende de 5 minutos de
internalizacion en presencia de NAA en la linea silvestre, donde la internalizacion del
trazador es blogueada completamente (panel superior en B), en contraste en bzjp25-2
fue posible observar endosomas (panel superior en D). Por lo tanto bzip25-2 es menos
sensible a la inhibicion de la endacitosis ejercida por auxina. Las imagenes fueron
obtenidas mediante microscopia confocal y son representativas de tres experimentos
independientes con 4 plantulas evaluadas para cada tiempo. La barra de tamafrio indica
20pm.

Por lo tanto, 1a linea de pérdida de funcion de bZIP25 es sensible a la inhibicién de la
endocitosis mediada por la aplicacion de auxina exogena, sin embargo la endocitosis no
logra ser inhibida en el mismo nivel que la linea silvestre, mostrando una endocitosis
acelerada respecto a la linea silvestre atn en presencia de la hormona. Este fenotipo
podria estar asociado a mayores niveles de ABP1 en la linea bzip25-2 gatillando un

cambio en la sensibilidad a la aplicacion exdgena de auxina.

5.6.- La aceleracion de la endocitosis en bzip25-2 es independiente de la

sefializacion de auxina a través de ABP1.

Con motivo de analizar la diferencia en. la sensibilidad a la inh%bicién de la endocitosis
mediada por auxina en bzip25-2, exploramos un posible papel para ABP1. Estudiamos
la internalizacion del trazador FM4-64 al inhibir el trafico polar de auxina en la raiz de
plantulas de 7 dias mediante el uso de la droga NPA, lo que se traduce en una
reduccién en los niveles de auxina en la punta de la raiz (Rashotte, A. y col., 2000). Se
ha reportado que la baja en los niveles de auxina en las células de la punta de la raiz

conduce a la aceleracion de la endocitosis (plantulas decapitadas en Baster, P. y col.,
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2013). En condiciones control la reactivacion de la endocitosis a temperatura ambiente
conduce a la aparicién de endosomas marcados con FM4-64 en la linea silvestre y en
bzip25-2, los cuales son mas abundantes en [a linea mutante (cabezas de flecha
amarilla en paneles superiores figura 13A y 13C). A 30 y 60 minutos el aumento de
endosomas y la aparicion de endosomas tardios en ambas lineas da cuenta del
progreso en la internalizacion de membrana marcada con FM4-64 (cabezas de flecha
amarillas y naranjas, respectivamente en paneles centrales e inferiores en figura 13A y
13C). Consistente a los resultados descritos, se observd que bzip25-2 posee un mayor
ntmero de ambos tipos de endosomas respecto a la linea silvestre, particularmente de
endosomas tardios {cabeza de flecha naranja en figura 13C). Por otro lado, tal como se
esperaba, NPA gatilla la aceleracién en la internalizacion de membrana marcada con
FM4-64 en la linea silvestre, tras 5 minutos de reactivacion de la endocitosis el nimero,
de endosomas que se observé fue mayor en el tratamiento con NPA respecto al control
(ﬁgu'ra 13B, cabezas de flecha amarilla en panel superior), de igual modo, fras 30 y 60
minutos se observé un mayor nimero de endosomas en el tratamiento con la droga
respecto al control (endosomas y endosomas tardios, cabezas de flecha amarilla y
naranja, respectivamente, en panel central e inferior en figura 13B). En contraste no se
detectaron diferencias evidentes entre la condicién control y el tratamiento cor; NPA en
la linea bzip25-2 (figura 13D) observandose un numero equivalente de endosomas y
endosomas tardios (cabezas de flechas amarillas y naranjas, respectivamente, en
figura 13C y 13D). Ademas, el tratamiento con NPA en la linea silvestre no supera el
nivel de internalizacién de membrana marcada con FM4-64 en bzip25-2 en la condicion

control o en el tratamiento (figura 138 en contraste a figura 13C y 13D).
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Figura 13. La linea pérdida de funcién de bZIP25 es insensible a la aceleraciéon
endocitica gatillada por la alteracion del trafico polar de auxina. Se presenta la
dinamica de internalizacion de MP marcada con el trazador FM4-64 en células de la
punta de la raiz de plantulas silvestres (Col-0) y bzip25-2 de 7 dias de crecimiento. Los
asteriscos blancos, la cabeza de flecha amarilla y naranja sefialan la MP, endosomas y
endosomas tardios, respectivamente. Luego de 5 minutos de internalizacion en celulas
de plantulas silvestres en condiciones control (DMSO) se observaron endosomas los
que progresivamente aumentan en numero a 30 y 60 minutos de observacion y dan
lugar a la aparicion de endosomas tardios (A). Plantulas silvestres en tratamiento con
NPA 10pM presentan un ndmero mayor de endosomas respecto al control luego de 5
minutos de internalizacion del trazador, a 30 y 60 minutos se observd que los
endosomas y endosomas tardios son también mayores que en la condicién control (B).
En condicién control bzip25-2 presenta endosomas y endosomas tardios en mayor
numero de lo observado para la condicion control de plantulas silvestres consistente a
la aceleracion de la endocitosis descrita para esta linea (Pizarro, L., tesis doctoral,
2015) (C). El tratamiento con NPA 10pM, sin embargo, no gatilla un cambio a simple
vista en el numero y el tipo de endosomas presentes en la linea pérdida de funcion de
bZIP25 (D). Las imagenes fueron obtenidas mediante microscopia confocal y son
representativas de tres experimentos independientes con 4 plantulas evaluadas para
cada tiempo. La barra de tamafio indica 20pum.
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Estos resultados sugiereh que la menor sensibilidad de bzip25-2 a la inhibicién de ia
endocitosis mediada por auxina no se debe a la activacion de la via mediada por ABP1
ante la pérdida de funcion de bZIP25. La activacion de ABP1 en bzip25-2 debieran
gatillar un nivel de internalizacién de membrana aun mas alto en ausencia de auxina
respecto a la condicién control (figura 13C y 13D). Apoyando estas observaciones se
determiné que la linea bzjp25-2 posee los mismos niveles de transcrifos de ABP1 que
ja linea silvestre (Dra. Lorena Pizarro, datos no publicados). Por lo tanto, la aceleracion
de la endocitosis desde MP observada en la linea bzip25-2 es independiente a la

regulacién de la endocitosis en que participa auxina a través del receptor ABP1.

5.7.- El desarrollo de raices laterales en Ia linea bzip25-2 depende de la

Endocitosis Mediada por Clatrina (EMC).

"~ Los resultados presentados sugieren que la mayor densidad de raices laterales descrita
en la linea pérdida de funcién de bZIP2%5 no estd asociada a la alteracién en la
sensibilidad a auxina y con ello a la sefializacion comandada por esta hormona en la
organogénesis de raices laterales. Evaluamos entonces, si la aceleracion en la
internalizacion de MP es responsable dé la mayor densidad de raices laterales
observadas en bzip25-2. Para esto estudiamos la densidad de raices laterales en
presencia de moduladores del trafico endocitico en plantulas silvestres y pérdida de
funcion de bZ!P25 para evaluar el alcance de este fenotipo celular en el desarrolio de

raices laterales.

La droga Tirfostina A23 (TyrA23) inhibe la EMG (Banbury, D. y col.,, 2003) blogueando

la internalizacion de vesiculas desde la MP (Figura 14A), primer paso en la ruta
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endocitica. Plantulas de 7 dias, silvestres y bzip25-2, se incubaron en TyrA23 por 3
dias, luego de lo cual se cuantifico la densidad de primordios y de raices laterales
emergidas con objeto de determinar el impacto de la inhibicion de la endocitosis de MP
en el desarrollo de raices laterales. El tratamiento con TyrA23 conduce a una
disminucion en la densidad de raices emergidas en plantulas silvestres (barras azules
en figura 14B), en cambio, en la linea bzip25-2 no se observa este fenotipo, por lo que
no se registran diferencias en la densidad de raices emergidas entre el tratamiento
control y el con TyrA23 (barras verdes en figura 14B). Por otro lado, el tratamiento con
TyrA23 no altera la densidad de primordios en plantulas silvestres (barras azules en
figura 14C). De manera inversa en el la linea bzip25-2 el tratamiento con TyrA23 gatilla

la disminucion de la densidad de primordios de raiz lateral (barras verdes en figura

14C).
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Figura 14. La Endocitosis Mediada por Clatrina (EMC) es relevante en el
desarrollo de raices laterales en bzip25-2. Se presenta en A un esquema de los
principales componentes del Sistema de Endomembranas, a través de la flecha roja se
describe la via del trafico endocitico inhibida por Tirfostina A23 (TyrA23). EE/TGN =
Endosomas Tempranos/Red Trans Golgi, PVC/MVB = Compartimiento Pre
vacuolar/Cuerpo Multivesicular, V = vacuola, PM = Membrana Plasmatica. Plantulas
silvestres y bzip25-2 de 7 dias de crecimiento se transfirieron a medio liquido de cultivo
suplementado con el inhibidor de la EMC Tirfostina A23 (TyrA23) 30uM por 3 dias. Se
determiné, entonces, la densidad de raices laterales emergidas (B) y la densidad de
primordios de raiz lateral (C) donde las columnas azules representan a la linea silvestre
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y las verdes a bzip25-2. La densidad de raices emergidas es sensible a la inhibicién de
la EMC en plantulas silvestres, sin embargo, la linea bzip25-2 es insensible a esta
inhibicién (B). La densidad de primordios no se ve alterada en la linea silvestre por el
tratamiento con TyrA23, por el contrario en bzip25-2 la densidad de primordios
disminuye, llegando al nivel registrado para la linea silvestre (C). Los datos
corresponden a tres réplicas experimentales independientes, con un nimero total de 18
plantulas evaluadas. Estudio estadistico realizado mediante analisis t-student:
*=p<0.05; *=p<0.01; **=p<0.001; ns =no significativo.

Los resultados muestran que en nuestras condiciones experimentales la EMC es
importante para el proceso de emergencia de raices laterales en plantulas silvestres.
Por tanto, la resistencia observada en bzip25-2 a la inhibicion de le emergencia de
raices laterales mediada por TyrA23 sugiere un aumento de la EMC en esta linea, lo
que es coherente a los mayores niveles de transcrito de la cadena liviana de clatrina

TLC2 reportados en bzip25-2 (Pizé}ro, L. tesis doctoral, 2015).

Por lo tanto, la EMC es relevante para la mayor densidad de raices laterales observada
ante la pérdida de funcién de bZiIP25, pues el bloqueo de la EMC mediante TyrA23
restablece el nivel de primordios en la linea mutante bzip25-2 al nivel de la linea
silvestre. Es posible sugerir, ademas, que la EMC, en un segundo nivel, esta
involucrada en la emergencia de la raiz lateral (figura 14B), bzip25-2 supera la
inhibicion de la emergencia al contar con una internalizacién de MP mas robusta que el

tipo silvestre.

'5.8.- La internalizacién del trazador endocitico FM4-64 en la linea pérdida de
funcién de bZIP25 es inhibida por Tirfostina A23 a concentraciones mas altas que

en la linea silvestre,

[ a pérdida de funcion de bZIP25 gatilla la aceleracion del trafico endocltico y una mayor

densidad de raices laterales respecto a la linea silvestre (Pizarro, L. tesis doctoral,
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2015). Los resultados obtenidos sugieren que el desarrollo de raices laterales en la
linea mutante bzip25-2 se conecta directamente con el trafico endocitico, puntualmente,
con la internalizacién de MP dependiente de clatrina (EMC; Endocitosis Mediada por
Clatrina), para determinar si este tipo de endocitosis esta diferencialmente regulado en
bzip25-2, estudiamos la internalizacion del trazador endocitico FM4-64 en células de la
punta de la raiz de plantulas silvestres y mutantes bzip25-2 en presencia del inhibidor
de la EMC TyrA23, en concentraciones descritas por blogquear eficientemente la
internalizacion de distintos trazadores de MP (Ortiz-Zapater, E. y col, 2006;
Dhonukshe, P. y col., 2007), luego de 30 minutos de reactivacion de la endocitosis en
presencia de la droga. Se escogib esta temporalidad para evaluar el fenotipo, porque
experimentalmente se observé que a 30 minutos es evidente la aceleracion de la
endocitosis en bzip25-2 respecto a la linea silvestre (condiciones control en figuras 11,

12y 13).

