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RESUMEN

A través del sistema de endomembrana trafican vesiculas cargadas con
proteinas y otros componentes celulares, tales como lipidos y azucares, desde un
compartimento a otro. El trafico de componentes es determinado por una compleja y
diversa maquinaria proteica. La regulacion del trifico a través del sistema de
endomembranas ha sido clasicamente descrito a nivel post-traduccional. Sin embargo,
cada dia se reporta mas evidencia de la existencia de regulacion transcripcional de los
genes que codifican para las proteinas de la maquinaria de trafico, llamados en esta tesis
genes de trafico. Esta regulacién transcripcional permitiria modificar los niveles de
proteinas de la maquinaria de trafico y de esta forma aumentar o disminuir el trafico de
componentes, coordinando y modulando el ftraficc a través del sistema de

endomembranas.

Esta tesis se enfoca en la busqueda de componentes moleculares que participen
en la regulacién transcripcional de genes de trafico utilizando el modelo vegetal
Arabidopsis thaliana. La bisqueda de estos reguladores transcripcionales se realizd
construyendo la Red Regulatoria del Trafico. El andlisis de la red permitio seleccionar
siete factores de transcripcién como candidatos a regular el sistema de endomembrana,
donde uno de ellos corresponde a bZIP28, bZIP28 es un factor de transcripcion que ha

sido caracterizado como un regulador de la respuesta a estrés de reticuio

Xii




endoplasmatico, indicando la eficacia de la Red Regulatoria del Trafico para identificar
reguladores del sistema de endomembrana, asi como los criterios de seleccién. A través
del uso de herramientas farmacoldgicas se establecié que distintos genes de frafico
cambian sus niveles de transcrito en respuesta a drogas que alteran el tréfico mostrando

una dependencia entre la respuesta transcripcional y la via alterada.

El estudio del rol de los factores de transcripcién candidatos en la regulacion del
funcionamieto del sistema de endomembrana y del trafico a través de él, se realizé
mediante genética reversa. Se observé que la mutante deficiente del factor de
transcripcion bZIP25 presenté una alteracion en la morfologia de compartimentos del
sistema de endomembrana como el reticulo endoplasmatico y la vacuola. La dindmica
del trafico endocitico en la mutante deficiente de bZIP25 presenté una mayor tasa de
internalizacién de membrana plasmatica y de trafico a vacuola. Esto se correlacioné con
el aumento de los niveles de transcrito de genes CLC2, ARAS y SYP122, lo cuales
codifican para componentes de la maquinaria de trafico de vias involucradas en
endocitosis y trafico a la vacuola, efecto que es revertido al sobre-expresar a bZIP25 en
esta linea mutante. En concordancia con el aumento del trafico endocitico observado en
la mutante deficiente de bZIP25, éste presenta resistencia a drogas que afectan el trafico
a nivel celular y fisioldgico. Estos resultados nos permiten concluir que bZIP25 esta
involucrado en la regulacién negativa de la expresién de genes endociticos y el trafico a

través de vias endociticas.

Interesantemente, la mutante deficiente de bZiP25 presenta fenotipos fisiol6gicos
asociados & una mayor tasa de endocitosis tales como mayor desarrollo de raices
laterales y resistencia a salinidad. Por otra parte, la mutante deficiente de bZIP25

también presenta alterados los niveles de transcritos de genes de trafico que codifican
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para la maquinaria de fréfico de vias secretorias. Estos resultados sugirien que bZIP25
también tendria un papel en la regulacién de la ruta secretoria, actuando como un

regulador positivo de ésta.

Mediante analisis RNAseq se determiné que bZIP25 también estarfa relacionado
con la regulacion de la expresién de genes involucrados en el transporte de nitrato,
respuesta a estrés y regulacion de la sefializacion de proteinas G. Ademas, encontramos
otros 13 genes de trafico que tambien serfan regulados por bZIP25, lo que refuerza la
evidencia de la participacion de bZIP25 en la regulacién del sistema de endomembrana

y del trafico a través de él.

Con el desarrollo de esta tesis se concluye que la Red Regulatoria del Trafico y
el analisis de ésta permiten identificar factores de transcripcién que participan regulando
el funcionamiento del sistema de endomembrana. Se identifico y caracterizé a bZIP25
como un regulador negativo de genes endociticos v de la endocitosis de membrana
plasmatica y el frafico a vacuola. Esto constituye la primera evidencia de regulacién
transcripcional de genes de trafico con efecto en la dindmica de trafico a través de vias

endociticas en plantas.
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ABSTRACT

Proteins and other cellular components, such as lipids and sugar, traffic in
vesicles through the endomembrane system. Trafficking is determined by a complex and
diverse protein machinary. [ts regulation has been studied mainlly at a post-translational
level. However, currently has been published more evidence about transcriptional
regulation of genes that encode proteins of protein machinary, called hereinafter
trafficking genes. The transcriptional regulation would modulate the level of protein
machinary of trafficking and therefore increase or decrease the trafficking of components,

cordinating the trafficking through the endomembrane system.

This thesis is focused in finding molecular components involved in transcriptional
regulation of trafficking genes using the plant model Arabidopsis thaliana. The Trafficking
Regulatory Network was built to search transcriptional regulators. Seven transcription
factors were choosen as candidates to endomembrane system regulation, where one of
them is bZIP28. bZIP28 is a transcription factor described as a regulator of endoplasmic
reticulum stress, indicating the eficiency of the Trafficking Regulatory Network for identify
endomembrane system regulators and the selection criteria for identifying
endomembrane system regulators. By means of pharmacological tools were established

that different trafficking genes change their transcript level in response to trafficking




perturbations, revealing dependency between the transcriptional response and the

trafficking perturbed pathway.

The role of the candidate transcription factors in the endomembrane system
regulation and the corresponding trafficking pathway was performed using reverse
genetics. The bZIP25 deficient mutant (bZ/P25.2) showed an alteration of the morphology
of endomembrane system compariments, such as the endoplasmic reticulum and the
vacuole. Endocytic trafficking dynamic of bZIP25 deficient mutant showed a higher rate
of plasma membrane intemnalization and trafficking to vacuole. This result correlates with
the increased of CLC2, ARA6 y SYP122 transcript level. These genes codyfied fo
components of the trafficking machenary of pathways involved in endocytosis and
trafficking to vacuole. This effect is rescued by the bZIP25.1 over-expression in the
mutant backgroung. In accordance to the high endocytic trafficking the bZIP25.2 is
resistant to trafficking disturbing drugs at cellular and physiological level. These evidence
that bZIP25 is involved in a negative regulation of endocytic trafficking genes and

trafficking through endocytic pathways.

Interestingly, the bZIP25.2 deficient mutant showed physiological phenotypes
related to a higher endocytosis rate such as higher lateral root development and salt
resistance. On the other hand, transcript level of trafficking genes that encode for
trafficking machinary of secretory pathways is decreased in the bZIP25 deficient mutant,
suggesting that bZIP25 would be involved in the regulation of the secretory pathway as

a positive regulator.

Transcription profile analysis showed that bZIP25 would be involved in the
regulation of genes related to nitrate transport, aminoacid biosynthesis and G protein

signalling regulation. Moreover, this analysis showed that other 13 trafficking genes that
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would be regulated by bZIP25, supporting the bZIP25 role in endomembrane system and

trafficking regulation.

Overall this thesis showed that The Trafficking Regulatory Network and its
analysis allow the identification of transcription factors involved in endomembrane system
regulation. It was identified and characterzed to bZIP25 as a negative regulator of
endocytic genes and consistenly endocytosis and ftrafficking to vacuole cellular
processes. This result is the first evidence of a transcriptionat regulation of trafficking

genes with an effect on endocytic trafficking in Arabidopsis.
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1. INTRODUCCION

Aspectos generales del sistema de endomembrana y el tréfico de proteinas

El sistema de endomembranas es un componente fundamental de toda célula
eucarionte conformado por un conjunto de compartimentos membranosos
interconectados fisica y funcionalrr;ente por medio de vesiculas y tibulos. En una
célula eucarionte el sisterna de endomembrana cumple funciones fundamentales para
la célula, entre las cuales destacan el plegamiento y modificacién post-traduccional de
proteinas, asi como el transporte, destinacion y re-destinacion de proteinas a los
diversos compartimentos intraceiulares (Bonifacino & Glick, 2004; Vitale et al, 1993).
Esta dltima funcion es altamente relevante pues permite asegurar la correcta
localizacion de proteinas a su compartimento de destino donde la proteina cumple su
funcién o la relocalizacién de la proteina a ofro compartimento en respuesta a
determinados estimulos, permitiendo de esta forma la correcta funcién de las proteinas
en el compartimento destino y la respuesta a estimulos a través de ia re-localizacién de

proteinas.