En condiciones control se detectaron endosomas en la linea silvestre, los cuales se
observan también en la linea bzip25-2 (figura 15, cabezas de flechas amarillas en
condicién controf), sin embargo, y tal como se esperaba, se observd en bzip25-2
endosomas de mayor tamafio, o endosomas tardios (Dettmer, J. y col., 20086; Richier,
8. y col., 2009). En células de la linea silvestre, luego de 30 minutos de exposicidén a
TyrA23 50uM no se observé practicamente ningtn tipo de endosoma, y se observd que
el trazador FM4-84 se encuentra restringido a la MP (figura 15, asterisco blanco en
panel superior central) dando cuenta de la completa inhibicion de la internalizacion de
MP marcada con FM4-64 ante la exposicién a la droga. Ademas, se observd que
aglomeraciones del trazador aparecen a nivel de la MP ante TyrA23 50uM en la linea

silvestre (figura 15, cabezas de flecha azul en panel superior central). Por otro lado, en
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la linea de pérdida de funcion de bZIP25, el trazador no e_sté limitado a la MP, sino que
se observaron endosomas y endosomas tardios luego del tratamiento con TyrA23
50uM dando cuenta de que la EMC esta activa atn en presericia de la droga (figura 15,
cabezas de flecha amarillas y naranjas en panel inferior central). Con objeto de
determinar si bzip25-2 es insensible a TyrA23, tratamos plantulas silvestres y mutantes
con una concentracién 50% mayor de esta droga. En pléntulas silvestres TyrA23 75uM
bloquea de manera completa la internalizacién de MP marcada con el trazador FM4-64
equivalente al fenotipo observado al tratar plantulas silvestres con TyrA23 50uM. En
contraste a lo observado en_ plantulas bzip25-2 fratadas con TyrA23 50pM una
concentracién de 75uM bloguea completamente la endocitosis del trazador, por lo que
la sefial de.FM4-64 se observé sdlo en la MP (figura 15, panel inferior izquierdo), de
forma homologa a lo que se observé con la linea silvestre a ambas concentraciones de
la droga. Por lo tanto, la pérdida de funcion bZ1P25 conduce a una menor sensibilidad a
TyrA23, lo que concuerda con los mayores niveles de trasc'rito de CLCZ2 que codifica a
una cadena liviana de clatrina, sugiriendo que esta menor sensibilidad a auxina se debe

a la mayor tasa de EMC en bzip25-2.
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Figura 15. La linea bzip25-2 es menos sensible a la inhibicién de la Endocitosis
Mediada por Clatrina (EMC) en comparaciéon al tipo silvestre. Analisis de la
internalizacién del trazador de Membrana Plasmatica (MP) FM4-64 en células de la
punta de la raiz de plantulas silvestres (Col-0) y bzip25-2 de 7 dias de crecimiento luego
de 30 minutos en condiciones control (DMSO) o en tratamiento con Tirfostina A23
(TyrA23) 50uM o 75uM. Los asteriscos blancos, la cabeza de flecha amarilla, naranja y
azul sefialan la MP, endosomas, endosomas tardios y aglomeracion del trazador a nivel
de MP, respectivamente. La linea pérdida de funcion de bZIP25 presenta en
condiciones control mltiples endosomas y endosomas tardios, en contraste en la linea
silvestre solo se observaron endosomas y en menor cantidad que la linea mutante
(paneles derechos) dando cuenta de la aceleracion en la internalizacion de MP en
bzip25-2. El tratamiento con TyrA23 50uM inhibe |a internalizacion de MP marcada con
el trazador en la linea silvestre, en cambio, en la linea bzip25-2 aln en presencia de la
droga se observaron endosomas y endosomas tardios (paneles centrales). La
aplicacion de 75uM inhibe eficientemente la entrada del trazador en ambas lineas
(paneles izquierdos). Por lo tanto, bzip25-2 es menos sensible que la linea silvestre a la
inhibicién mediad por TyrA23. Las imagenes fueron obtenidas mediante microscopia
confocal y son representativas de tres experimentos independientes con 4 plantulas
evaluadas para cada tiempo. La barra de tamafio indica 20pm.
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5.9.- La mayor densidad de raices laterales reportada ante la pérdida de funcién

de bZIP25 involucra la aceleracién del trafico endocitico a la Vacuola.

Nuestras observaciones indican que la endocitosis de PM es relevante para la
organogénesis de raices laterales, particularmente la mayor densidad de raices
laterales en la linea de pérdida de funcién de bZIP25 podria estar explicada por la
induccién de esta via de trafico. Con objeto de determinar si la internalizacion de PMes
suficiente para dar cuenta del fenotipo de raices laterales en bzip25-2 o, por otro lado,
se requiere del trafico endocitico rio abajo de PM, interrumpimos el trafico endosomal

posterior a la PM.

I?n el trafico de endomembranas participa ma\qyinaria -altamente especi?lizada. La
activacion de GTPasas monomericas del tipo ARF es requerida para la fision de
vesiculas, activacion que depende de factores de intercambio de nucledtido de
guanidina (GEF) (Pizarro, L. & Norambuena, L., 2014). La droga Brefeldina A (BFA) se
une al complejo ARF-GEF bloqueando el intercambio del nucledtido de guanidina y en
consecuencia alterando el trafico vesicular (Pedrazzini, E. y col., 2013). Particularmente,
entre PM y EE/TGN BFA impide el reciclaje endocitico gatillando la aglomeracion de
endosomas en un compartimiento de gran tamafio conocido como cuerpos de BFA
(Lam, S. y col., 2009, figura 16A) lo que colateralmente detiene el trafico vesicular en

direccion a la Vacuola.
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Figura 16. La linea bzip25-2 es menos sensible a la inhibicion del desarrollo de
raices laterales gatillada por la alteracion del trafico entre Membrana Plasmaticay
los Endosomas Tempranos/Red Trans-Golgi. Se esquematiza en A la ruta endocitica
(flechas rojas) dentro del Sistema de Endomembranas en presencia de BrefeldinaA
(BFA). EE/TGN = Endosomas Tempranos/Red Trans Golgi, PVC/MVB =
Compartimiento Pre vacuolar/Cuerpo Multivesicular, V = vacuola, PM = Membrana
Plasmatica. BFA inhibe el reciclaje endocitico desde EE/TGN a la MP, gatillando el
colapso endosomal en un Unico compartimiento conocido como cuerpo de BFA.
Plantulas silvestres y bzip25-2 de 7 dias de crecimiento fueron transferidas a medio
liquido suplementado con BFA 50uM por 3 dias. Se determind la densidad de raices
laterales totales, raices laterales emergidas y primordios de raiz lateral. BFA 50uM
inhibe la densidad total de raices laterales en plantulas silvestres (columnas azules) y
bzip25-2 (columnas verdes) (B). Sin embargo, la linea mutante presentd una menor
sensibilidad, por lo que la densidad total de raices laterales es significativamente mayor
en bzip25-2 en comparacion a la linea silvestre luego del tratamiento con la droga (B).
Ambas lineas respondieron con igual sensibilidad a la inhibicion de la densidad de
raices laterales emergidas, como resultado del tratamiento con BFA 50uM (C) aunque
la tasa de disminucién es mas drastica para la linea silvestre en comparacion con
bzip25-2, 10 veces versus 7,4. Por otro lado, BFA inhibe la densidad de primordios en
plantulas silvestres, sin embargo, la linea bzip25-2 es insensible al impacto de la droga
sobre este parametro (D). Los datos corresponden a tres réplicas experimentales
independientes, con un numero total de 21 plantulas evaluadas. Estudio estadistico

60




realizado mediante andlisis t-student: *=p<0.05; **=p<0.01; **=p<0.001; ns = no
significativo.

Plantulas de 7 dfas de crecimiento de la linea silvestre y pérdida de funcion de bZIP25
se trataron con BFA 50pM durante 3 dias para determinar el impacto de a alteracion
del trafico entre PM y EE/TGN mediado por esta droga en la organogénesis de raices
laterales. Tras este periodo se determiné la densidad tfotal de raices laterales, y se
describio, ademas, la densidad de primordios y de raices laterales emergidas (figura

16).

La alteracién del trafico entre PM y EE/TGN por medio de BFA conduce a la
disminucién de la densidad de raices laterales totales en plantulas silvestres, tanto
como en plantulas bzip25-2 (columnas azules y verdes, respectivamente, en figura
16B). BFA gatilla una densidad de raices laterales totales 3,4 veces menor que el
control para la linea silvestre y de 2,7 veces para bzjp25-2. Por tanto, y como se
desprende de la observacién de la figura 16B, la linea silvestre presenia una mayor
sensibilidad a BFA respecto a la linea pérdida de funcién de bZIP25, registrandose una
mayor densidad de raices laterales totales en bzip25-2 luego del tratamiento (figura

16B).

La inhibicién del reciclaje endocitico mediante BFA impacta principalmente sobre la
emergencia de la raiz lateral tanto en plantulas silvestres como mutantes bzip25-2. En
tratamiento con la droga pléntulas silvestres tienen una densidad de raices emergidas
10 veces menor que su respectivo conirol, mientras que en bzip25-2 la disminucion es
de 7,4 veces (Figura 16C). En contra parte, la densidad de primordios se ve reducida

sélo 0,5 veces en la linea silvestre luego del tratamiento con BFA 50uM vy la linea
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pérdida de funcion de bZIP25 es insensible a la reduccion en la densidad de primordios

ante la exposicion a la droga (figura 16D).

En condiciones control se registro para bzip25-2 una densidad total de raices laterales
mayor que en la linea silvestre, concordante al fenotipo ya descrito para esta mutante
en condiciones estandar de crecimiento (Pizarro, L. tesis doctoral, 2015). Tras evaluar
la densidad de raices laterales emergidas y la densidad de primordios de raiz lateral se
reveld que la diferencia significativa entre plantulas silvestres y mutantes en el
parametro densidad total de raices laterales deriva de la mayor densidad de raices
laterales emergidas en bzip25-2 (columnas condicion controf en figura 16C). Por otro
lado, el tratamiento con e! inhibidor del reciclaje endocitico revel6 que esta via de trafico
&% importante tanté pata 8l generacién del primordio como para‘la émergéncia del
mismo, pues BFA.impacta en la densidad de raices emergidas y en la densidad de
primordios de ralz lateral en plantulas silvestres {columnas azules en tratamiento con
BFA en figuras 16C y 16D), sin embargo, ambos parametros estan menos afectados en
la linea mutante, la disminucion de la densidad de raices emergidas es 2,6 veces menor
en bzip25-2 respecto a la Iinea silvestre (7,4 frente a 10 veces de diminucién
respectivamente) y, ademas, no se observé una diminucién en la densidad de
primordios en el tratamiento con la droga. En consecuencia, la menor sensibilidad de la
linea pérdida de funcién de bZIP25 al tratamiento con BFA en cuanto a la densidad total
de raices laterales (figura 16B) es resultado de la mantencion de la organogénesis de

primordios adn en presencia de BFA.

Se documenté para la linea bzip25-2 la formacién de un cuerpo de BFA de forma
acelerada respecto a la linea silvestre, fenotipo coherente a la aceleracién endocitica

observada en esta linea mutante (Pizarro, L. tesis doctoral, 2015). El desarrollo de
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raices laterales fue impactado negativamente luego del tratamiento con BFA en
plantulas silvestres, dado que bzip25-2 presenta una mayor sensibilidad celular a BFA
cabria esperar un mayor impacto en la densidad total de ralces laterales en esta linea,
sin embargo, se observé una menor sensibilidad respecto a la linea silvestre en este
parametro. Con objeto de buscar evidencias que permitan entender el contraste entre el
fenotipo celular y el fenotipo de raices laterales evaluamos, en primer lugar, la
internalizacién del trazador endocitico FM4-84 en presencia de BFA 50uM a lo largo de
una ventana temporal de 60 minutos en plantulas silvesires y mutantes bzip25-2
centrandonos en el proceso de formacién del cuerpo de BFA. Utilizamos esta
temporalidad pues se describi6 la formacion completa de un maximo de dos cuerpos de

BFA por ceIu!a en la raiz de plantulas sﬂvestres de Arabldops:s (Lam, S y col., 2009;

i - —- —
-

Lotke, C. y col,, 2015) En condiciones control se observé que durante los tres flempos

[N '

evaluados (15, 30 y 60 minutos) la linea pérdida de funcion de bZIP25 presenta un
mayor numero de endosomas en contraste a la linea silvestre (cabeza de flecha
amarilla en figura 17A). A partir de 30 minutos se observaron endosomas tardios en
ambas lineas (cabeza de flecha naranja en figura 17A), sin embargo, bzip25-2 presenta
un mayor numero de este tipo de endosomas, coherente con los resultados
previamente reportados. Por otro lado, luego de 15 minutos en tratamiento con BFA
50uM, se observaron multiples endosomas en ambas lineas que en comparacion son
indistinguibles en cuanto a nimero y densidad (cabeza de flechas amarillas en paneles
superiores en la figura 17B). Tras 30 minutos de exposicion a la droga, en comparacion
a la condicion control, la cantidad de endosomas tardios disminuye en ambas lineas,
pero mas robustamente en la mutante pérdida de funcién de bZIP25 (cabeza de flecha
naranja en paneles centrales en figura 17B). En contraste, también a 30 minuios de

exposicion con BFA 50uM, se observo la aparicion de cuerpos intracelulares marcados
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con FM4-64 de mayor tamafic que un endosomas o un endosoma tardio (flecha roja en
paneles centrales en figura 17B) y que dan cuenta de etapas tempranas en [a formacidn
del cuerpo de BFA. Estos cuerpos son mas abundantes en la linea bzip25-2 en
comparacién con la linea silvestre, que es coherente a la aceleracion de la endocitosis
reportada para la pérdida de funcion de bZIP25 (Pizarro, L. tesis doctoral, 2015), e
inclusive en bzip25-2 algunas estructuras alcanzaln las caracteristicas de tamafio de un
cuerpo de BFA (referencia; cabeza de flecha roja en pane! central en figura 17B). Luego
de 60 minutos estructuras de tipo endosomas o endosomas tardios se observaron con
muy baja frecuencia en la linea silvestre y en bzip25-2, se observé principalmente
estructuras que dan cuenta de la formacién del cuerpo de BFA y cuerpos de BFA
propiamente tal (flecha roja y cabeza de flecha roja, respectivamente, en paneles

inferiores en la figura 17B).
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Figura 17. El proceso de formacion del cuerpo de BFA esta acelerado en la linea
bzip25-2. Dindmica de internalizacion de Membrana Plasmatica (MP) marcada con el
trazador FM4-64 en células de la punta de la raiz de plantulas silvestres (Col-0) y
bzip25-2 de 7 dias de crecimiento tratadas con BFA 50uM o con EtOH como control. La
cabeza de flecha amarilla, naranja, roja, verde y la flecha roja indican endosomas,
endosomas tardios, cuerpo de BFA, membrana vacuolar y cuerpos de BFA en
formacion, respectivamente. En condiciones control (A) tras 15 minutos de
internalizacion el nimero de endosomas es mayor en la linea bzip25-2 respecto a la
linea silvestre (paneles superiores en A), luego de 30 minutos de manera consistente el
numero de endosomas y endosomas tardios es mayor en la linea mutante (paneles
centrales en A), e inclusive a 60 minutos el trazador alcanza en gran numero de
individuos la membrana de la Vacuola (paneles inferiores en A). En presencia de BFA
50uM (B) luego de 15 minutos de internalizacion del trazador se observo un numero
indistinguible de endosomas entre ambas lineas (paneles superiores en B), a 30
minutos el numero de endosomas tardios disminuye en la linea mutante en
comparacion a la silvestre, ademas, aparecen cuerpos de BFA en formacién en bzip25-
2 en mayor numero respecto a la linea silvestre (paneles centrales en B), finalmente, a
60 minutos bzip25-2 presentd mayor nimero de cuerpos de BFA en formacion y
cuerpos de BFA formados (paneles inferiores en B). Estos resultados son concordantes
a la aceleracion en la formacion del cuerpos de BFA reportado en bzip25-2 consistente
con la aceleracion de la endocitosis propia de esta linea mutante (Pizarro, L., tesis
doctoral, 2015), pero revelan ademas, la formacion de multiples estructuras tempranas
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en la formacién de un cuerpo de BFA. Las imagenes fueron obtenidas mediante
microscopia confocal y son representativas de tres experimentos independientes con 4
plantulas evaluadas para cada tiempo. La barra de tamario indica 20pm.

Estas observaciones dan cuenta de que la mayor sensibilidad celular a BFA ante la
pérdida de funcién de bZIP25 radica no solo en el establecimiento més rapide y de
mayor tamafio de un cuerpo de BFA como resultado de la aceleracion de la endocitosis
(Pizarro, L. tesis doctoral, 2015), sino que también, en el establecimiento de multiples
estructuras tempranas en la formacion de un cuerpo BFA (flechas rojas en figura 17B),
los cuales probablemente, se agrupan o colapsan en un solo cuerpo de BFA a medida
que la cinética de observacién en presencia de la droga avanza. La mayor sensibilidad
a nivel celular contrasta con la menor sensibilidad a la inhibicién de la densidad de
raices laterales gatillada por BFA en bzip25-2. Se reporté que el tréfico entre laMPyla
Vacuola es importante en el desarrollo de raices laterales (Pérez-Henriquez, P. y col.,
2012). Si a nivel celular el trafico endocitico en bzip25-2 es capaz, ademas, de superar
la agregacion de vesiculas en el cuerpo de BFA y continuar hasta alcanzar la Vacuola
este fenotipo podria dar cuenta de la resistencia a BFA en término del desarrollo de

raices laterales.

Para aproximarnos a esta hipttesis, plantulas de 7 dias de la linea silvestre y mutante
se incubaron por 30 minutos en BFA 50uM y luego se co-incubadaron con BFA 50uM y
FM4-64 por ofros 30 minutos, esta estrategia asegura la formacion de uno o dos
cuerpos de BFA por célula (Lam, S. y col.,, 2009) y asegura, ademas, que el trazador
endocitico que ingresa se concentre en elflos cuerpo(s) de BFA en formacion (figura
18). Transcurrida esta incubacién se considero el tiempo cero experimental y se estudié

1a cinstica de internalizacién del trazador endocitico desde 30 a 120 minutos con objeto
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de observar en qué linea se supera el bloqueo del trafico mediado por BFA, y por tanto

el trazador puede alcanzar la Vacuola, tal como se indica en la figura 5.
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Figura 18. En bzip25-2 el trafico a la Vacuola supera la alteracién del trafico
endocitico gatillada por BFA. Internalizacién de Membrana Plasmatica (MP) marcada
con el trazador FM4-64 en células de la punta de la raiz de plantulas silvestres (Col-0) y
bzip25-2 de 7 dias de crecimiento tratadas con BFA 50uM o con DMSO como control
seglin metodologia descrita en la figura 3. La cabeza de flecha naranja, roja, verde y la
flecha roja indican endosomas tardios, cuerpo de BFA, membrana vacuolar y cuerpos
de BFA en formacion, respectivamente. En las graficas presentadas columnas azules y
verdes representan a la linea silvestre y bzip25-2, respectivamente. Bajo la condicion
control (A} el nimero de endosomas tardios es equivalente a 30 minutos entre la linea
silvestre y bzip25-2 (paneles superiores en A), a 60 minutos el trazador alcanza la
membrana de la Vacuola en la linea mutante, pero no en la silvestre (paneles centrales
en A), luego de 120 minutos el trazador alcanza la membrana vacuolar en ambas lineas
(paneles inferiores en A} resultados consistentes con la aceleracién en la internalizacion
de MP reportada para la linea pérdida de funcién de bZIP25. Por otro lado, 30 minutos
de internalizacién de MP en presencia de BFA bajo las condiciones experimentales
descritas en la figura 3, dan cuenta de la aparicion de cuerpos de BFA mayores en
tamafio (C) y numero en la linea mutante al comparar con la silvestre (paneles
superiores en B), tras 60 minutos en la linea silvestre ain se observé la presencia
endosomas tardios, y estructuras tempranas en [a formacion de un cuerpo de BFA, no
asf en bzip25-2, donde predomina un cuerpo de BFA establecido (paneles centrales en
B). Luego de 120 minutos, en ambas lineas se observo uno o dos cuerpos de BFA por
células, ademas, el trazador alcanza robustamente la Vacuola en bzip25-2 (panales
inferiores en B) en un mayor nimero de células (D). Las imagenes fueron obtenidas
mediante microscopia confocal y son representativas de tres experimentos
independientes con 4 plantulas evaluadas para cada tiempo. La barra de tamafio indica
20um. Se utilizaron 10 células por plantula para en la evaluacion del cuerpo de BFA Y
durante el analisis de la llegada del trazador a !a Vacuola. Estudio estadistico realizado
mediante analisis t-student: *=p<0.05; **=p<0.01; ***=p<0.001; ns = no significativo.

Al evaluar 30 minutos del tratamiento control se observaron multiples endosomas
tardios en células tanto de la linea silvestre como en bzip25-2, indistinguible en nimero
o densidad (cabeza de flechas naranjas, paneles superiores en figura 18A). Luego de
60 minutos, el fenotipo de endosomas tardios se mantiene invariable al comprar ambas
lineas, sin émbargo en bzip25-2 el trazador FM4-64 alcanza la membrana de la Vacuola
(cabezas de flechas verdes, paneles centrales en figura 18A). Tras 120 minutos el
ntimeroc y el tipo de endosomas es comparable en células de la raiz de plantulas

silvestres y mutantes y, ademas, en ambos casos el trazador alcanza la membrana de
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1a Vacuola. Por otro lado, a 30 minutos del tfratamiento se observé aproximadamente un
cuerpo de BFA por célula en la linea silvestre y en bzip25-2. Se observé que el tamafio
del cuerpo de BFA era mayor en céluias de la linea mutante (figura 18C). Por el
contrario, en la linea silvestre se observaron multiples endosomas, estructuras
tempranas en la formacién de un cuerpo de BFA, y cuerpos de BFA més pequefios que
en la linea mutante (cabeza de flecha naranja, flechas rojas y cabezas de flechas,
respectivamente, pane! superior en figura 18B). Luego, a 60 minutos de observacion el
tamafio del cuerpo de BFA se homogeniza entre ambas lineas (cabeza de flecha roja,
paneles centrales en figura 18B). A 120 minutos de tratamiento se observé en la linea
silvestre uno o dos cuerpos de BFA completamente definidos por célula, en bzip25-2 se
‘observé, también, uno o dos cuerpos de BFA por célula, sin embargo estos cuerpos
presentan limites difusos en comparacién a los observados en Ia linea silvestre v,
ademas, a simple vista presentan un mayor tamafio (cabezas de flecha roja, paneles
‘inferiores en figura 18B). De manera interesante tras 120 minutos el trazador FM4-64
alcanza la membrana de la Vacuola en bzip25-2, en contraste a la linea silvestre
(cabeza de flecha verde, panel inferior en figura 18B). En refuerzo de esta idea, el
porcentaje de células en bzip25-2 en donde se observo el trazador en la Vacuola es
significativamente mayor a lo observado en células de plantulas silvestres, como se
registra en la figura 18D. Por lo tanto, ante [a pérdida de funcion de bZIP25 la formacion
del cuerpo de BFA esta acelerada, sin embargo, el trafico endocitico escapa en parte al
bloqueo gatillado por esta droga y contintia en direccién a la Vacuola, lo que
probablemente permite la arganogénesis de raices laterales atn en presencia de BFA

de manera més robusta que en plantulas silvestres (figura 16).
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5.10.- La aceleracién del trafico a la Vacuola ejerce una accion sinérgica en la
induccién de la densidad de raices laterales en la linea pérdida de funcion de

bZIP25

Los resultados descritos sugieren que el frafico endocitico entre la MP y la Vacuola
cumple un papel en la mayor densidad tota! de raices laterales observadas en la linea
de pérdida de funcién de bZIP25. Para dar cuenta de esta relacion utilizamos como
herramienta la droga Sortin2 descrita por acelerar el trafico a la Vacuola de diferentes
proteinas de MP y del trazador FM4-64 (Figura 19A) y, ademas, induce el desarrollo de
raices laterales (Pérez-Henriquez, P. y col., 2012). Plantulas silvestres y bzip25-2de 7
dias de crecimiento se incubaron en medio conteniendo Sortin2 25pg/mb por 3 dias.
Goncentracion descrita como suficiente par;ﬂirtld'ucir el desarrollo de raices laterales en

plantulas. silvestres (Pérez-Henriquez,.P. y col, 2012). Luego de este periodo se

cuantificé la densidad total de raices laterales.
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Figura 19. El acelerador del trafico a la Vacuola Sortin2 tiene un efecto sinérgico
sobre el desarrollo de raices laterales observado en la linea de pérdida de funcion
de bZIP25. Se esquematiza en A la ruta endocitica (flechas rojas) dentro del Sistema
de Endomembranas en presencia de Sortin2. EE/TGN = Endosomas Tempranos/Red
Trans Golgi, PVC/MVB = Compartimiento Pre vacuolar/Cuerpo Multivesicular, V =
vacuola, PM = Membrana Plasmatica. Sortin2 acelera el trafico endocitico entre laMPy
la Vacuola. Plantulas silvestres y bzip25-2 de 7 dias de crecimiento fueron transferidas
a medio liquido suplementado con Sortin2 25ug/mL por 3 dias. Posteriormente, se
determiné la densidad total de raices laterales. En condiciones control la linea silvestre
(columnas azules) presenté una densidad total de raices laterales menor que bzip25-2
(columnas verdes) como se observa en B, ademas, ambas lineas son sensibles al
tratamiento con Sortin2, sin embargo bzip25-2 es mas sensible que la linea silvestre a
la induccién de la densidad total de raices laterales en presencia de la droga (B). Al
comparar las veces de cambio del parametro densidad se observé que en presencia de
Sortin2 bzip25-2 presentd un cambio que es mayor a la suma del registrado en
plantulas silvestres por accion de Sortin2 y el endégeno de esta linea mutante en
comparacion a la linea silvestre (0,5 veces de cambio) (C). Los datos corresponden a
tres réplicas experimentales independientes, con un numero total de 18 plantulas
evaluadas. Estudio estadistico realizado mediante analisis t-student: *=p<0.05;
**=p<0.01; **=p<0.001; ns = no significativo.
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En condiciones control la linea bzip25-2 presentd una mayor densidad total de raices
laterales en comparacion con la linea silvestre, acorde a lo reportado en la tesis
doctoral de Lorena Pizarro (2015) y en este seminario de titulo (figura 19B). Se observd
que el tratamiento con Sortin2 induce .un aumento en la densidad total de raices
laterales en la linea silvestre como en bzip25-2. Sin embargo, la linea pérdida de
funcién de bZIP25 es mas sensible a la droga.presentando una densidad total de raices
laterales significativamente mayor que el tipo silvestre (figura 18B). Sortin2 gatilia un
aumento aproximado de 4 veces sobre el indice de densidad de raices laterales en
plantulas silvestres (Pérez-Henriquez, P. y col., 2012), con un promedio de 3,5 veces
bajo nuestras condiciones gxperimentales, al evaluar este parametro en bzip25-2
contrastando la condicién traiamiganto versus el control encontramos que Sortin2 induce
un aumento de 5 veces del indice totar[ de ra-ices laterales (figura 19C), mayor a lo

reportado para la linea silvestre.

Este resultado revela que en presencia del acelerador endocitico Sortin2 la densidad
total de raices laterales en bzip25-2 es incrementada de manera sinérgica en
comparacién al fenotipo reportado para plantulas silvestres en tratamiento con Sortin2 y
el fenotipo de densidad total de raices laterales endégeno en bzip25-2 (0,5 veces mas
que el de piantulas silvestres). Este resultado apoya la conexién entre el incremento en
la densidad de raices laterales y el trafico acelerado a la Vacuola desde MP en la linea

de pérdida de funcion de bZIP25.