En plantas los compartimentos que componen el sistema de endomembrana
corresponden a: Membrana Plasmética (MP), Red Trans-Golgi/Endosomas temprano
(TGN/EE), Cuerpo Multivesicular/Compartimento Pre-Vacuolar (MVB/PVC), Vacuola,

Aparato de Golgi y el Reticulo Endoplasmatico (ER) (Figura 1). El! tréfico de proteinas




a través de estos compartimentos ocurre mediante vesiculas y tibulos cargados
con proteinas, polisacaridos y lipidos, que son Ilamadas en general “cargos”. Los
cargos son fransportados en vesiculas y tibulos a través de vias de trafico especificas
y altamente reguladas desde un compartimento donante hacia a un compartimento
receptor (Bonifacino & Glick, 2004, Viotti et al., 2010). Las vias de trafico pueden ser
agrupadas y clasificadas de acuerdo al origen de la proteina cargo en dos rutas
generales: Ruta Secretoria y Ruta Endocitica (Figura 1) (Reyes et al., 2011; Drakakaki
& Dandekar, 2013). A través de la ruta secretoria trafican proteinas sintetizadas de
novo en el reticulo endoplasmatico las cuales son destinadas hasta el compartimento
residente o destino que puede ser cualquier ofro compartimento del sistema de
endomembrana. Mientras que por la ruta endocitica trafican proteinas provenientes de
la membrana plasmatica o del espacio extra-celuiar hacia el TGN/EE desde donde
pueden continuar su trafico a MVB/PVC o la vacuola, incluyendo todas las vias
intermedias entre la membrana plasmatica y la vacuola. Adicionalmente, la definicién
de ruta endocitica considerada en esta tesis incluye a todas las vias que permiten el
reciclaje de proteinas desde la vacuola o compartimentos intermedios hacia la
membrana (Figura 1). Es importante destacar que la mayoria de las vias de
destinacion a TGN/EE, MVB/PVC y vacuola estdn compartidas para la ruta secretoria y
la ruta endocitica. La distincién entre estas dos vias se realiza en base al origen del
cargo. Si el cargo que trafica a su destino fue sintetizado de novo corresponde a parte
de la ruta secretoria, mientras que si el cargo trafica es re-localizado desde un
compartimento residente a ofro compartimento es considerado parte de la ruta
endocitica. Un ejemplo de proteinas que trafican por la ruta endocitica, como son las
proteinas residentes de la membrana plasmatica como las proteinas PIN, los cuales

son facilitadores del transporte de auxina. Estas proteinas pueden ser
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Figura 1. Rutas de trafico del sistema de endomembrana.

Proteinas, lipidos y polisacaridos son transportados a través del sistema de
endomembrana siguiendo vias de trafico que interconectan los diversos
compartimentos de este sistema. En plantas los compartimentos del sistema de
endomembrana son: Membrana Plasmética (PM), Red Trans-Golgi/Endosoma
temprano (TGN/EE), Cuerpo Multivesicular/Compartimento Pre-Vacuolar (MVB/PVC),
Vacuola, Aparato de Golgi y el Reticulo Endoplasmatico (ER). Las vias de trafico son
clasificadas en la ruta endocitica representadas por flechas rojas y en la ruta
secretoria representadas en flechas azules. La ruta endocitica, representada con
flechas rojas, incluye a todas las vias de trafico involucradas en la relocalizacion de
proteinas y otras macromoléculas provenientes del medio extracelular o desde la
membrana plasmatica a compartimentos intracelulares como TGN/EE, MVB/PVC y la
vacuola, asi como las vias de reciclaje las cuales estan involucradas en el trafico de
vuelta a la membrana plasmaética. La ruta secretoria, representada con flechas azules,
incluye todas las vias involucradas en el transporte de proteinas sintetizadas de novo
en el reticulo endoplasmaético hasta su compartimento residente del sistema de
endomembrana o hasta su secrecion hacia la pared celular o medio extracelular. La
ruta secretoria también incluye el tréfico retrégrado de componentes desde el aparato
de Golgi hasta el reticulo endoplasmatico. En la figura se indican las vias que son
alteradas por el inhibidor del reciclaje endocitico y trafico retrogrado, Brefeldina A
(BFA), el inhibidor del trafico a vacuola, Wortmanina (Wm) y por la droga Sortin2 que
acelera el trafico desde TGN/EE a vacuola.




intemalizadas a TGN/EE, desde donde pueden reciclar y volver a la membrana
plasmatica o bien traficar hacia la vacuola para su degradacion a través de MVB/PVC

(Kleine-Vehn et al, 2008).

A través del sistema de endomembrana trafican las proteinas de una célula
residentes de cualquiera de los compartimentos del sistema de endomembrana, asf
como las proteinas que son secretadas a la pared celular y al medio extracelular (Vitale
et al, 1993). El tréfico de proteinas a través del sistema de endomembrana, y su
regulacién permite la correcta localizacion y re-localizacion de proteinas por lo que esta
directamente involucrado en diversos procesos fisiologicos como sefializacion,
polaridad celular, respuesta a patégenos, crecimiento del tubo polinico, establecimiento
de la arquitectura radicular, transporte de hormonas, entre otros muchos procesos
(Surpin & Raikhel, 2004; Frei dit Frey & Robatzek, 2009; Kato et al, 2010; Petradek &

Friml, 2009).

Trafico vesicular a través del sistema de endomembrana: Mecanismos y

componentes

El tréfico vesicular a través de una via de trafico, asi come su especificidad y
eficacia esta determinada por una compleja maquinaria proteica compuesta por una
gran diversidad de proteinas que participan en Ja formacion y en la recepcion de la
vesicula que permiten la distribucién del cargo (Bonifacino & Glick, 2004). Este
conjunto de proteinas que realiza el tréfico de proteinas a través de una via es
denominada [a maquinaria de trafico. En el compartimento donante para la formacién

de la vesicula participan componentes de la maquinaria que permiten la seleccién del

cargo de la vesicula y la generacidn de la vesicula propiamente tal (Pucadyil & Schmid,




2009). Por otra parte, los componentes participantes en la recepcion de la vesicula en
el compartimento destino reconocen y seleccionan las vesiculas, a fravés de
interacciones especificas con componentes de Ia vesicula, y permiten la fusién de la
vesiculas al compartimento de destino (Woollard & Moore, 2008). Por lo tanto, una via
de trafico depende de componentes especificos que se encuentran localizados en el
compartimento donante, en la vesicula y en el compartimento destino. Existen
componentes particulares de cada una de estas estructuras, los cuales a su vez
otorgan identidad a los compartimentos y vesiculas (Bassham et al., 2008; Vemoud et
al.,, 2003; Pfeffer, 2013). En esta seccidn describiremos de manera abreviada los
mecanismos y maquinaria involucrada en el trafico vesicular, dando énfasis en los
componerntes que permiten la regulacion de las vias de fréfico en cuanto a su

especificidad y dinamica de tréfico.

En el proceso de formacién de las vesiculas y seleccion del cargo participan
proteinas receptoras de cargo, proteinas de cubierta y GTPasas monomeéricas del tipo
ARF/SAR1 (Bonifacino & Glick, 2004; Sanderfoot, 2007). La formacion de la vesicula
es un proceso altamente organizado que requiere la interaccion secuencial y jerarquica
de los receptores de cargo o el cargo de transmembrana, proteinas ARF/SAR1 y
proteinas de cubierfa como clatrina, COPIl y COPI (Schmid & McMahon, 2007;
(Gadeyne et al., 2004). Este proceso es un punto clave de la regulacién del trafico en el
cual es modulada la actividad de GTPasas monoméricas ARF/SAR1 y el consecuente
reclutamiento de otras proteinas de la vesicula. Estas proteinas ciclan de un estado
inactivo unido a GDP, usualmente soluble en el citoplasma, a un estado activo unido a
GTP, estado en el que la proteina interactia con la membrana (Pucadyil et al., 2009).