Con objeto de determinar si la mayor densidad total de raices laterales en tratamienio
cop Sortin2 tienen una correlacién con la internalizacion de MP a nivel celular en la
linea mutante estudiamos la internalizacion del trazador FM4-64 en células de la raiz de

plantulas de 7 dias de crecimiento de la linea silvestre y bzip25-2 en presencia de
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Sortin2 25pg/mL y 50ug/mL, siendo esta altima concentracion la descrita por acelerar el
trafico de diversas proteinas de MP a la Vacuola (Pérez-Henriquez, P. y col., 2012). Al
evaluar la internalizacion de FM4-64 luego de 30 minutos en condiciones control, se
observé en la linea bzip25-2 un mayor numero de endosomas y endosomas tardios
respecto a la linea silvestre (cabeza de flecha amarilla y naranja, respectivamente,
paneles izquierdos en figura 20A). Por otro lado, a 60 minutos el trazador alcanza la
membrana de la Vacuola en la linea mutante (cabeza de flecha verde, paneles
centrales en figura 20A), en contraste a la linea silvestre donde no se observo. Luego
de 3 horas el trazador se observo en la membrana de la Vacuola de ambas lineas lo
que significa que la ruta de trafico es funcional (cabeza de flecha verde, paneles

derechos en figura 20A).

Control

Col-0
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Figura 20. La linea de pérdida de funcién de bZI25 es hipersensible a la
aceleracion del trafico a la Vacuola inducida por Sortin2. Se presenta la dinamica
de internalizacién de Membrana Plasmatica (MP) marcada con el trazador FM4-64 en
células de la punta de la raiz de plantulas silvestres (Col-0) y bzip25-2 de 7 dias de
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crecimiento tratadas con Sortin2 25pg/mL, Sortin2 50pg/mL o con DMSO como control.
La cabeza de flecha amarilla, naranja, verde y asteriscos blancos indican endosomas,
endosomas tardios, membrana vacuolar y MP, respectivamente. En condiciones control
a 0,5 horas de internalizacion del trazador se observo un mayor numero de endosomas
y endosomas tardios en células de plantulas bzip25-2 en comparacién a la linea
silvestre (A, paneles izquierdos). Luego de una hora el trazador alcanza la membrana
de la Vacuola en la linea mutante, pero no en la linea silvestre (A, paneles centrales).
Tras 3 horas el trazador se observo en la membrana de la vacuola en ambas lineas (A,
paneles izquierdos). Este resuitado, consistentemente, da cuenta de la aceleracién de
la endocitosis en la linea pérdida de funcién de bZIP25. En tratamiento con Sortin2
25ug/mL ambas lineas presentan un nimero equivalente de endosomas tardios luego
de 0,5 horas de internalizacion del trazador, revelando la aceleracién en la
internalizacién mediada por Sortin2 (B, paneles, izquierdos). Tras una hora de
tratamiento e] trazador alcanza de manera evidente la membrana vacuolar en bzip25-2
(B, paneles centrales). A tres horas de exposicién a Sortin2 25pg/mL gran parte de la
sefial de FM4-64 se centra en la membrana de la Vacuola para ambas lineas, sin
embargo, sélo en la linea silvestre el trazador sigue asociado a la MP, en bzip25-2 la
sefial se restringe completamente a la Vacuola (B, paneles derechos).
Remarcablemente, en tratamiento con Sortin2 50pg/mL se observd un fenolipo
homologo luego de 3 horas, por lo que el trazador esta mayoritariamente en la
membrana vacuolar en la linea bzip25-2, mientras que en la linea silvesire ain es
detectable en ia MP (C, paneles derechos). Por lo tanto, Sortin2 induce un aumento en
la internalizacion de MP en la linea pérdida de funcion de bZIP25. Las imagenes fueron
obtenidas mediante microscopia confocal y son representativas de tres- experimentos
independientes con 4 plantulas evaluadas para cada tiempo. La barra de tamafio indica
20um.

En contraste, se observé a 30 minutos de internalizacion de FM4-64 en presencia de
Sortin2 25ug/mL un ndmero similar de endosomas tardios en células de la linea
silvestre y de bzip25-2 (cabezas de flecha amarillas, paneles izquierdos en figura 20B).
Tras una hora de tratamiento el trazador alcanza la membrana de la Vacuola en ambas
lineas (cabeza de flecha verdes, paneles centrales en figura 20B). Estas observaciones
son coherentes a la aceleracién de la endocitosis mediada por Sortin2 o que conduce
a un fenotipo de endocitosis homdlogo entre ambas lineas a esta temporalidad de
observacién. Se evalud, por tanto, la internalizacion del trazador a tiempos posteriores.
A 3 horas de internalizacién de FM4-64 en presencia de Sortin2 25pg/mL se observd

nitidamente la morfologia de la Vacuola en plantulas silvestres, pues gran parte del
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trazador alcanzo la membrana de la Vacuola (panel superior derecho en figura 20B). En
células de plantulas bzip25-2 toda la sefial del trazador se observo limitada a la Vacuola
(panel inferior izquierdo en figura 20B), en contraste a plantulas silvestres donde a esta
temporalidad se observo atin trazador asociado a la MP (asteriscos blancos, figura
20B). Estos resultados muestran que la aceleracién de la internalizacién de MP

gatillada por Sortin2 se potencia en plantulas de la linea bzip25-2.

El tratamientos con Sortin2 50ug/mL generd complicaciones con la deteccién de la
sefial del trazador, sin embargo, entrega un resultado consistente a las observaciones
descritas en tratamiento con Sortin2 25ug/ml a las 3 horas donde el trazador FM4-64
se encuenira mayoritariamente en la membrana de la Vacuola, sin embargo, parte de la
sefial del trazador también se distingjue a nivel de la MP en la linea silvestre, mientras

que eri bzip25-2 es casi imperceptible.

En forma integrada estos datos indican que la aceleracion del trafico endocitico a la
Vacuola se relaciona directamente con la mayor densidad de raices laterales

observadas en la linea de pérdida de funcion de bZIP25.

§.41.- El trafico entre los Endosomas Tardios o Compartimientos Prevacuolares y
la Vacuola esta involucrado en el desarrollo de raices laterales dependiente de

bZIP25.

Los resultados presentados apuntan a que la aceleracién del trafico endocitico entre la
MP v la Vacuola es relevante para la mayor densidad de raices laterales observada en
bzip25-2 respecto a la linea silvestre. Con objeto de identificar si la endocitosis dirigida
a la Vacuola o bien a un compartimiento previo en la ruta de trafico endocitico posterior

a los Endosomas Tempranos/Red Trans-Golgi es importante en el desarrollo de raices
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laterales en bzip25-2, alteramos el trafico entre el compartimiento prevacuolar
(conocidos también como Endosomas Tardios o el Cuerpo Multivesicular) y la Vacuola

por medio de la droga Wortmanina (Wm).

Wm inhibe el trafico de endomembranas (Figura 21A) modificando la composicién de
fosfatidilinositoles como resultado de la inhibicién de enzimas requeridas en su sintesis
(fosfatidilinositol-3-kinasa, PI-3K, y fosfatidilinositol-4-kinasa, PI-4K; Takac¢, T. y col.,
2012). Estos fosfatidilinositoles son requeridos para el trafico entre el compartimiento
prevacuolar y la Vacuola, la droga impacta la estructura del compartimiento, el cual se

observa como pequefios anillos en el interior celular (Robinson D. y col., 2008).
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Figura 21. La linea bzip25-2 y la linea silvestre incrementan la densidad de raices
laterales ante la alteracion del trafico entre compartimientos pre-vacuolares y la
Vacuola mediado por Wm. En A se muestra a través de las flechas rojas la ruta
endocitica dentro del Sistema de Endomembranas en presencia de Wortmanina (Wm).
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EE/TGN = Endosomas Tempranos/Red Trans Golgi, PVC/MVB = Compartimiento Pre
vacuolar/Cuerpo Multivesicular, V = vacuola, PM = Membrana Plasmatica. Wortmanina
inhibe el trafico entre PVC/IMVB y la Vacuola. Plantulas silvestres y bzip25-2 de 7 dias
de crecimiento fueron transferidas a medio liquido suplementado con Wm 33uM por 3
dias. Posteriormente, se determiné la densidad total de raices laterales, la densidad de
raices laterales emergidas y la densidad de primordios. Wm 33pM induce un aumento
en la densidad total de raices laterales de la linea silvestre (columnas azules) y mutante
(columnas verdes) (B). La droga repercute en un aumento en la densidad de raices
emergidas en la linea silvestre, pero no se observé cambios en este parametro en la
linea mutante (C). Por otro lado, no se observé ningan tipo de cambio en la densidad de
primordios de raices laterales en la linea silvestre o bzip25-2 luego del tratamiento con
Wm 33uM (D). Estos resultados sugieren que Wm induce la densidad de raices
emergidas y primordios en ambas lineas. En plantulas silvestres la densidad de
primordios debe aumentar para poder compensar el cambio significativo en la densidad
de raices emergidas (C), por otro lado, en bzip25-2 ambos parametros deben estar
inducidos para que en suma gatillen ol aumento en la densidad total de raices laterales
registrado. Los datos corresponden a tres réplicas experimentales independientes, con
un ndmero total de 21 plantulas evaluadas. Estudio estadistico realizado mediante
analisis t-student; *=p<0.05; **=p<0.01; **=p<0.001; ns = no significativo.

Plantulas de 7 dias de crecimiento de la linea silvestre y bzip25-2 se incubaron en
medio suplementado con Wm 33uM por 3 dias tras lo cual se evalud la densidad total
de raices laterales, la densidad de raices laterales emergidas y la densidad de
primordios de raiz lateral. Wm 33uM gatilla un aumento en la densidad total de raices
laterales tanto en la linea silvestre como en bzip25-2 (figura 21B). En plantulas
silvestres Wm aumenta de manera significativa la densidad de raices emergidas (figura
21C) sin alterar la densidad de primordios de raiz lateral (figura 21D). Si se considera
en esta linea el aumento en el nimero de raices emergidas por centimetro de raiz, se
espera un descenso en la densidad observada de primordios, sin embargo, este
parametro se mantiene invariable respecto al control, por lo tanto Wm 33uM induce
primordios y emergencia en plantulas silvesires compensando de este modo el indice
de primordios (figura 21D}. Por otro lado, Wm 33uM no gatilla cambios significativos en

1a densidad de raices emergidas (figura 21C) o en la densidad de primordios de raiz
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lateral (figura 21D) en la linea pérdida de funcién de bZIP25, en contraste la suma de
estos dos parametros en densidad total de raices laterales muestra un aumento
respecto al control (figura 21B), por lo tanto, Wm 33uM induce la emergencia tanto
como los primordios en bzip25-2 y el efecto sumatorio de estos cambios tiene
significancia estadistica al momento de evaluar el indice de densidad total de raices
laterales. Por lo tanto Wm tiene el mismo efecto sobre bzip25-2 y sobre Col-0, sin
embargo, bzjp25-2 sigue presentando una mayor densidad de RL gue Col-0 en el
tratamiento Wm, sugiriendo que la inhibicién mediada por Wm induce RL a través de un

mecanismo distinto al de bZIP25.

Si bien, estos resultados muesiran que el trafico hasta compartimientos pre-vacuolares
en nuestras condiciones experimentales participa en el desarrollo de raices iaterales, no
imita el fenotipo de la linea mutante, ni tampoco gatilla una sinergia sobre la linea

pérdida de funcion de bZIP25.

Estas evidencias indican que la aceleracién de la endocitosis a la Vacuola participa en
el aumento de densidad de raices laterales en la linea pérdida de funcion de bZIP25,
sin embargo, con estos experimentos no es posible discriminar el papel de alguna via

de trafico en particular posterior a los Endosomas Tempranos/Red Trans-Golgi.
5.12.- Generacién de lineas sobre-expresoras de bZIP25

Los andlisis realizados en la linea de pérdida de funcion de bZIP25 evidencian que
este factor de transcripcién participa en la organogénesis de Raices Laterales de
Arabidopsis thafiana a través de la modulacion del trafico endocitico. Con objeto de
confirmar que la pérdida de bZIP25 gatilla los fenotipos observados se utilizd como

estrategia el estudio de la sobre-expresién de bZIP25 generando lineas de Arabidopsis
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transgénicas que expresen de forma constitutiva la region codificante de bZIP25 bajo la

direccion del promotor 35S del virus de! mosaico de la coliflor.

La base de datos TAIR (The Arabidopsis Information Resource) detalla tres modelos
génicos desde el locus At3g54620 que codifican para bZIP25. Se detectdé gue dos de
las versiones de mMRNA descritas se expresaban en pléntulas silvestres. Los
correspondientes dos cDNA se clonaron en el vector pPCR8/GW/TOPOITA, que permite
mediante tecnologia basada en recombinacién el sub-clonamiento en vectores de
destino (tecnologia Gateway; Katzen, F. 2007) para posteriormente clonar en el vector
de destino binaric pGWBS5 que permi.te la fusion en el extremo carboxilo terminal de la
regién codificante de la proteina GFP y otorga resistencia al antibiético higromicina
(Realizado durante la unidad de investigacién Arantzazd Bidegain, estudiante Ingenierta

en Biotecnologia Molecular).

Posterior al clonamiento en el vector de expresion en plantas pGWBS, plantas de las
lineas silvestre y bzip25-2 se transformaron a través del protocolo de inmersién floral
basado en Agrobacterium tumefaciens. En este seminario de titulo se estudi6, en
particular, la isoforma AT3G54620.1 indicada en el modelo génica de bZIP25 en TAIR,
que codifica una proteina de 403 aminoacidos correspondiente a la isoforma de mayor

tamafio, y que desde aqui en adelante seré denominada “bZIP25.1"

Las semillas de las plantas transformadas (T1; generacion Transformante 1) fueron
seleccionadas por resistencia al antibiético higromicina. Sé determind, en primer lugar,
la concentracién minima del antibiético a la que una planta de A. thaliana portadora del
gen de resistencia es capaz de crecer y desarrollarse de manera normal en contraste a

una planta no resistente. Este analisis determiné que esta concentracidn corresponde a
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50ugfmL de higromicina. Tal como se observa en la figura 22A un individuo resistente al

antibiotico no tiene defectos en el crecimiento, ni tampoco en el desarrollo.
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Figura 22. Seleccién y genotipificacién de plantas homocigotas 358::bZIP25.1-
GFP. Plantas adultas del tipo silvestre y mutante fueron transformadas mediante el uso
de Agrobacterium fumefaciens a través del método de inmersion floral para integrar una
construccion que incluye una de las isoformas de transcripcién de bZIP25 “bZIP25.1”
fusionada a la proteina fluorescente verde (GFP) dirigida por el promotor constitutivo
358, y el gen que otorga resistencia al antibidtico higromicina hpt. Las semillas de estas
plantas fueron crecidas en higromicina 50pg/mL (T1; generacion Transformante 10
donde se seleccionaron individuos que no tienen problemas en su crecimiento y
desarrollo como el observado en A (indicado por [a flecha negra). Luego, se repitio el
ensayo de seleccién por resistencia a antibidtico en semillas obtenidas desde individuos
T1 y T2 correspondiente a la generacion T2 y T3, respectivamente generacion
Transformante 2). Sucesivamente, para identificar individuos homocigotos como los
observados en el cuadro izquierdo de la figura B, en contraste a individuos
heterocigotos como el mostrado en el cuadro derecho de la figura B. Desde el DNA de
plantulas transformadas con la construccion de interés se amplifica una banda de
1176pb dando cuenta de bZIP25.1-GFP. bzip25-2/bzip25-2 indica que la transformacion
con la construccién de interés fue realizada sobre individuos homocigotos de la linea
mutante bzip25-2.

Los individuos resistentes al antibiético de la generacién T1 se crecieron hasta
completar su desarrollo para la obtencion de semiillas (semilas T2; generacion
Transformante 2). Las semillas T2 fueron, también, sometidas a seleccion por
resistencia al antibigtico higromicina, y se observd que un 75% de la poblacion se
desarrolla sin problemas en medio suplementado con el antibiético, el restante 25% de

la poblacion muere. Esta razon es consistente con la segregacion de individuos
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heterocigotos para la resistencia al antibiético y con ello al transgen. Para asegurar la
obtencién de lineas homocigotas las semillas derivadas de individuos T2 fueron
sometidas a una nueva ronda de seleccion por resistencia al antibiético (T3, generacion
Transformante 3). Las semiillas derivadas de un individuo homocigoto para la insercion
son en un 100% resistentes a higromicina 50pg/mL (cuadro izquierdo en figura 22B) en
cambio las semillas derivadas de un individuo heterocigoto dan lugar a plantulas que

son sensibles a higromicina (cuadro derecho en figura 22B).

Con objeto de mostrar que las lineas seleccionadas como homocigotas desde la
resistencia a Higromicina B son portadoras de la construccion de interés se extrajo DNA
gendmico de las plantulas seleccionadas y se amplifico el transgen correspondiente. La
figura 22C muestra la electroforesis de los productos de PCR para la isoforma
bZIP25.1-. Tal como se esperaba una banda de 1176pb correspondiente a.la
secuencia codificante de bZIP25.1 se observé a partir de lineas transformadas dando
cuenta de la presencia de la construccion 35S::bZIP25.1-GFP, la que no se observa en

la [inea mutante de bZIP25 o silvestre ‘sin transformar.
5.13.- bZIP25.1 presenta una localizacién subcelular nuclear en Arabidopsis

Se ha caracterizado a bZIP25 como un factor de transcripcion (Schmidt, R. y col., 1992)
por lo que es probable que su localizacion subcelular sea el nicleo. Dado que la
isoforma bZIP25.1 cuenta con una etiqueta GFP en su extremo carboxilo terminal se
estudio la localizacién de la proteina de fusién utilizando una lupa de epifiuorescencia.
Tal como se observa en la figura 23A plantulas bzip25-2 portadoras de la construccion
35S::bZIP25.1-GFP son positivas a la fluorescencia de la proteina verde fluorescente,

en contraste a plantulas que provienen de semillas no transformadas. Ademas, se
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observé un patrén de fluorescencia punteado que podria ser indicativo de Ia
compartimentacién de la proteina de fusion deniro de la célula. Para determinar la
localizacion subcelular de la proteina de fusién estudiamos la fluorescencia en células
de la punta de la raiz de plantulas de 7 dias de crecimiento de la linea transgénica
mediante microscopia confocal. La sefial de bZIP25.1-GFP se encuentra ocupando de
manera uniforme un compartimento circular que se asemeja al ntcleo, como se deriva
de la observacion de la morfologia celular a partir de la imagen obtenida desde el
campo claro (figura 23B cuadra izquierdo). Para validar la hipdtesis respecto a la
localizacion subcelular de bZIP25.1-GFP se realizé un ensayo de inmunofluorescencia
utilizando anticuerpos anti-GFP y co-marcando con el fluoréforo de unién a DNA DAPI,
en plantulas transgénicas de 5 dias de crecimiento. La observacion mediante
microscopia confocal revela que DAP! y GFP ocupan una misma localizacién dentro de
las células, por lo que se puede afirmar que la proteina de fusion bZIP25.1-GFP

expresada en la linea bzip25-2 posee una localizacion nuclear.
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Figura 23. La proteina de fusién bZIP25.1-GFP localiza en el ntcleo de células de
Arabidopsis thaliana. En A plantulas de 7 dias de crecimiento de la linea bzip25-2 y
de la linea bzip25-2 expresando la construccion 35S::bZIP25.1-GFP se observaron
mediante una lupa de epifluorescencia para detectar la emision de la proteina
fluorescente verde (GFP). Se observo que soélo la linea transgénica es GFP positiva y
posee, ademas, un patrén punteado de emision de fluorescencia, lo que sugiere la
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compartimentacién de la proteina de fusién. En B imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal de plantulas bzip25-2 expresando 35S::bZIP25.1-GFP. La
superposicion de la sefial de GFP con el campo claro, sugieren que la proteina de
fusion localiza en el ntcleo. En C imagenes obtenidas mediante microscopia confocal
de una inmunofluorescencia contra GFP en plantulas de 5 dias que expresan la
protefna de fusion bZIP25.1-GFP junto con el co-marcaje DAPI para identificar el DNA.
Ambos marcadores co-localizan, lo que indica que bZIP25.1-GFP localiza en el nucleo.
En A las barras indican 150um. bzip25-2/bzip25-2 indica que la transformacion con la
construccion de interés fue realizada sobre individuos homocigotos de la linea mutante
bzip25-2.

5.14.- bZIP25.1 rescata el fenotipo de densidad de raices laterales de la linea de

pérdida de funcién de bZIP25.

Uno de los parametros asociados al Sistema Radicular (SR) alterado en la linea de
pérdida de funcion de bZIP25 es la mayor densidad de Raices Laterales observada en
comparacion al tipo silvestre. Parfz evaluar si el impacto en el SR es resultado de la
pérdida de funcion de bZIP25 evaluamos la densidad de Raices Laterales en plantulas
bzip25-2 que acumulan la proteina bZIP25.1-GFP. Como primera aproximacion se
evalué por observacién directa el SR de plantulas silvestres, bzip25-2 y bzip25-2
expresando bZIP25.1-GFP luego de 18 dias post siembra en Medio de Cuitivo Sélido.
Como muestra Ia figura 24A la linea de pérdida de funcién de bZIP25 muestra un SR
mas robusto que la linea silvestre, resultado de un amplio numero de Raices Laterales
Emergidas, en cambio la linea mutante en que se expresa la construccién bZIP25.1-
GFP presenta un SR que es homologable al de la linea silvestre. Al cuantificar la
densidad de Raices Laterales totales, siguiendo el protocolo ya descrito en este
seminario de fitulo para plantulas de 10 dias, observamos que la linea pérdida de
funcion de bZIP25 expresando bZIP25.1-GFP es menor que la registrada en la linea
bzip25-2 e inclusive menor que en ia silvestre, dando cuenta que la densidad de Raices
Laterales es regulada por bZIP25. Una posible explicacién a la menor densidad de

Raices Laterales en comparacién a la linea silvestre en la linea que expresa bZiP25.1-
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GFP puede estar relacionada con los niveles de transcrito de la construccién. Por tanto,
comparamos la expresion de bZIP25 entre la linea silvestre y la linea mutante
expresando bZIP25.1-GFP y observamos que la linea transgénica tiene mayores
niveles del transcrito de la isoforma bZIP25.1 que el tipo silvestre (relativizado en base
a los niveles de transcrito del gen de actina mediante PCR semi cuantitativo)
constituyéndose como una linea sobre-expresora de esta isoforma (figura 24C).
Consecuentemente, la drastica disminucion en la densidad de raices laterales puede
tener relacién con niveles mas altos de la proteina mediando la represion de genes

vitales para el desarrollo y/o crecimiento de una raiz lateral.

A
B C
6— r
& — 1.51
8=
L2 g ]
= .
 J 44
o IX E 1.0
k-] ‘; 8]
L 3
25 2 8 051
§% $
a-
0-
Col-0 bzip25-2 35S:bZIP25.1-GFP Col-0 35S::bZIP25-GFP
bzip25-2/bzip25-2 bzip25-2/bzip25-2

Figura 24. La linea bZIP25.1-GFP tiene una menor densidad de raices laterales
que la linea de pérdida de funcién de bZIP25 y la linea silvestre. En A se muestran
plantas de 18 dias crecidas en medio sdlido de manera continua, se observa a primera
vista que la linea que expresa a bZIP25.1-GFP tiene un menor nimero de raices
laterales que la linea silvestre y que bzip25-2. En B, plantulas de 7 dias de crecimiento
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de la linea silvestre (Col-0), bzip25-2 y 358::bZIP25.1-GFP bzip25-2/bzip25-2 fueron
transferidas a medio liquido por 3 dias luego de lo cual se evalud la densidad total de
raices laterales, la linea pérdida de funcién de bZIP25 presenta una densidad de raices
laterales mayor que el tipo silvestre, consistente a los resultados descritos (Pizarro, L.,
tesis doctoral, 2015) vy presentados en este seminario de titulo. Por otro lado, la linea
bZIP25.1-GFP presenta una densidad de raices laterales menor que la linea mutante,
por lo que la expresion de esta isoforma rescata el fenotipo de pérdida de funcion de
bZIP25, pero ademas, la diminucidn es inclusive menor que en la linea silvestre. En C
se muestran los niveles de franscrito de bZIP25.1 en la linea silvestre y la linea
transformada con la construccion 35S::bZIP25.1-GFP relativizados a los niveles de
transcrito del gen de actina cuya expresién se mantiene constante. La linea
transformada presenta mayores niveles de franscrito de bZ/P25 que la linea silvestre,
lo que permite sugerir que fa inhibicion exacerbada de la densidad de raices laterales
en la linea bZIP25.1-GFP es resultado de una mayor expresién del factor de
transcripcion bZIP25. La barra en A es igual a 1cm. Los datos en B corresponden a
cuatro réplicas experimentales independientes, con un numero total de 28 plantulas
evaluadas. Estudio estadistico realizado mediante andlisis t-student: *=p<0.05;
**=p<0.01; **=p<0.001; ns = no significativo. bzip25-2/bzjp25-2 indica que la
transformacién con la construccidn de interés fue realizada sobre individuos
homocigotos de la linea mutante bzijp25-2.

5.15.- Plantulas pérdida de funcién de bZIP25 expresando bZIP25.1-GFP
presentan una internalizacion de Membrana Plasméatica (MP) equivalente a

plantulas silvestres.