El paso del estado activo al inactivo depende del intercambio de GDP por GTP lo que




es mediado por la interaccién especifica con un factor de intercambio de nucleétido
guanina, Guanine nucleotide Exchange Factor (GEF) (Pucadyil et al, 2009). El paso de
estado inactivo a activo provoca un cambio conformacional que permite la interaccion
de la GTPasa activada a la membrana y a determinadas proteinas tales como
receptores de cargo y proteinas de cubierta, dirigiendo el reclutamiento de proteinas de
cubierta (Pucadyil et al., 2009, D'Souza-Schorey & Chavrier, 2006). La activacion de la
ARF/SAR1 es crucial para establecer la interaccién con el receptor de cargo o el cargo
de transmembranana y también para dar inicio al reclutamiento de proteinas de
cubierta que permiten la formacion de la vesicula (Pucadyil et al, 2009, D'Souza-
Schorey & Chavrier, 2008). De esta forma las ARF/SAR1 participan fanto en el
reconocimiento de los cargos que van empaquetados en la vesicula, asi como en la
formacion de la vesicula propiamente tal. Luego, la GTPasa monomérica es inactivada
por la hidrélisis del GTP, en un proceso que es inducido por la interaccién con
proteinas activadoras de la GTPasa, GTPase Activaling Protien (GAP). En el estado
inactivo cesan las interacciones con la membrana y las proteinas de cubierta, y de esta

forma la proteina ARF/SAR1 es liberada y puede empezar otro ciclo de formacién de

vesiculas (Pucadyil et al., 2008, D'Souza-Schorey & Chavrier, 2006).

Adicionalmente, el receptor de cargo o el cargo transmembrana fambién tiene
un rol en el inicio de la formacion de la vesicula pues su dominio citosélico puede sufrir
un cambio conformacional que permite la interaccién con la proteina ARF/SAR1
activada (Pucadyil et al.,, 2008, D'Souza-Schorey & Chavrier, 2008). El cambio
conformacional del receptor de cargo o de la proteinas fransmembrana puede
provocarse a través de fosforilacion, ubiquitinacién o interaccién con ligando, por lo

tanto es un paso sujeto a regulacion post-traduccional que permite la integracién de




senales celulares, fisioldgicas y ambientales (Scheuring et al., 2012; Urano et al, 2012;
Srivastava et al., 2013; Smith et al 2014). En cuanto a las proteinas de cubierta, se
requiere de su disponibilidad en la célula para la eficiente formacién de la vesicula, de
tal forma que bajos niveles de distintas proteinas de cubieria se traduce en una
disminuida capacidad de trafico de la via en la cual la proteina de cubierta participa

(Gadeyne et al., 2014).

Durante la recepcién de la vesicula en el compartimento receptor, la vesicula
debe ser reconocida para luego fusionarse a la membrana del compartimento de
destino. Durante el reconocimiento de la vesicula se establecen interacciones
especificas entre GTPasas del tipo Rab y factores de fethering (anclaje) (Bonifacino &
Glick, 2004; Hong y Lev, 2014). La proteinas Rab, de manera similar a las proteinas
ARF/SAR1, son activadas a través del intercambio de GDP por GTP, proceso que es
mediado por su GEF especifica (Stenmark, 2009). En este estado su conformacion
cambia permitiendo el anclaje a la membrana plasmatica a través de la exposicion de
un grupo prenilo (Wollard & Moore, 2008; Stenmark, 2009). En el estado activado, las
proteinas Rab interactllan especificamente con factores de flethering que estén
presentes en el compartimento de destino, dando especificidad a la recepcion de la
vesicula y de esta forma a la via de trafico (Hong y Lev, 2014, Stenmark, 2009). La
inactivacion de la proteina Rab ocurre a través de Ia hidrélisis del GTP a GDP, lo que
conileva un cambio conformacional que oculta el grupo prenil de la superficie de la
proteina Rab, permitiendo su liberacién de la membrana y cesando la interaccién con
los factores de tethering (Stenmark et al., 2009). Esto deja a la Rab libre para

comenzar ofro ciclo de recepcidn de una nueva vesicula (Stenmark, 2008).




La fusién de la vesicula al compartimento de destino se realiza a través de la
interaccion entre los dominios citosodlicos de las proteinas integrales de membrana t-
SNARE y v-SNARE (Lipka et al., 2007). Las t-SNARESs son proteinas que se localizan
en el compartimento de destino, de tal forma que el conjunto de -SNARE presente en
un compartimento determina qué tipo de vesiculas puede recibir y fusionar debido a las
interacciones especificas que puede establecer con [as proteinas v-SNARE de las
vesiculas (Sanderfoot & Raikhel, 1999; Lipka et al 2007). Ademas, estas proteinas son
caracteristica de un compartimento particular, otorgando identidad al compartimento
(Sanderfoot & Raikhel, 1999; Sanderfoot, 2007). Las v-SNAREs se localizan en la
vesicula, siendo incorporadas en ella durante el proceso de formacion de la vesicula,
permitiendo determinar el destino de ésta a través de a interaccion de la v-SNARE con
las t-SNARE del compartimento de destino (Sanderfoot & Raikhel, 1999, Lipka et al
2007). La interaccion de t-SNAREs con la v-SNARE establece un complejo hetero-
oligomérico que provoca un cambio conformacional que acerca la membrana de la
vesicula a la membrana del compartimento de destino, provocando la fusion de estas
membranas y la liberacién del cargo soluble en el limen del compartimento (Bonifacino
& Glick, 2004; Lipka et al 2007). La formacién de!l compiejo SNARE es asistido por los
factores de tethering, mientras que su desemsamblaje es mediado por proteinas
ATPasas fusion sensibles a N-etilmaleimida (ATPase N-ethylmaleimide-sensitive fusion
protein, NSF) y su cofactor la proteina adjunta a NSF (soluble NSF attachment protein,
SNAP) (Hong & Lev, 2014). De esta forma, las proteinas t-SNAREs quedan disponibles
para recibir otra vesicula y la proteina v-SNARE queda disponible para traficar de
vuelta al compartimento donante (Bonifacino & Glick, 2004; Lipka et al 2007; Hong &
Lev, 2014).




Y

Durante la formacién de la vesicula, asi como también durante la recepcitn de
ella, participan un gran numero de proteinas accesorias involucradas en el
establecimiento de interacciones especificas con otros componentes de la maquinaria
de trafico y con la membrana del compartimento de origen y de destino. Destacamos
dentro de este grupo de proteinas a las proteinas del tipo EXO70, proteinas de la
familia E/ANTH/VHS/GAT y proteinas de la familia emp24/gp25L/p24. Las proteinas
del fipo E-ANTHNI:ISIGAT participan en ia recepcion de vesiculas como componentes
que inferactdan de manera especifica con el fosfatidilinositol y derivados fosforilados
de este fosfolipido que se encuenira presente en las membranas celulares de
compartimentos tales como membrana plasmatica, membranas de! TGN/EE y

MBV/PVC.

Estas proteinas participan en la curvatura de la membrana y en la nucleacién de
las proteinas de cubierta de clatrina (Legendre-Guillemin et al.,, 2004; Schmid and
McMahon, 2007, Song et al., 2012). Por lo tanto, las proteinas del tipo E-
ANTH/VHS/GAT participarian en el frafico mediado por clatrina desde membrana
plasmatica a compartimentos endosomales, entre compartimetos endosomales y/o a
vacuola (Lee et al., 2007; Song et al, 2012). Las proteinas del tipo EXO70 son
componentes del complejo muitiproteico ltamado Exocyst el cual participa en el
tethering y la recepcion de vesiculas en la membrana plasmatica (Chong et al., 2010;
Fendrych et al., 2012). De esta forma las proteinas EXO70 participan en la recepcién
de componentes en la membrana plasmatica provenientes de endosomas u otros
compartimentos. En este contexto se ha descrito la participacion de las proteinas
EXO70 en procesos de reciclaje a la membrana plasmatica y procesos secretorios

como la secrecion de componentes de pared celular durante la expansién celular y el
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crecimiento del tubo polinico, asi como también la secrecion de proteinas durante ia
respuesta a patégenos (Li et al.,, 2010; Pecenkova et al., 2011). Por otra parte, las
proteinas del tipo emp24/gp25L/p24 participan en la formacién de vesiculas en el
reticulo endoplasmico y en el aparato de Golgi (Gao et al., 2014). Particularmente,
estas proteinas participan en el reclutamiento e interaccién con proteinas de cubierta
del tipo COPIl y COPIl, de esta forma participan en el trafico entre el reticulo
endoplasmaético y el aparato de Golgi (Dominguez et al., 1998; Montesinos et al.,

2012).