Se mostrd que la pérdida de funcion de bZIP25 gatilla un aceleracion de la endocitosis
del trazador FM4-64 (Pizarro, L., tesis doctoral, 2015). Con objeto de determinar si la
pérdida de funcién de bZIP25 es responsable de este fenotipo estudiamos la
internalizacion del trazador FM4-64 en células de la punta de la raiz de plantulas de 7
dias de crecimiento silvestres, bzip25-2 y bzip25-2 que expresan a bZIP25.1-GFP. Tal
como se describié la linea de pérdida de funcion de bZIP25 internaliza de forma
acelerada el trazador de MP FM4-64 en comparacién con la linea silvestre (Pizarro, L.,
tesis doctoral, 2015) lo que se puede observar a 15 minutos en el numero y tamafio de
los endosomas y endosomas tardios en comparacién con la linea silvestre y la linea

bZIP25.1-GFP (cabeza de flecha amarilla y naranja, respectivamente, en figura 25}. Por
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otro lado, la linea bzip25-2 expresando bZIP25.1-GFP muestra un nivel de
internalizacién del trazador equivalente a la linea silvestre, presentando a 15 minutos de
internalizacion principalmente endosomas, y de forma poco frecuente endosomas
tardios (figura 25). Luego de 30 minutos, la frecuencia de endosomas tardios aumenta
en la linea silvestre, no asf en la linea bZIP25.1-GFP, por lo que es posible sugerir que
exista un retraso en la internalizacion de MP en estas plantulas (figura 25). Por otro
lado, tras 30 minutos el nimero de ambos tipos de endosomas es mayor en la linea
mutante bzip25-2 que en su contraparte silvestre o sobre-expresora de bZ1P25.1-GFP.
Estos resultados confirman que la aceleracion de la endocitosis reportada en bzip25-2
es resultado de la carencia de bZIP25, por otro lado, sugieren que [a sobre-expresion
de bZIP25 puede no solo rescatar el fenotipo de endocitosis al nivel del tipo silvestre,
sino que inducir la diminucién de la internalizacion de MP, en concordancia con los

mayores niveles de transcrito detectados y la menor densidad de RL.
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355::bZIP25-GFP

bzip25-2/bzip25-2

15 min

30 min

Figura 25. La internalizacion de Membrana Plasmatica (MP) es homdéloga entre la
linea bZIP25.1-GFP y la linea silvestre. Se muestra la dinamica de internalizacion del
trazador de MP FM4-64 en células de la punta de la raiz de plantulas de 7 dias de
crecimiento silvestres (Col-0), bzip25-2, y bZIP25.1-GFP incubadas en medio MS
liquido y observadas mediante microscopia confocal. La cabeza de flecha amarilla,
naranja y asteriscos blancos indican endosomas, endosomas tardios y MP,
respectivamente. Tras 15 minutos de internalizacion la linea silvestre presenta multiples
endosomas y con baja frecuencia endosomas tardios, en contra parte la linea bzip25-2
presenta multiples endosomas y endosomas tardios. Por otro lado, los endosomas
observados en la linea bZIP25.1-GFP son comparable a los de plantulas silvestre.
Luego de 30 minutos de internalizacién se observé coherentemente que bzip25-2
presenta un mayor nimero de ambos tipos de endosomas en comparacion con la linea
silvestre y sobre-expresora de bZIP25.1-GFP, las cuales son comparable entre si, Por
lo tanto bZIP25.1-GFP rescata el fenotipo de aceleracién de la endocitosis observado
en la linea mutante bzip25-2Las imagenes son representativas de tres experimentos
independientes con 4 plantulas evaluadas para cada tiempo.

89




5.16.- La expresién de bZIP25.1-GFP en la linea de pérdida de funcidon de bZIP25
no altera la sensibilidad a la induccion de raices laterales por aplicacidén de

auxina.

Luego de observar que la linea que expresa bZIP25.1-GFP tiene una menor densidad
de raices laterales nos preguntamos si este fenotipo tiene relacion con una menor
sensibilidad a auxina. Para resolver esta interrogante evaluamos la densidad de raices
laterales fotales en plantulas de 7 dias que expresan bZIP25.1-GFP luego del
tratamiento por 3 dias con IAA 1uM. Como se chserva en la figura 26 en el tratamiento
libre de la hormona la linea que expresa a bZiP25.1-GFP presenta una menor densidad
de raices laterales que la linea pérdida de funcion de bZIP25, sin embargo, bajo estas
condiciones experimentales desaparecen las diferencias en comparacién con el tipo
silvestre, lo que. puede tener relacion con un silenciamiento parcial del transcrito de
bZIP25.1-GFP, pues se ha reportado que esto puede ocurrir cuando un gen es dirigido
por el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (Hull, R. y cols., 2000). Por otro
lado, luego del tratamiento con IAA 1uM la induccién de raices laterales mediada por la
aplicacion de auxina es equivalente en todas las lineas evaluadas lo que indica que las
lineas son igualmente sensibles a! desarrollo de Raices Laterales mediado por la

aplicacion de auxina exégena.
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Figura 26. Plantulas expresando bZIP25.1-GFP son igual de sensible a la
induccion de la densidad de raices laterales mediada por la aplicacion de auxina
exégena que plantulas silvestres o plantulas linea pérdida de funcion de bZIP25.
Plantulas silvestres (Wt), bzip25-2 y 35S::bZIP25.1-GFP bzip25-2/bzip25-2 de 7 dias de
crecimiento fueron transferidas a medio liquido suplementado con IAA 1uM por 3 dias.
Se determind entonces la densidad total de raices laterales. En condiciones control
(EtOH) la linea pérdida de funcion de bZIP25 presenta una densidad de raices laterales
mayor que la linea silvestre y la linea que expresa a bZIP25.1-GFP. . En tratamiento
con IAA 1uM la induccion de raices laterales es equivalente entre todas las lineas
estudiadas, por lo que no se observan diferencias significativas en la densidad total de
raices laterales. Este resultado da cuanta de una sensibilidad equivalente entre las
lineas estudiadas en cuanto al desarrollo de raices laterales mediada por la aplicacion
de auxina exégena. Los datos corresponden a tres réplicas experimentales
independientes, con un nimero total de 18 plantulas evaluadas por cada tratamiento.
Estudio estadistico realizado mediante andlisis t-student: *=p<0.05; **=p<0.01,
***=p<0.001; ns = no significativo.

5.17.- El desarrollo de raices laterales en plantulas de la linea bZIP25.1-GFP es
mas sensibles a la inhibicién de la Endocitosis Mediada por Clatrina (EMC)

respecto a la linea silvestre o bzip25-2.

La droga Tirfostina A23 (TyrA23) inhibe la EMC desde la Membrana Plasmatica (MP)
(Banbury, D. y col., 2003) bloqueando el primer paso en la ruta endocitica. Estudiamos
en este seminario el impacto de TyrA23 en el desarrollo de raices laterales en la linea
silvestre y en la linea pérdida de funcion de bZIP25 encontrando que la principal

diferencia se origina en torno a la emergencia de raices laterales, donde la linea de
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pérdida de funcion es insensible a la inhibicion mediada por la droga. Con objeto de
determinar si este fenotipo es resultado de la pérdida de funcion de bZIP25 plantulas de
7 dias de crecimiento bzip25-2 expresando a bZIP25.1-GFP se traspasaron a medio
suplementado con TyrA23 30uM tras lo cual se evalué la densidad total de raices
laterales (figura 27). De manera interesante se observaron diferencia a partir del
parametro global de densidad total de raices laterales, lo que no se observa al
contrastar solo la linea silvestre' y bzip25-2 a nivel de este parametro. La sobre-
expresion de bZIP25.1-GFP sugiere una mayor sensibilidad a TyrA23, observacion
coherente a los menores niveles de expresion de la cadena liviana de clatrina CLC2

reportados para esta linea (datos Dra. Lorena Pizarro, no publicado).

8- = Wt
ns —_— W bzip25-2
" a . ns . mm 35S::bZIP25.1-GFP
6.. r r 1 I L] 1

+ Primordios)/cm
o

Densidad Total de Raices Laterales
(Raices Laterales Emergidas

Control TyrA23 30uM

Figura 27. La inhibicion de la Endocitosis Mediada por Clatrina (EMC) inhibe el desarrollo
de raices laterales en la linea bZIP25.1-GFP. Plantulas silvestres (Wt), bzip25-2 y
358::bZIP25.1-GFP bzip25-2/bzip25-2 de 7 dias de crecimiento fueron transferidas por 3 dias a
medio liquido con el inhibidor de la EMC Tirfostina A23 (TyrA23) a una concentracion de 30uM.
Tras lo cual se obtuvo la densidad total de raices laterales. En condiciones control la linea de
pérdida de funcién presenta una mayor densidad total de raices laterales que la linea silvestre y
bZIP25.1. En tratamiento con TyrA23 30uM la densidad total de raices laterales no es modulada
en plantulas silvestres o bzip25-2. Sin embargo, plantulas expresando bZ1P25.1-GFP muestran
una inhibicién en la densidad total de raices laterales luego del tratamiento. Los datos
corresponden a tres réplicas experimentales independientes, con un numero total de 18
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plantulas evaluadas por cada tratamiento. Estudio estadlstico realizado mediante analisis t-
student: *=p<0.05; **=p<0.01; **=p<0.001; ns = no significativo. bzip25-2/bzip25-2 indica que la
transformacién con la construccion de interés fue realizada sobre individuos homocigotos de la
linea mutante bzip25-2.

En conjunto estos resultados refuerzan el vinculo entre la modulacion del trafico
er?docitico por parte del factor de transcripcion E)ZIP25 y el desarrollo de raices
Iai(erales. Sin embargo, aun es necesaria investigacién que determine cémo
puntualmente bZIP25 participa en el desarrollo yfo induccién de una raiz lateral,
probablemente y con base en los datos observados mediante procesos que involucran
dé forma constitutiva el trafico a la Vacuola, o el direccionamiento del trafico desde MP
a ‘:compartimientos tempranos en la ruta endocitica como los Endosomas de Reciclaje o

Iok's EE/TGN.
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DISCUSION

A lo largo de su evolucién las plantas desarrollaron como mecanismo de adaptabilidad
una amplia piasticidad morfolégica ¥ fisiolégica. Uno de los ejemplos mas
ifnpresionantes de esta adaptabilidad se observa en la variedad de configuraciones que
puede adoptar su Sistemna Radicular (SR) ante diferentes tipos de estimulos (Gruber, B.
y cols., 2013; Robbins, N. & Dinneny, J. 2015) los que son determinados tanto por
camponentes intrinsecos, codificados en el genoma de la planta, como & la adecuada
integracion de sefiales ambientales (Malamy, J. 2005). EI SR impacta directamente en
los rendimientos de especies vegetales de interés agronomico al ser responsable de la
toma de agua y nutrientes, por tanto 1a comprension de jos determinantes genéticos Y
ambientales que modulan el SR es de vital interés en la pusqueda de variedades que

optimicen las condiciones de culiivo:

Los datos aqui presentados muestran que el factor de transcripcion bZIP25 es parte de
la maquinaria intrinseca que participa en la configuracion del SR actuando como un
regulador negativo del crecimiento del SR. Los experimentos reaiizados sugieren que la
modulacion del trafico endocitico, y no 1a alteracion de 1a sefializacién de la hormona

auxina, da cuenta del impacio de pZIP25 sobre el SR.

6.1.- La pérdida de funcion de bZIP25 impacta positivamente sobre el desarrollo

del SR de manera independiente de auxina
6.1.1.- Crecimiento de Ia Raiz Principal ¥ crecimiento de raices laterales

La evaluacion del largo de la Raiz Principal (RP) de plantulas silvestres, y de las
mutantes bzip25-1Y bzip25-2 alo largo de un curso temporal de 10 dias reveld un largo

de RP mayor para bzip25-2 en cada dia evaluado respecto a las otras dos lineas,
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mostrando que la pérdida de funcién de bZIP25 conduce a un crecimiento acelerado de
la RP (figura 8A). Nuestros antecedentes muestran, ademas, para la linea perdida de
funcién de bZIP25, bzip25-2, una mayor densidad de raices laterales (Pizarro, L., tesis
doctoral, 2015) las cuales presentan una mayor longitud que las observadas en el tipo
silvestre (figura 8B). En conjunto, estas observaciones revelan un crecimiento
exacerbado del SR en ausencia de bZIP25 en comparacién a la linea silvestre y dan

cuenta de su papel como regulador negativo del SR.

En Arabidopsis la RP y las raices laterales siguen un arreglo celular y un patrén de
crecimiento homologo. La tasa de crecimiento de estos 6rganos esté determinada por el
balance entre la generacion de nuevas células en la regién de! meristema de la raiz y
las células que dejan la zona de elongacién (Beemster, G. & Baskin, T. 1998;
Cederholm, H. y col., 2012). Este proceso esta comandado por la sefializacion de
diversas hormonas, dentro de las cuales citoquinina y auxina participan como los
principales reguladores, e interesantemente sus sefializaciones actlan de manera
antagdnica (Cederholm, H. y col., 2012). La promocién de la division celular requiere de
altos niveles de auxina en la regién del meristema en la punta de la ralz, el fransporte
de esta hormona a esta regién depende de los facilitadores del transporte de auxina,
proteinas PIN (Vieten, A. y col., 2007), citoquinina activa a los factores de transcripcién
ARR1 y ARR12 que activan la expresion de los represores de la respuesta
transcripcional de auxina (AUX/IAA) reprimiendo la expresién de las proteinas PIN
(Moubayidin, L. y col., 2010), lo que en consecuencia promueve la diferenciacion celular
por sobre la divisién celular. En contraparte auxina actGa como regulador positivo de la
hormona acido giberélico que media la inhibicion de la sefializacién de citoquinina

disminuyendo los niveles de expresién de ARR1 (Richards, D. y col., 2001; Fu, X. &
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Harberd, N., 2003), de este modo, promueve el flujo de auxina al apice de la raiz y con

ello la division celular, y en consecuencia favorece el crecimiento de la raiz.

Por tanto, mayores niveles de acido giberélico o auxina podrian explicar el crecimiento
exacerbado de la RP y el crecimiento de las raices laterales ante la pérdida de funcion
de bZIP25. Sin embargo, nuesira observacion de una mayor densidad de raices
laterales en bzip25-2 se contrapone al papel del &cido giberélico como un regulador
negativo del desarrollo de raices laterales (Gou, J. y col., 2010) por lo que descartamos
que el fenotipo observado se deba a mayores niveles de esta hormona. Fu & Harberd
(2003) evidenciaron que el inhibidor de!l transporte de auxina NPA restringe el
crecimiento de la RP alterando la sefializacién de &cido giberélico, probablemente al
atenuar los niveles de auxina hacia la punta de la raiz. Nosotros evaluamos el
crecimiento de la raiz principal en plantulas.bzip25-2 y silvestres germinadas en medio
suplementado con NPA y observamos que sobre la linea silvestre tanto como sobre la
linea mutante bzip25-2 NPA gatilla Ia inhibicion del crecimiento de la RP. Sin embargo,
la linea pérdida de funcién de bZIP25 presenta una sensibilidad menor a esta inhibicion
respecto a la linea silvestre (figura 8C y 8D) sugiriendo mayores niveles de auxina en la
linea bzip25-2. No obstante, al contrario de lo esperado en base al pape! de auxina
sobre la sefializacién del acido giberélico en el crecimiento de la RP, se encuentra
reportado que mayores niveles totales de auxina inhiben el crecimiento de la RP
(Rahman, A. y col., 2007) en este sentido, por ejemplo, lineas mutantes de Arabidopsis
que presentan un incremento en los niveles endégenos de auxina presentan largos de
RP mas cortos que el tipo silvestre (Delaure, M. y col., 1998; Zhao, Y. y col.,, 2001)
indicando que el mecanismo de la regulacién del crecimiento de la RP mediado por

bZIP25 no esta asociado a la regulacion de auxina y &cido giberélico.
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6.1.2.- Densidad de raices laterales

Lineas mutantes de -Arabidopsis que poseen niveles endogenos de auxina
elevados o la aplicacién exégena de auxina sobre plantulas. silvestres gatilla un
incremento en la densidad de raices laterales (Boerjan, W. y col., 1985; Delaure, M. y
col., 1998; Zhao, Y. y col,, 2001). La linea pérdida de funcion de bZIP25 posee una
mayor densidad de raices laterales (Pizarro, L., tesis doctoral, 2015) lo que sugiere,
nuevamente, mayores niveles de auxina. Como acotamos previamente, mayores
niveles de auxina inhiben el crecimiento de la RP {(Rahman, A. y col., 2007) fenotipo no
observado para la mutante bzip25-2, quien posee un largo de RP superior a la linea
silvestre. Por otro lado, mayores niveles de auxina imp.lican a nivel celular la inhibicion
de la internalizacién de MP y de proteinas que son hormalmente endocitadas (Paciorek,
T. y col., 2005). Por el contrario, bzip25-2 presenta una internalizacion acelerada del
trazador FM4-684 (Pizarro, L., tesis doctoral, 2015) v, ademas, experimentos en curso
revelan que algunas proteinas de MP son internalizadas de forma acelerada en
comparacién a la linea silvestre (unidad de investigacion Macarena Martinez, estudiante
Ingenieria en Biotecnologia Molecuiar) sugiriendo en conjunto que esta linea no posee

mayores niveles de auxina.

Ademés, bzip25-2 es menos sensible a la inhibicién de la endocitosis como resultado
de la aplicacion de auxina exagena en comparacion a la linea silvestre (figura 11 y 12).
La inhibicién de la endocitosis por auxina depende de su unién al receptor de auxina
ABP1. Este receptor actia como inductor de la endocitosis cuando no se encuentra
asociado de su hormona blanco (Robert, S. y col., 2010). De este modo, mayares
niveles de ABP1 podrian dar cuenta de la endocitosis acelerada en la linea pérdida de

funcién de bZIP25, sin embargo, al disminuir los niveles de auxina en [a punta de la rafz

97




blogueando el trafico de auxina a esa region mediante NPA, no detectamos diferencias
en la internalizacién de MP en bzip25-2, al contrario de la linea silvestre donde se
acelera la endocitosis del trazador FM4-64 (figura 13) consecuencia de mayores niveles
de ABP1 no unido a auxina. Ademas, bzip25-2 ni tamp;co la linea que sobre expresa
bZIP25.1-GFP presentan niveles transcripcionales de ABPT mayores que la linea
silvestre (datos no publicados, Dra. Lorena Pizarro} lo que podria extrapolarse a niveles
equivalentes de este receptor en todas las lineas. Finalmente, se reportd que la
sefializacién de ABP1 estabiliza los represores transcripcionales de la respuesta a
auxina, proteinas AUX/IAA (Tromas, A. y col., 2013). Tal como se ha mostrado, la
estabilizacion de estas proteinas bloquea la organogénesis de rafces laterales (Fukaki,

H. y col., 2002; Yang, X. y col., 2004) contrario a la mayor densidad de raices laterales

observada en bzip25-2.

En conjunto, estas observaciones impiden asociar los fenotipos de crecimiento
crecimiento exacerbado de la raiz principal y laterales, y la mayor densidad de raices

laterales en bzip25-2 a un desbalance hormonal, particularmente de la hormona auxina.
6.2.- La linea bzip25-2 no presenta defectos en la percepcion de auxina

La sefializacion dependiente de auxina es crucial para multiples procesos de desarrollo
en Arabidopsis, lineas que presentan alteraciones en componentes
moleculares/celulares que participan en la via candnica de sefializacién de auxina
(Tiwari, S. y cols., 2001; Cardozo & Pagano, 2004, Tiwari y cols., 2004) exhiben
diferencias en la sensibilidad a la aplicacion de auxina exégena (Watahiki, M. &
Yamamoto, K., 1997; Yang, X. y col., 2004). Sin efnbargo, descartamos que la linea

bzip25-2 presente alterada la percepcién de auxina, pues ia aplicacion exégena de las
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auxinas IAA o NAA en concentraciones clasicamente utilizadas para evaluar la
sensibilidad a esta hormona (Uehara, T. Yy col., 2008; Mei, Y. y col., 2012) gatillan la
misma induccion de densidad total de raices laterales en linea silvestre y mutante
(figura 8 y 10). Ademas, la alteracion de los niveles de auxina en la raiz mediante NPA
no reveld diferencias en torno a la densidad total de rafces laterales para ambas lineas
(figura 11}, dando cuenta de que la percepcién de auxina en [a linea pérdida de funcién

de bZIP25 es equivalente al de la linea silvestre.

Por otro lado, cambios en los niveles de auxina o alteraciones en Ia percepcion de
auxina repercuten, ademas, sobre la expresion de genes de respuesta auxina que
pueden ser detectados en analisis de expresién génica global (Huang, Y. y col., 2008).
El franscriptoma de bzjp25-2 en comparacion a la linea silvestre fue determinado
durante la tesis doctoral de Lorena. Pizarro (2015). Dentro de los genes. que- se
expresan diferencialmente en la linea pérdida de funcién de bZiP25 no se encuentran
los principales genes de respuesta a auxina (Nemhauser, J. y col., 2008} y tampoco se
detectan cambios en genes asociados a la sefializacién de otras de las principales
hormonas conocidas en plantas. Puntualmente, se detectd que los niveles de
transcritos de un putativo transportador de auxina “PILS1 (PIN-LIKES 1)" se encuentran
aumentados en bzip25-2. Las proteinas PILS localizan en el reticulo endoplasmatico y
contribuyen a la homeostasis de auxina determinando su distribucion intraceiular
(Barbez, E. y col., 2012; Feraru, E. y col., 2012). Normalmente PILS1 no se expresa en
plantulas silvestres, su expresion se limita a organos florales en plantas adultas
(Barbez, E. y col., 2012} por lo que detectamos una expresion anormal de PILS1 en
plantulas bzip25-2. A la fecha no existen reportes de lineas pérdida de funcidn de este

putativo transportador de auxina, pero se mostré que la sobre-expresion de PILS1
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gatilla plantas enanas con una configuracién arbustiva de la region fotosintéticamente
activa, con serios problemas en el desarrollo floral, lo que conduce a que estas lineas
sean infértiles (Barbez, E. y col., 2012). Ademas, la expresién ectopica de PILS1 en la
raiz, a través de un promotor especifico de este tejido, inhibe el crecimiento de los pelos
radiculares (Bardez, E. y col., 2012). Ninguno de estos fenotipos, propios de mayores
niveles de expresién de PILS1, estan presentes en la linea bzip25-2, por lo que
nuestras observaciones ante la pérdida de funcion de bZIP25 no son consecuencia del

aumento de la expresién de este putativo transportador de auxina.

De manera integrada los datos muestran que las modificaciones del SR ante la pérdida
de funcién de bZIP25 no derivan de defectos en la homeostasis o sefializacion de

auxina.

6.3.- La aceleracioén del trafico endocitico en direccidn a la Vacuola determina los

cambios en el Sistema Radiciilar observados en bzip25-2

6.3.1.- La Endocitosis Mediada por Clatrina participa en el desarrollo de

raices laterales

La internalizacién ;ie MP es de suma importancia en miltiples aspectos del
desarrollo y la fisiologia de la planta (Surpin, M. & Raikhel, N., 2004; Pizarro, L. &
Norambuena, L., 2014). En particular la Endocitosis Mediada por Clatrina (EMC) regula
la abundancia de proteinas a dos niveles: la MP y en los EE/TGN, participando de este
modo en procesos de sefializacion y redireccionamiento de proteinas a ofros
compartimientos dentro del Sistema de Endomembranas (Chen, X. y col, 2011).
Nosotros reportamos que la pérdida de funcién de bZIP25 altera la sensibilidad al

inhibidor de la EMC Tirfostina A23 (TyrA23). Para bloquear completamente la EMC en
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bzip25-2 se requieren concentraciones mas altas de TyrA23 en comparacion a la linea
silvestre (figura 15). Adicionalmente, bzip25-2 presenta mayores niveles de transcritos
de la cadena liviana de clatrina CLC2 (Pizarro, L. tesis doctoral, 2015). Se ha
establecido que durante la EMC la cadena liviana de clatrina comanda el ensamblaje de
la maquinaria que permite la internalizacion de MP (Wilbur, J. y col., 2010). Con base
en estos antecedentes es posible postular que aceleracién de la endocitosis en bzip25-
2 es resultado de una robustecfda EMC sustentada en mayores niveles de
componentes que participan de esta vfa de trafico, lo que conduce a una menor
sensibilidad al inhibidor TyrA23. En esta misma linea, la incapacidad de auxina para
bloquear completamente la internalizacién de MP en bhzip25-2 observada a través del
tratamiento con 1AA o NAA (figuras 11y 12) tiene relacién con el refuerzo de la EMC
que es blanco de auxina (Roberf, S. y col, 2010), por tanto, se espera que en
tratamiento con mayores concentraciones de las auxinas utilizadas la inhibicion de la
internalizacion de MP en bzip25-2 alcance el fenoctipo observado en plantulas silvestres.
Sin embargo, para validar este postulado es necesario evaluar la expresion del resto de

la maquinaria requerida en la EMC.

Por otro lado, durante la citoquinesis en células vegetales el trafico vesicular
dependiente de clatrina es redirigido al plano de divisién, particularmente, se ha
mostrado que la cadena liviana de clatrina CLC2 es blanco del redireccionamiento (Van
Damme, D. y col, 2011). Las vesiculas en el plano de divisién forman un
compartimiento transitorio denominado placa celular que sustenta la separacion entre
las nuevas células y guia la deposicion de la pared celular (Montagnac, G. y col., 2008).
En hzip25-2 el Sistema Radicular crece aceleradamente respecto a la linea silvestre.

Nuestras observaciones a simple vista indican que en el apice de la raiz de ambas
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lineas los tamafios celulares no presentan diferencias, por lo que el crecimiento del
sistema de rafces en bzip25-2 debe estar sustentado en la aceleracion coordinada de
dos procesos: division celular y crecimiento celular. En cuanto a la division celular, los
mayores niveles de EMC sugeridos ante la pérdida de funcién de bZIFP25 son
coherentes a la maquinaria celular requerida para sostener el crecimiento en base a

division celular.

En cuanto a la organogénesis de raices laterales, a la fecha nohexisten reportes que
muestren que la induccion de la EMC impacta en el desarrolio de estos érganos. En
sentido inverso se ha mostrado que la pérdida de funcidn de dos de las tres cadenas
livianas de clatrina que codifica el genoma de Arabidopsis decrece el nivel de
internalizacién de proteinas de MP entre las' que se cuenian los facilitadores de eflujo
de auxina, proteinas PIN, gatillando multiples defectos asociados a la percepeién de
auxina, entre ellos la disminucion en la densidad de raices laterales (Wang, C. y col.,
2013). Sin embargo, previamente mostramos que la pérdida de funcion de bZIP25 no
conduce a defectos en la sefializacidén o0 en la percepcidon de auxina. Si bien las
proteinas PIN son blanco de internalizacion a través de la EMC estan sometidas al
reciclaje endocitico de manera constitutiva (Kleine-Vehn, J. y col., 2008) por lo que es
posible que en bzip25-2 estas proteinas sean redirigidas a la MP de forma acelerada
impidiendo la aparicion de fenotipos propios de la alteracion en la percepcion de auxina.
Para validar esto es necesario, por una parte evaluar el reciclaje endocitico en bzip25-2
y, ademas, determinar la abundancia y distribucién de las proteinas PIN en esia linea
mutante. Sin embargo, y en sustento de esta hipttesis, nosotros mostrarnos que en la
linea pérdida de funcién de b-Z[P25 existe una fuga de trafico vesicular-desde el cuerpo

de BFA (compartimiento que surge como resultado del bloqueo del reciclaje endocitico)
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en direccién a la Vacuola (figura 18), por lo que es probable qué la fuga vesicular esté

también redirigiendo material de trafico a la MP.