El conjunto de proteinas descritas en esta seccién son importantes
componentes de la maquinaria de trafico que pueden estar sujetos a regulacion y de
esta forma estar modulando el trafico a través del sistema de endomembrana en una
célula. De tal forma que la activacion de una via de trafico, por aumento de la actividad
o disponibilidad de componentes de la maquinaria de trafico, aumentaria el flujo a
través de esta y la inactivacién de Ia via provocaria la disminucién del trafico a través
de ella (Pizarro & Norambuena, 2014). Es por esto que la regulacién de la expresién de
genes que codifican para componentes de la maquinaria de tréfico, denominados en
esta tesis como genes de trafico, es importante para ia modulacién del frafico a través

del sistema de endomembrana.

Regulacion transcripcional de los genes de tréfico.

El estudio de la modulacién del transporte de proteinas a través del sistema de
endomembrana se ha enfocado en la regulacién a nivel post-traduccional de
componentes de la maquinaria de trafico de una via. En este contexto, se ha

determinado que la regulacion de la actividad e interaccion de componentes de la
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maquinaria de trafico de una via permite la regulacion del flujo a través de la via.
Mientras que ia localizacién e interaccion especifica de los componentes de la
maquinaria determina la especificidad y destino de los componentes que trafican por
una via. Adicionalmente, el fiujo de componentes a través de una via de frafico puede
ser modulada a traves de la regulacién transcripcional de los genes que codifican para
los componentes de la maquinaria de trafico modificando la disponibilidad y
abundancia de estos componentes y de esta forma el trafico (Pizarro & Norambuena,

2014).

En esta tesis proponemos abordar el estudio de la regulacion del trafico de
proteinas a través de la regulacién de la transcripcion de los genes que codifican para
los componentes de la maquinaria de trafico, es decir, los genes de trafico.
Actualmente existe evidencia de regulacidn transcripcional de los genes de trafico en
diversos procesos fisiologicos y en respuesta a estimulos biéticos y abiéticos (Pizarro &
Norambuena, 2014). Se ha descrito que en Arabidopsis thaliana durante el ciclo celular
en el estado G2 se activa la expresion de KNOLLE, un gen que codifica para una
proteina SNARE de la placa celular, dirigiendo el trafico de proteinas y otros
componentes a la placa celular en formaciéon (Haga et al, 2007; Boutte et al, 2010).
KNOLLE es co-expresado con la ciclina CYCB2 siendo ambos regulados por el factor
de transcripcion MYB3R4 durante el ciclo celular (Haga et al, 2007). Durante la
respuesta a patégenos aumenta la expresion del gen SNAP33, el cual codifica 2 una t-
SNARE, asi como aumenta la expresion de los genes VAMP721 y VAMP722, los que
codifican para proteinas del tipo v-SNAREs (Wick et al, 2003; Collins et al, 2004, Kwon
et al, 2007). En respuesta a patégenos también aumentan los niveles de transcrito de

los genes EXO70B1 y EXQO70H1, los cuales codifican para componentes del complejo
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Exocist en Arabidopsis thaliana (Pecenkova et al, 201 1). La induccion de la expresion
de estos genes se vincula a la secrecién de proteinas Pathogen Response (PR) en

respuesta al ataque del patdgeno (Frei dit Frey & Robatzek, 2009).

Por otra parte, la expresion de las +.SNAREs SYP122 y SYP121 de Arabidopsis
thaliana es inducida en oscuridad y uz, respectivamente, y correlaciona directamente
con la interaccion con sus respectivos v-SNAREs VAMP721 y VAM722 en la
membrana plasmética (Kato & Bai, 2010). Esta evidencia indica que la regulacion de la
expresion de t-SNARESs tiene un efecto en el flujo de la via de la que participan. Por
otra parte se ha descrito que [os niveles de transcrito de GTPasas monomericas del
tipo ARF y RAB son modulados durar;te la maduracién de frutos de Prunus persica,
probablemente para aumentar la secrecién de vesiculas cargadas de proteinas que
modifican la pared celular (Falchi et al, 2010). Adicionaimente, se ha observado que la
expresién de genes de trafico que codifican para SNAREs, GTPasas de tipo RABs y
ARF/SAR1 en Arabidopsis thaliana puede presentar especificidad de tejido, indicando
que existe una regulacion transcripcional de ellos y que por lo tanto no presentan
necesariamente una expresion constitutiva (Vemoud et al, 2003; Uemura et al, 2004,

Richter et al, 2007; Anders & Jurgens, 2008).

Respecto a los reguiadores transcripcionales implicados en la regulacion del
funcionamiento del sistema de endomembranas, se han caracterizado factores de
transcripciéon conservados en levaduras, animales y plantas relacionados con la
respuesta al estrés de reticulo endoplasmatico provocado por la sobrecarga de este
con un exceso de proteinas y/o la acumulacion de proteinas mal plegadas. Es este
proceso se gatilla un sistema coordinado de regulacién de la expresion génica para

reestablecer la homeostasis (Schroder and Kaufman, 2005; Vitale and Boston, 2008).
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Los cambios de expresion en respuesta a este tipo de estrés se puede dividir en dos: el
aumento de la expresién de genes involucrados en translocacion, plegamiento y
degradacion de proteinas en el reticulo endoplasmaticoy por otra parte la disminucion
de la expresion general de proteinas (Schroder and Kaufman, 2005, Urade, 2007). La
via de transduccién de esta respuesta es altamente conservada en levaduras y
humanos, siendo mediada por receptores homélogos a IRE1, ATF6 y PERK de
animales (Ron and Walter, 2007). En plantas se han identificado y verificado la
funcionalidad de homoélogos para los receptores IRE1 y ATF6: AtRE1 y bZIP28,
respectivamente, asi como los cambios de expresion genica caracteristicos de este
tipo de estrés, reafimando la conservacion de esta respuesta transcripcional
coordinada al estrés de reticulo endoplasmatico (Urade, 2007, Iwata and Koizumi,
2012). Sin embargo, estos reguladores transcripcionales no han sido descritos como
reguladores del tréfico de proteinas, sino como reguladores de la respuesta al estrés

de reticulo.

£n cuanto a la modulacion del trafico a través de la regulacion de la expresién
de genes de trafico se ha descrito un ejemplo de regulacion coordinada de genes de
trafico ejercida por el factor de transcripcion humano TFEB sobre genes que codifican
para proteinas involucradas en biogénesis y funcionamiento del lisosoma, en particular
en procesos como |a degradacién de proteinas y exocitosis lisosomal (Sardiello et al,
2009; Settembre et al, 2011; Medina et al, 2011). Interesantemente, este factor fue
identificado utilizando una aproximacion bicinformatica mediante un andlisis de sobre-
representacién de motivos en los promotores de genes que codifican para genes
lisosomales que son co-expresados (Sardiello et al, 2009). En este analisis se encontré

un motivo altamente representado en los genes lisosomales que esta poco
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representado en genes que no estan relacionados a procesos lisosomales, llamado
Coordinated Lysosomal Expression and Regulation, el cual es el sitio de unién del

factor de transcripcion TFEB (Sardiello et al, 2008).

En plantas se han identificado dos factores de transcripcion que regulan a
genes de tréfico. Uno de ellos es el factor de transcripcion del tipo Cysteine-2/Histidine-
2 llamado Regulator of Symbiosome Differentiation (RSD) el cual regula la expresion
de VAM721a durante el establecimiento del simbiosoma entre Sinorhizobium meliloti y
Medicago truncatula (Sinharoy et al, 2013). En Lotus japonicus la expresion de V7112
es modulada a través del motivo cis-regulatorio CTTC-P1BS durante el establecimiento
simbionte con un hongo, utilizando una magquinaria transcripcional similar a la de los
transportadores de fosfato especificos de micorriza (Lota et al, 2013). Si bien cada uno
de estos factores de transcripcién regula Ginicamente a un gen de fréfico, este tipo de
evidencia abre la pregunta acerca de la existencia de reguladores transcripcionales
que modulen el flujo de componentes a través de una via de tréfico a través de la

regulacién coordinada de genes de trafico.