Nuestros resultados muestran que la EMC es importante para el desarrollo de ralces
laterales. En plantulas silvestres Ia inhibicién de la EMC impacta en la emergencia de la
raiz lateral, no asf en el nimero de primordios observados. Por ofro lado, bzip25-2 es
insensible a la inhibicién de la emergencia productos de la inhibicién de la EMGC, sin
embargo, disminuyen los primordios de raiz lateral (figura 14B y 14C). Desde la
destinacion celular que da comienzo al proceso de desarrollo de una raiz lateral hasta
la emergencia de estos érganos a través la Raiz Principal (RP) se suceden multiples
etapas de proliferacion y crecimiento celular (Péret, B. y col., 2009). Como hemos
mencionado la divisién celular en plantas requiere de la EMC, por lo que una posible
explicacion a .la disminucién en la emergencia de raices laterales en plantulas
silvestres, pero no en bzip25-2, puede ser resultado de un retraso en el desarrollo del
primordio, quedando en etapas tempranas (figura 1), al estar restringida la EMC

requerida para la citoquinesis.

Por ofro lado, la inhibicién de la EMC también puede estar afectando el desarrollo de
primordios. En plantulas silvestres la disminucién en la densidad de raices laterales
emergidas sostiene la caida en la densidad de primordios observada, pues los
primordios se encuentran aun restringidos a la RP. Por otro lado, en bzip25-2 los
primordios existentes continGian el desarrollo hacia la emergencia, pero no se originan
primordios nuevos, por lo que observamos la caida del parametro densidad de
primordios para la linea mutante (figura 14C). Por lo tanto, la EMC cumple un papel en

la iniciacién de primordios tanto como en la emergencia. Para validar estos supuestos
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es necesario realizar un estudio detallado de! estado de desarrollo de las rafces

1aterales (figura 1) en plantas silvesires ¥ bzip25-2 ante 1a inhibicion de la EMC.

6.3.2.- El trafico a la Vacuola es requerido para el desarrollo de raices

laterales en bzip25-2

Los cambios fisiologicos que s€ observan en una planta son consecuencia de la
adecuada integracion de sefiales ambientales (Malamy, J. 2005). El Sistema Radicular,
por ejemplo, puede alcanzar multiples configuraciones dependiendo de los tipos ¥
concentraciones de nutrientes que S€ encuentren disponibles (Gruber, B. y col., 2013).
Algunos de estos nutrientes son censados a través de transportadores especificos a
nivel de la MP, los que son blancos de internalizacion por medio de la EMC Y dirigidos @
la Vacuola para degradacion como parte de ia via de sefializacion de la que son parte
{Takano, J. y col., 2010; Barberon, M. y col., 2011). Esta evidencia muestra que el
trafico endocitico desde MP a la Vacuola activamente participa en |a integracion de

sefiales que impactan en el crecimiento Y desarrollo de una planta.

Nuestros resultados revelan que en presencia de la droga Brefeldina A (BFA), un
disruptor del trafico entre 1a PM y los EENT GN, la densidad total de raices laterales s€
ve menguada drasticamente en la linea silvestre Y la linea pérdida de funcion de
bZIP25, sin embargo, en presencia de |a droga bzip25-2 presenta una densidad total de
raices laterales signiﬁcativamente mayor due |a linea silvestre (figura 16).
particularmente, BFA impide el reciclaje endocitico gatillando la formacién de un
compartimiento citoplasmatico integrado por el colapso de multiples endosomas
denominado cuerpo de BFA {Lam, S. Y col., 2009; Lotke, C.y col, 2045). En células de

13 raiz de ptantulas bzip25-2 se reporté la formacion acelerada del cuerpo de BFA
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congruente a la aceleracién en la internalizacion de MP en esta linea (Pizarro, L., tesis
doctoral, 2015). Aquf mostramos, ademas, que durante la formacién del cuerpo de BFA
en bzip25-2 (a través del seguimiento de la internalizacion del trazador FM4-64) se
establecen varias estructuras tempranas, o cuerpos de BFA en formacién, superiores
en tamafo a endosomas fardios, los que probablemente colapsan transcurrido el
tiempo en un solo cuerpo de BFA (figura 17). La mayor sensibilidad celular a la droga
en la linea pérdida de funcién de bZIP25, entendida como la aceleracién en el
establecimiento del cuerpo de BFA, contrasta con el fenotipo de raices laterales
observado a nivel de plantula completa. Considerando el impacto del trafico a la
Vacuola en diversos procesos fisioldgicos evaluamos posibles fugas de trafico de
membrana desde el cuerpo de BFA en bzip25-2. Como esperabamos, membrana
marcada con el trazador FM4-64 restringida al cuerpo de BFA alcanza la Vacuola de
forma acelerada en la linea mutante (figura 18). Coherente a esta idea los cuerpos de
BFA reportados en la linea mutante son menos definides que los de la linea silvestre
(figura 17 y 18) dando cuenta probablemente del escape de membrana a otros
compartimientos. St bien se han realizado importante progresos en el conocimiento de
la maquinaria responsable de la iniciacion, patrén de desarrollo y emergencia de raices
laterales (todos eventos regulados por la sefializacién de auxina; Péret, B. y col., 2009)
los eventos previos a la iniciacion ain no se han dilucidado por completo.
Interesantemente, se reportdé la organogénesis de raices laterales de manera
independiente de la via candnica de auxina, pero dependiente del trafico endocitico en
direccion a la Vacuola (Pérez-Henriquez, P. y col., 2012). Coherentemente, la mayor
densidad total de raices laterales en bzip25-2 tratada con BFA es resultado de una
mayor densidad de primordios (figura 16D), lo que en suma sugiere que en la linea

mutante el trafico a la Vacuola permite la organogénesis de raices laterales.
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Considerando estos analisis, sometimos a la linea pérdida de funcidén de bZIP25 a la
droga Sortin2, en presencia de la cual plantulas silvestres aumentan su densidad total
de rafces laterales y a nivel celular se induce la internalizacion de MP en direccién a la
Vacuola (Pérez-Henriquez, P. y col,, 2012). La linea bzip25-2 es sensible a la accion
del compuesto, por lo que se observd un incremento en la densidad total de raices
laterales respecto a la condicién control. Sin embargo, y de manera inesperada, la
linea mutante es hipersensible a la droga superando la induccién de densidad total de
raices laterales observada en la linea silvestre (figura 19). Congruentemente a nivel
celular la internalizacion del trazador FM4-64 a la Vacuola se ve acelerada en bzip25-2
(figura 20). Nuestros datos sugieren que ante la pérdida de funcién de bZIP25 se
refuerza la EMC, sin embargo, se desconoce que vias de trafico en particular son
moduladas en presencia de Sortin2, lo que puede conducir a la hipersensibilidad
registrada para la linea mutante si se activan varias vias de trafico importantes para el
desarrollo de raices laterales, pero no se ha indagado en como impactan en el Sistema

Radicular.

Con objeto de acotar la relevancia del trafico a la Vacuola en el desarrollo de raices
laterales en la linea pérdida de funcién de bZIP25 interrumpimos el trafico entre los
compartimientos prevacuolares y la Vacuola por medio de la droga Wortmanina (Wm).
En presencia de la droga amabas lineas presentan un aumento en la densidad total de
raices laterales (figura 21B), sin embargo, en plantulas silvestres el aumento esta
asociado al aumento en la densidad de primordios (figura 21C), mientras que en
bzip25-2 no se observé un aumento directo en la densidad de raices emergidas o en la
densidad de primordios (figura 21C y 21D), por lo que suponemos que existe una

induccion de ambos parametros que tiene importancia bioldgica, pues en suma dan
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cuenta de un cambio significativo de la densidad total de raices laterales (figura 21B).
Para la induccién de raices laterales mediad por Sortin2 el trafico entre compartimientos
prevacuolares y la Vacuola es requerido (Pérez-Henriquez, P. y col. 2012), sin
embargo, no es esencial en bzjp25-2, resultado que se condice con la menor

sensibilidad celular a Wm reportada en esta linea (Pizarro, L. tesis doctoral, 2015).

En suma los experimentos permiten determinar que el trafico vesicular post EE/TGN en
direccién a la Vacuola es relevante para el desarrollo de raices laterales observado en
bzip25-2, no obstante con los experimentos realizados no posible determinar si un
compartimiento previo a la Vacuola cumple un rol central en el mecanismo de induccion

de RL mediado por bZIP25.

L 1

6.4.- La expresion de bZIP25.1-GFP en la linea bzip25-2 rescata el comportamiento

de la linea silvesfre

La base de datos TAIR (The Arabidopsis Information Resource) predice para el locus de
bZIP25 At3g54620 tres isoformas de empalme alternativo. Se detectaron dos de estas
isoformas en plantulas silvestres (isoforma 1 y 2, bZIP251 y bZIP25.2,
respectivamente) las que fueron clonadas (Realizado durante la unidad de investigacién
de Arantzaz( Bidegain, estudiante Ingenieria en Biotecnologia Molecular) y utilizadas
para la transformacion estable de plantulas silvestres y bzjp25-2 mediante el método de
inmersion floral a través de Agrobacterium tumefaciens (Sparkes, |. y cols. 2008). Por
lo tanto, se espera que en plantulas de Arabidopsis |a funcién de bZIP25 esté mediada
por las isoformas bZIP25.1 y bZIP25.2, en esta tesis se evalud la funcién de bZIP25.1
logrando reveriir los fenotipos asociados a la pérdida de funcién de bZIP25 en la

mutante bzip25-2, 1o que nos permite otorgar a esta isoforma las funciones asociadas a

107




la regulacion negativa de la endocitosis y del desarrollo de raices laterales. La funcidn
desempefiada por bZIP25.2 no ha sido determinada, sin embargo, seria interesante de
analizar pues esta isoforma corresponde a una proteina de menor tamafo
correspondiente mayoritariamente al dominio de cierre de leucina C, caracteristico de
los bZIP del tipo C (Pizarro, L., tesis doctoral, 2015). Por lo tanto, esta isoforma podria
tener funcicnes distintas a la isoforma 1, incluyendo un cambio de afinidad por los
factores de transcripcion del tipo bZIP-S1 y C con los cuales bZIP25 forma

heterodimeros funcionales.

La regulacion de la expresién génica por parte de los factores de transcripcion bZIP25
depende de su dimerizacion (Landschulz, W. y cols.,, 1988). Se ha mostrado
particularmente para bZIP25 la prevalencia de la heterodimerizacion por sobre la
homodimerizacién durante la modulacién de la transcripcion (Ehlert, A, y col., 2008;
Weltmeier, F. y col.,, 2008). La sobre-expresién de bZIP25.1-GFP sugiere que las
interacciones de heterodimerizacién asociadas a bZIP25 son especificas, pues los
fenotipos observados en la linea mutante bzip25-2 son rescatados en presencia de la
proteina de fusién, y ademas, no se observan nuevos fenotipos, los que podrian
resultar de hetero interacciones favorecidas por los niveles de proteina bZIP25.1-GFP

disponibles a nivel celular.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados y discutidos en este trabajo permiten establecer como

principales conclusiones:

1. bZIP25 es un regulador negativo del desarrollo de! Sistema Radicular. Su papel en el
desarrolio de raices laterales estaria comandado por fa internalizacion de una sefial que
es dirigida a la Vacuola, y que es internalizada mediante Endocitosis Mediada por

Clatrina.

2. El papel de bZIP25 en el desarrollo de raices laterales no se relaciona con cambios

en los niveles y/o sensibilidad a auxinas.

3. La isoforma de bZIP25, bZIP25.1 fusionada a GFP es una proteina funcional que se
localiza en el nicleo capaz de rescatar los fenotipos observados en la linea pérdida de

funcion de bZIP25, bzip25-2.
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PROYECCIONES

Con objeto de establecer directamente la relacion entre la Endocitosis Mediada por
Clatrina y el desarrollo de raices laterales modulado por bZIP25 es informativo generar
lineas de mutantes muitiples para bZIP25 y las cadenas livianas de clatrina que se

expresan normalmente en la raiz de Arabidopsis.

El desarrollo de raices laterales y la internalizacion de MP debe ser estudiado en la
linea que sobre-expresa bZIP25.1-GFP en presencia de Brefeldina A y Sortin2. Estos
experimentos son claves para determinar si el trafico endocitico en direccion a la
Vacuola es responsable del desarrollo diferencial de raices laterales observado en la

linea pérdida de funcion de bZIP25, bzip25-2.

Con objeto de descartar de forma directa un desbalance hormonal en la linea mutante
bzip25-2 y sobre-expresora de bZIP25.1-GFP es necesario establecer un perfil

hormonal de ambas en contraste a la linea siivestre.

Estudiar el impacto de la expresién de la isoforma bZIP25.2 en la linea mutante bzip25-

2

Finalmente, es interesante determinar los comparieros de dimerizacion de bZ1P25 que
dan cuenta de los fenotipos observados en esta investigacién. bZIP25 heterodimeriza
con factores de transcripcién del tipe S1 de la familia bZIP: bZIPS53, bZIP44, bZIP2,
bzZIP11 y bZIP1 (Ehlert, A. y col., 2008) por lo que lineas mutantes de estos factores de

transcripcién son un buen blanco de analisis.
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