Estrategia de biusqueda de factores de transcripcion involucrados en Ila

regulacién del trafico de proteinas.

El trafico de proteinas es un proceso fundamental para la celula y para la
fisiologia de la planta, sujeto a una fina regulacion de la maquinaria de trafico que
mantiene su funcién basal y permite cambios en ef funcionamiento de ciertas vias en
respuesta a determinados estimulos o durante determinados procesos. La relevancia
del trafico de proteinas y su compromiso con diversos procesos biclégicos convierte a

este modelo en un complejo e interesante modelo de regulacion transcripcional cuyos
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mecanismos de no han sido dilucidados. Esta tesis propone la blsqueda e
identificacion de factores de transcripcion que regulen el frafico de proteinas a través
de la regulacién de la expresion de genes de trafico en la planta modelo Arabidopsis

thaliana.

La busqueda de factores de transcripcion que participen en la regulacién
transcripcional se realizé mediante una aproximacion basada en la biologia de
sistemas ya que esta aproximacion permite obtener las relaciones subyacentes
existentes en sistema complejos a través de la integracion de informacion de diversos
tipos de fuentes tales como transcriptomica, genomica, interactémica, entre otros
(Gutiérrez et al., 2005). Siguiendo este precepto, en nuestro laboratorio se construyd
una red de conectividad la cual hemos denominado “Red Regulatoria del Tréfico”. Este
trabajo fue realizado junto con el Dr. Alexander Vergara durante su estadia
postdoctoral en nuestro laboratorio y la colaboracion con el Dr. Rodrigo Gutierrez
(Facultad de Ciencias Bioldgicas, Pontificia Universidad Catolica de Chile). La Red
regulatoria del Trafico establece conexiones entre factores de transcripcion y genes de
trafico integrando informacion de dos tipos de redes de conectividad, una red
transcripcional y una red de co-expresion (Nero et al., 2009). La Red Transcripcional
conecta a un factor de transcripcién con un gen de trafico cuando el sitio de union al
DNA del factor de transcripcién esta sobre-representada en el promotor del gen blanco
respecto a la abundancia del sitio de union en los promotores de los genes del genoma
completo de Arabidopsis thaliana. La Red de Co-expresién establece una conexion
entre un factor de transcripcion y un gen de tréfico cuando sus niveles de expresion
fienen un indice de correlacién de Spearmann igual o superior a 0,5. De tal forma que

se establece una conexidn efectiva entre un factor de transcripcion y un gen de trafico
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en la Red Regulatoria del Tréafico cuando ellos estan conectados entre si en ambas

redes.

La Red Regulatoria del Trafico nos entrega un conjunto de factores de
transcripcién los cuales conectan a los genes de trafico a través de los dos criterios
descritos anteriormente, co-expresion y presencia del sitio de union al DNA del factor
de trascripcién, y por esto son considerados candidatos a reguiar la transcripcion de
genes de tréfico y de esta forma el flujo a través de la via de tréfico. Los factores de
transcripcién que presentan més conexiones en la Red Regulatoria del Trafico seran
estudiados mediante genética funcional para determinar su participacion en la
regulacién del tréfico a través del sistema de endomembranas y en la transcripcion de
genes de trafico. De tal forma que si el factor de franscripcién esta implicado en la
regulacién de estos procesos la pérdida o ganancia de su funcién provocaria aiteracion
en el flujo de componentes a través de alguna via de trafico y cambios en los niveles
de transcrito de genes de tréafico que codifican para componentes de la maquinaria de

trafico de la via alterada.

Adicionalmente, para determinar si existe una regulacion de los genes de fréafico
se alterara el funcionamiento de vias de tréfico mediante herramientas farmacolégicas.
De esta forma determinaremos si genes de tréfico son capaces de responder a nivel
transcripcional a la alteracion de vias de trafico y si esta respuesta depende de la
funcion del factor de transcripcion en estudio. Esta estrategia nos permitira identificar a
factores de transcripcion que regulen el trafico a través del sistema de
endomembranas, en estado estacionario asi como en respuesta a la alteraciéon del
funcionamiento de la via de trafico modulada. En base a esto establecemos la

siguiente hipdtesis:

]
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Hipotesis:
“Un factor de transcripcion que posee una alta conectividad en la Red
Regulatoria del Trafico participa en la regulacién del funcionamiento de vias del tréfico

a través del sistema de endomembrana y de la expresion de genes de trafico en

respuesta a la alteracién del sistema de endomembrana en Arabidopsis thaliana.”

Objetivo General:

“Identificacion y estudio funcional de un factor de transcripcién de la Red Regulatoria
del Trafico que participe en la regulacién de la expresién de genes de trafico y el

funcionamiento de vias de trafico intracelular en Arabidopsis thaliana.”

Objetivos Especificos:

Objetivo especifico 1: Caracterizacién de la Red Regulatoria del Trafico y seleccién
de los factores de transcripcion de interés, mediante anélisis de la Red Regulatoria del

trafico.

Objetivo especifico 2: Seleccion de posibles blancos regulatorios de los factores de
transcripcion de interés entre los genes de trafico y estudio de su respuesta frente a

compuestos que alteran el sistema de endomembrana.

Objetivo especifico 3: Estudio de la funcidén dellos factores de transcripcion
seleccionados en la regulacion de vias de trafico y en procesos fisiologicos

dependientes del estas vias utilizando genetica funcional.

Objetivo especifico 4: Estudio de la de la participacidn dellos factor/es de
transcripcién seleccionado/s en la regulacion de expresion de genes de frafico

utilizando genética funcional.




2. METODOLOGIA

2.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Escherichia coli cepa DH5a

F-, @80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, decR, recA1, endA1, hsdR17(rk-,
mk+), phoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96, relA1.

La cepa DH5a de Escherichia coli fue crecida en condiciones de cultivo
controlada en un incubador con agitacion (2.000 xg) en medio LB a 37°C o en una

estufa de incubacion a 37°C en medio LB-agar.

Escherichia coli cepa DB3.1

F- gyrA462 endA1 ginV44 A(sr1-recA) mcrB mir hsdS20(rB-, mB-) ara14 galk2
facY1 proA2 rpsL20(Smr) xyi5 Aleu mil1,

La cepa DB3.1 de Escherichia coli fue crecida en condiciones de cultivo
controlada en un incubador con agitacién (2.000 xg) a 37°C en medio de cultivo liquido
LB o en una estufa de incubacion a 37°C en medio de cultivo sélido LB-agar. Esta cepa
es resistente a la proteina codificada por el gen ccdb presente en los vectores de la

serie pGWB (Nakagawa et al., 2007).

18
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Agrobacteriun tumefaciens cepa GV3101

C58, plasmido TI curado, GenR, RifR (Hellens et al., 2000).

Las cepas de Agrobacterium tumefaciens fueron crecidas en condiciones de
cultivo controlada. El cultivo medio liquido se utilizd medio 2YT y la incubacion se
realizé en un incubador con agitacion (2.000 xg) a 28°C. El cuitivo en medio sélido fue

crecido en medio 2YT-agar e incubado a 28°C en una estufa de incubacion.

Arabidopsis thaliana.

La linea silvestre utilizada en esta tesis coresponde al ecotipo Col-0. Las lineas
mutantes corresponden a mutantes insercionales obtenidas del banco de semillas
ABRC que fueron realizadas utilizando el ecotipo Col-0 (Alonso et al., 2003). Las lineas
sobre-expresoras fueron generadas en esta tesis mediante la transformacion de
plantas silvestres del ecotipo Col-0.

Las semillas de Arabidopsis thaliana fueron germinadas placas con medio MS
0,5X - agar, en un incubador con iluminacion y temperatura controlada, utilizando
fotoperiodo de 16 horas de luz v 8 de oscuridad a 24°C constantes. En estas
condiciones se mantuvieron las plantas en cultivo hasta que fueron utilizadas para
hacer los experimentos desarrollados en esta tesis o hasta que cumplieron 21 dias de
cultivo. Luego, de los 21 dias de cultivo las plantas fueron transferidas a medio
hidropdnico y cultivadas en invemadero en condiciones de cultivo controlado con horas

de luz y 8 de oscuridad a 24°C.
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2.2. MEDIOS DE CULTIVO.

Medio LB:
Triptona 1% (Tryptone, Mo-Bio); extracto de levadura 0,5% (Yeast extract, Mo-Bio) y

NaCl 0,8% (Merck); pH=7,0.

Medio LB-agar:
Triptona 1% (Tryptone, Mo-Bio); extracto de levadura 0,5% (Yeast exiract, Mo-Bio);

NaCl 0,8% (Merck) vy 1,6% agar-agar (Merck); pH=7,0.

Medio 2YT:
Triptona 1,6% (Tryptone, Mo-Bio), extracto de levadura 1% (Yeast extract, Mo-Bio) y

NaCl 0,5% (Merck), pH =7,0.

Medio 2YT-agar:
Triptona 1,6% (Tryptone, Mo-Bio), extracto de levadura 1% (Yeast exiract, Mo-Bio);

NaCl 0,5% (Merck) y agar-agar 1,6% (Merck); pH=7,0.

Medio MS 0,5X:

Medio MS con vitaminas 0,22% (Murashige & Skoog (MS) médium wj/vitamins,
Phytotechnology laboratories), sacarosa 2% (Merck), Mio-inositol 0,01% (Myo-inositol,
Phytotechnology laboratories) y MES 0,05% (MES, Monohydrate, Phytotechnology

laboratories); pH=5,7 ajustado con KOH.




21

Medio MS 0,5X - agar:

Medio MS con vitaminas 0,22% (Murashige & Skoog (MS) ‘médium wivitamins,
Phytotechnology laboratories), sacarosa 2% (Merck), Mio-inositol 0,01% (Myo-inositol,
Phytotechnology laboratories); MES 0,05% (MES, Monohydrate, Phytotechnology
laboratories) y Fitoagar 0,7% (Phytoagar, Phytotechnology laboratories). pH=5,7

ajustado con KOH.

Medio Hidropdnico 100X

KNOa: 125mM, Ca(NQO3)2*4H.0 150mM, MgSO04*7H.O 75mM, KHPQOs 50mM, KCI
5mM, HaBO3 5mM, MnSQ4 1TmM, ZnSO4*7H20 200uM, CuSO4 150uM. El pH con todos
los componentes anteriores debe ser ajustado a pH=5,0 con KOH. La solucién final
ademas contiene Na;0sSi 10mM, Fe/DTPA 10mM; pH=6,0 solucidn final. Los reactivos
utilizados para hacer esta solucién son de calidad analitica (Merck). La solucidn de uso
de este medio comresponde a una dilucién 1:100, correspondiente a medio hidropénico

1X




22

2.3. METODOS

2 3.1 Extraccién de DNA gendmico de tejido vegetal, método CTAB.
Aproximadamente 100 mg de tejido fueron molidos en un tubo conicode 1,5 mL
utilizado un vastago de pléstico, luego se agregd 700 uL de solucion CTAB al tubo con
el tejido molido y se homogenizo la mezcla con pipeta. Esto fue incubado a 65°C por
30 min en una placa calefactora con agitacién. Luego, el tubo con la mezcia fue
centrifugado a 13.000 xg por 5 minutos. El sobrenadante (aproximadamente 700 pL)
fue transferido a un tubo nuevo al que se le adiciondé 700 pL de una solucion de
clorcformo:alcohol isoamilico (24:1) y se mezclé por inversién por 5 minutos. Esto fue
centrifugado por 5 minutos a 8.000 xg para separar fases. La fase superior que
contiene el DNA se transfiere a un nuevo tubo y se repite el lavado con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y centrifugacién a 8.000 xg. La fase superior fue
traspasada a un nuevo tubo y se le agregd 650 L de isopropanol lo cual fue mezclado
por inversién. Esta solucién fue incubada 20 min a -20°C y luego centrifugada a 13.000
xg por 15 minutos. El sobrenadante fue eliminado y e! sedimento fue lavado con 200 pL
de Etanol 70% mezclando en vortex por 15 segundos. Luego esto fue centrifugado por
2 minutos a 13.000 xg, e sobrenadante fue descartado y el sedimento que
comesponde al DNA fue secado a temperatura ambiente. Una vez seco el sedimento
este fue resuspendido en 100 L de agua libre de nucleasas (Uitra-Pure DEPC Water

Invitrogen).




23

2.3.2 Extraccién de DNA plasmidial.
Ei DNA plasmidial bacteriano de la bacteria Escherichia coli fue extraido
utilizando el producto Axygen AxyPrep Plasmid Miniprep Kit (Fisher Scientific)

siguiendo las indicaciones del fabricante.

2.3.3 Extraccion RNA

La extraccién de RNA de tejido vegetal se realiz6 utilizando el producto InviTrap
Spin Plant RNA Mini Kit (Invitek) siguiendo las indicaciones del fabricante. Luego, de
extraido el RNA fue cuantificado utilizando un equipo espectrofotométrico Nanovue
(General Electric) el cual también entrega informaci6n de la calidad del RNA a fravés
de las razones de la absorbancia 260/280 y 230/280. Adicionalmente Ia integridad del
RNA se determind mediante una electroforesis denaturante en un gel de agarosa 1,5%
en buffer MOPS 1X (MOPS 20mM a pH = 7,0, Acetato de Sodio 8mM, EDTA 1mM a
pH = 8,0 y formaldehido 2%) sometido durante 1 hora a 70mV (Anexo 1). El RNA
cargado fue denaturado previamente mediante incubacion a 70°C por 15 minuios en
una dilucién 1X del butfer de carga denaturante (Winkler) y tefiido con Bromuro de
etidio (10 pyg/mL). El RNA fue visualizado a través de la exposicion del gel en un

transiluminador de luz ultravioleta.

2.3.4 Sintesis cDNA

Para la sintesis de cDNA se tomaron 3,5 pg de RNA los que fueron tratados con
de DNAsa | utilizando las siguientes condiciones: 0,5 unidades de DNAsa | (DNAse | -
RNAse Free, Thermo Scientific), 8 unidades de inhibidor de RNAse (Ribolock RNAse
inhibitor, Thermo Scientific), 1X Buffer DNAsa | con MgCI2 {DNAse | — RNAse Free,

Thermo Scientific), en un volumen total de 20 L. La reaccion fue incubada 45 min a
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37°C. La reaccién fue inactivada por la adicién de EDTA a una concentracion final de
2 5 mM, seguida de la incubacién por 10 min a 65°C. Luego el RNA fue utilizado para
la sintesis de cDNA, para esto se utilizaron 1,3 ug del RNA tratado y 1,5 uL de oligo AP
de concentracion 0,5 pg/mL (Tabla 1, N° 69) los cuales fueron incubados en
termociclador a 70°C por 5 minutos y transferidos a hielo por 5 minutos. A esta
reaccion se adicioné 15 unidades de transcriptasa reversa (Improm Il Reverse
Transcription System, Promega), 8 unidades de inhibidor de RNAse (Ribolock RNAse
inhibitor, Thermo Scientific), Buffer Improm Il Reverse Transcription System 1X
(Promega), MgCl> 6,25 mM, dNTP 0,75 mM. Esta reaccion fue incubada a las
siguientes temperaturas para realizar la sintesis de cDNA: 5 minutos a 25°C, 60

minutos a 42°C y 14 minutos a 70°C.

2.3.4 Diseiio de partidores

El disefio de partidores especificos para los genes de interés se realizo
considerando un largo de partidor entre 18 y 25 bases y un porcentaje de GC entre 40-
60 %. Para determinar la especificidad de los partidores se utilizé la herramienta primer

blast de sitio NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/). Ademas, se analizo

la probabilidad de formacion de heterodimeros y homodimeros utilizando la
herramienta oligoanalyzer del sitio IDT-DNA, con una configuracion que considera Mg*?
2 mM y dNTP 0.2 mM descartando los partidores que forman dimeros con un AG

inferior a -7 (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Para el caso

de los partidores que son utilizados para los experimentos de gPCR se disefaron
partidores con una Tm de 60 +/- 1 °C. Los partidores utilizados en esta tesis estan

enlistados en la tabla 1.
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2.3.5 Amplificacién de DNA por PCR

L as reacciones de PCR para la genotipificacion de fas plantas asi como para la
verificacién de la calidad del cDNA y la transformacion de cepas bacterianas se
realizaron utilizando la enzima Pag5000 DNA polymerase (Agilent) utilizando 0,5 pl. de
DNA o cDNA, 1 unidad de enzima Paq5000 DNA polymerase, buffer Pag5000 DNA
polymerase 1X, dNTP 25 pM y partidores a 250 nM. El programa de amplificacion es el
siguiente: denaturacion inicial 94°C por 5 minutos en el caso de DNA y 2 minutos para
cDNA: ciclos de amplificacién 94°C por 1 minuto para el DNA y 30 segundos para
cDNA, seguidos de 30 segundos a 56°C y 30-45 segundos de elongacién dependiendo
del tamafio del amplificado (Pag5000 1kb/30 seg); elongacion final de 5 minutos a
72°C. Los partidores utilizados y la secuencia de ellos se encuentran detallada en la

tabla 1.

2.3.6 PCR en tiempo real (qPCR)

La reacciones de PCR en tiempo real (QPCR) se realizaron utilizando el
producto Brilliant Ill uitra-Fast gPCR Master Mix utilizando las siguientes condiciones
de reaccion: 1X de Master Mix, 100 nM de partidores 5' y 3’, 30 nM tincién Rox y 0,5 —
0,1 pL de cDNA equivalente a 25 — 5 ng de RNA. El programa de PCR utilizado es el
siguiente: 2 segundos a 25°C, 3 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de 10 segundos
a 95°C y 30 segundos a 60°C. Luego se realizé una curva de denaturacion desde 60°C
a 95°C, que es precedida de 1 minutc de denaturacién a 95°C. Para realizar estas
reacciones se utilizaron placas de prolipopileno 96 pocillos (Agilent), las cuales fueron
tapadas con una lamina selladora (ThermalSeal RT, Sigma-Aldrich). Los partidores
utilizados se encuentran enlistados en la tabla 1. La cuantificacion relativa de los

niveles de transcritos fue determinada utilizando la ecuacion de Pfaffl (2001), donde ia
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eficiencia fue calculada usando el programa Linreg (Ramakers et al., 2003). El gen de
referencia utilizado en la formula de Pfaffl fue seleccionado utilizando el programa
Normfinder (Andersen et al., 2004) con el cual se determiné el gen de mantenimiento
mas estable entre los genes PP2AC (AT1G13320), ACT2 (AT3G18780) y UBQT0

(AT4G05320).

2.3.7 Electroforesis DNA en geles de agarosa

Las electroforesis de DNA fueron realizadas en geles de agarosa (Lafken)
utilizando buffer TAE 1X (Tris 40 mM pH = 7,6, 4cido acético 20 mM y EDTA 1 mM a
pH = 8,0). La concentracién de los geles de agarosa utilizadas fueron de 1,5% para los
DNAs de un rango de tamario de 1 kb a 10 kb y de 2% para los DNAs de un rango de
tamafic de 100 pb a 1 kb. Las electroforesis fueron sometidas a voltaje continuo de 80-
100 mV. Las electroforesis del producto de qPCR fueron realizadas en buffer TBE 1X
(Tris 8% mM pH = 7,6, acido bérico 89 mM y EDTA 2 mM a pH = 8,0) y fueron
sometidas a voltaje continuo de 60 mV. La fincién del DNA se realizd despues de
realizada ia electroforesis sumergiendo el gel en una solucién acuosa de 0,5 pg/mL de
bromuro de etidio durante 30 minutos, luego el DNA fue visualizado exponiéndolo a luz
travioleta en un transiluminador acoplado a un sistema de adquisicion de imagen

(Syngene).

2.3.8 Clonamiento bZIP25 en vector de expresién en plantas
El gen hZIP25 codifica a fres isoformas de proteinas de acuerdo al modelo
génico descrito en la base de datos de Arabidopsis thaliana TAIR. Se disefaron

partidores para e! clonamiento de las ires isoformas los cuales estan presentados en la
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tabla 1. El clonamiento de estas isoformas se realizé a partir de cDNA de Arabidopsis
thaliana silvestre de 10 dias. La amplificacién por PCR se realizé utilizando la Elongase
Enzyme (Life-technologies) mediante el siguiente protocolo de amplificacion:
Denaturacién inicial a 94°C por 5 min; 35 ciclos de amplificacion de 94°C por 30
segundos, 58°C por 30 minutos y 72°C por 1 minuto y 30 segundos; seguidos de 5
minutos de elongacion final a 72°C.

El producto de PCR fue clonado en el vector pCR®8/GW/T OPO® TA Cloning
Kit (Invitrogen, Life-technologies). La verificacion de la insercion del producto de PCR
se realiz6 mediante PCR y la determinacion de la orientacion sentido en el vector fue
verificada mediante digestion enzimética con EcoRV (Fermentas), Aval (Fermentas), y
la digestion doble Apal/Nhel (Fermentas) (Anexo 3). Luego se realizd una
recombinacion entre los vectores pTOPQO-bZIP25 generados y el vector Gateway
pGWB5 (Nakagawa et al., 2007) utilizando la enzima LR clonase (invitrogen). La
verificacion de la recombinacién se realizd mediante PCR direccional utilizando un
partidor directo 5’ que hibrida en el ATG de bZIP25 (ATG-bZIP25) y un partidor inverso
3’ que hibrida en la secuencia del gen que codifica a la proteina GFP (Tabia 1). Este
resultado fue verificado mediante digestién enzimatica con Ncol (Fermentas), EcoRV

(Fermentas) y la digestién doble con Ncol/Spel (Fermentas) (Anexo 4)

2.3.9 Transformacion Escherichia coli

Se prepararon células Escherichia coli de la cepa DH5a o DB3.1 competentes
con CaCl2. Para esto se inoculé 50 pL de cultive stock de DH5a o DB3.1 en 3 mL de
medio LB y se incubd a 37°C con agitacién toda la noche (16 horas). Se tomé 750 pL
del cultivo de noche y se inoculd 100 mL de LB, se mantuvo a 37°C con agitacion hasta

que alcanzé una D.O.exw entre 0,4 — 0,5. Luego, se centrifugd a 3.000 xg durante 10
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minutos a 4°C. Se elimind el sobrenadante y el precipitado de células se resuspendio
répida y suavemente en 50 mL de CaCl; 0,1 M estéril y frio. Se centrifugd a 2.000 xg
por 5 minutos a 4°C. Se eliminé el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 10
mL de CaCl. 0,1 M estéril y frio. Se incub6é 30 minutos a 4°C. Posteriormente, se
centrifugd por 5 minutes a 2.000 xg a 4°C y el precipitado se resuspendio en 2 mL de
CaCl 0,1 M estérl y frio, eliminando previamente el sobrenadante. Una vez
resuspendidas, las células quedan listan para ser utilizadas o guardadas en glicero!
30% de glicerol a -80°C en alicuotas de 200 yL. Todo el procedimiento se debe realizar
manteniendo la esterilidad.

La transformacién de E. coli se realiz6 descongelando una alicuota de 200 uL.
de DH5a competente y se agregd aproximadamente 50 ng del vector de interés. Se
mantuvo en hielo por 45 minutos. Luego fue incubado a 42°C durante 1,5 minuto y
fueron incubados en hielo por 1 minuto. Se agregd 1 mL de LB y se dej6é 1 hora en
agitacion a 37°C. Luego de este tiempo se plaqued en LB-agar con el antibidtico
adecuado para la seleccién de las colonias transformadas. Las placas se incubaron a
37°C por toda la noche. Para los vectores derivados de la serie pTOPQ (Invitrogen) se
usbé la cepa DH5a y medio LB suplementado con el antibiotico espectinomicina para su
seleccién (100 pg/ml). La transformacion de los los vectores derivados de la serie
pGWB se utilizo 1a cepa DB3.1 y para su seleccion medio LB suplementado con

Kanamicina (100 pg/mL) (Nakagawa et al., 2007).

2.3.10 Transformacién Agrobacterium tumefaciens
Se prepararon células Agrobacterium tumefaciens competentes de la cepa
GV3101 en 5 mL de medio 2YT rifampicina 10 mg/L para la seleccién cromosomal y

gentamicina 50 mg/L para seleccionar el plasmido helper. Se incubd a 28°C toda la
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noche con agitacién, Luego, 4 mL de este pre-inoculo de Agrobactenium tumefaciens
se inoculo en 100 mL de medio 2YT, con la misma concentracién de antibidticos, y se
incubd a 28°C con agitacion hasta una D.O.e00 = 0,5. El cultivo fue centrifugado a 3.000
xg por 20 minutos a 4°C. El sobrenadante fue descartado con cuidado y el precipitado
fue resuspendido en 1 mL de CaCI2 20 mM estéril y frio. Se hicieron alicuotas de 100
pL y se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido. Las alicuotas se guardaron a
-80°C hasta su utilizacion.

Para la transformacion de Agrobacterium fumefaciens competente se
descongeld en hielo una alicuota de 100 pL de células competentes y se agregd 500
ng del vector binario. Luego esta mezcla fue congelada en nitrogeno liquido por 5
minutos y se dej6 descongelar a temperatura ambiente por 15 minutos. Se agregd 1
mlL de medio 2YT y se incub6 a 28°C toda la noche con agitacion. Posteriormente, se
plaqued 50 uL del cultivo en un medio de medio 2YT-agar con antibiéticos rifampicina
10 mg/L, gentamicina 50 mg/L. Para seleccionar el vector binario de la serie pGWB
adicionalmente se utilizé kanamicina 100 mg/L y se incuba incubé a 28°C durante 40

horas. Las colonias transformantes se analizaron mediante PCR.

2.3.11 Esterilizacién de semillas de Arabidopsis thaliana.

La semillas de Arabidopsis thafiana fueron esterilizadas adicionando una
solucién de esterilizacién que contiene 80% viv de etanol absoluto, 20% viv del
producto comercial Clorox (hipoclorito de sodio 37%) y Tween20 0,01% viv. Las
semillas se mantienen en esta solucidn con agitacion por 10 minutos, luego las
semillas se dejan decantar y el liquido es eliminado. Luego, las semillas fueron lavadas

con etanol 95% cinco veces para eliminar el residuo de la solucién de esterilizacion.
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Las semillas fueron secadas en un ambiente estéril utilizande una campana de flujo

laminar hasta que queden completamente secas.

2.3.12 Transformacion estable de Arabidopsis thaliana.

La transformacién estable de Arabidopsis thaliana se realizd utlizando
Agrobacterium tumefaciens de la cepa GV3102, previamente transformada con los
vectores de interés, mediante el método de inmersién floral descrito por Zhang et al.
(2008). La semillas progenie T1 de las plantas sometidas al proceso de transformacion
fueron seleccionadas en medio de seleccién (MS 0,5X 2% de sacarosa suplementado
con antibiético higromicina a una concentracién de 50 pg/mL). Los eventos positivos de
transformacion son capaces de germinar y crecer en el medio de seleccion, ya que
adquieren resistencia a este antibiotico proveniente de los vectores de la serie pGWB
que fueron utilizados en esta tesis (Nakagawa et al., 2007). Las plantas resistentes
fueron traspasadas a cultivo hidropénico para obtener su progenie T2 las cuales fueron
germinadas en medio de seleccién. Las plantas T2 resistentes fueron traspasadas a
hidropénice para que cumplan su desarrollo y obtener su progenie T3. Las plantas T2
resistentes fueron analizadas mediante PCR para verificar la presencia de la insercion
y determinar si se encuentra en estado homocigoto o hemicigoto. De esta forma las
lineas T2 resistentes homocigotas para la insercién producirdn una progenie T3

homocigota para la insercion la cual fue utilizada para otros andlisis en esta tesis.

2.3.13 Transformacion transitoria de Arabidopsis thaliana.
Este sistema de transformacion se realizé utilizando como base al protocolo
publicado por Marion et al., (2008) el cual fue optimizado siguiendo los pasos que se

describen a continuacién. Agrobacterium tumefaciens previamente transformadas con
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el vector de interés pUbi:ER-mCherry o 35S::3TIP-GFP fueron crecidas en un pre-
inoculo de 4 mL de medio 2YT y posteriormente inoculado en 50 mi. medio 2YT hasta
una D.O.s0 de 5,0. Esté cultivo fue sedimentado mediante centrifugacion (4.000 g a
4°C) y resuspendido en medio de infiltracién el cual contiene 5% sacarosa, 200 uM
acetosiringona (Sigma-Aldrich). Plantulas de 5 dias crecidas en medio MS 0,5X — agar
fueron co-incubadas con el cultivo de Agrobacterium tumefaciens resuspendido en
medio de infiltracién vy se aplicd vacio (10 mm Hg) por un minuto. Este proceso fue
repetido 2 veces. El exceso de medio de infiltracion fue eliminado y las placas con las
plantas fueron puestas en un incubador en condiciones de cultivo controlado
(fotoperiodo de 16 horas luz, con temperatura controlada mantenida a 24°C). Tres dias
después se comprobd la transformacién de las plantas utilizado una lupa
estereoscapica acoplada a [amparas de fluorescencia, para luego analizar los eventos
positivos mediante microscopia confocal (laser scanning confocal microscopy)

utilizando un microscopio Zeiss LSM 710.

2.3.14 Tratamiento farmacoldgico con drogas que alteran el trafico a través del
sistema de endomembrana

Plantas de 10 dias de edad fueron tratadas con medio MS 0,5X suplementado
con Brefeldina A 50 uM (BFA, Sigma-Aldrich), Wortmanina 33 pM (Wm, Sigma-Aldrich)
y Sortin2 50 ug/mL. Para cada tratamiento se realizoé un tratamiento control en el cual
se agregdé un volumen equivalente de solvente, comespondiente a Etano! para el
tratamiento con BFA y DMSO para el tratamiento con Wm y Sortin2. Para los ensayos
de determinacién de los niveles de transcrito los tratamientos con BFA fueron
realizados por 3, 5y 10 horas segun, los tratamientos con Wm fueron realizados por 3

horas y los tratamientos con Sortin2 por 3 y 6 horas. En los ensayos de internalizacion
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de la membrana plasmatica en el tratamiento con BFA y Wm, la incubacién con los
farmacos comenzé en la incubacién en frio con el trazador FM4-64. Luego de Ia tincion
con este trazador se continud la incubacién con las drogas a temperatura ambiente y
fueron realizadas las mediciones del ensayo de intemnalizacién de la membrana

plasmatica en el tiempo en condicién contro! y en el tratamiento con BFA y Wm.

2.3.15 Dindmica de endocitosis del trazador de membrana plasmatica FM4-64

La marcaje de la membrana plasmatica con el trazador FM4-64 (Invitrogen) se
realiza utilizado una concentracion final de este trazador de 5 uM en un volumen final
de 3 mL de medio MS 0,5X frio {(4°C aproximados). En esta solucién se incuban en frio
y oscuridad por 15 minutos entre 6-8 planias de Arabidopsis thaliana de 10 dias del
genotipo de interés. Luego las plantas fueron lavadas con medio MS 0,5X para sacar el
exceso de FM4-84. Estas plantas son montadas sobre el portaobjeto con medio MS
0,5X y cubiertas con cubre objeto para realizar las mediciones mediante microscopia
confocal (LSCM) utilizando un microscopio LSM 510. Utilizando Ia siguiente
configuracion para la adquisicion de imagen: longitud de onda de excitacion de 543 nm

y recoleccién de fluorescencia en el rango de 560 y 650 nm.

2.3.16 Visualizacién del marcador fiuorescente GFP y mCherry mediante
microscopia confocal

Estas plantas son montadas sobre el portaobjeto con medio MS 05X vy
cubiertas con cubre objeto para realizar las mediciones mediante microscopia confocal
(LSCM) en un microscopio Zeiss LSM 510 para el caso de PIN2-GFP y un microscopio
Zeiss LSM 710 para los marcadores 8TIP-GFP y KDEL-mCherry. La deteccion de la

proteina PIN2-GFP en el microscopio Zeiss LSM 510 se realizé utilizando el objetivo
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40X marca Zeiss y la siguiente configuracion de laser para excitacion del fluoréforo y
recoleccion de la emisién: longifud de onda de excitacion de 488 y filtros de recoleccion
de fluorescencia de 505-530. La deteccién de las proteinas 3TIP-GFP y KDEL-mCherry
en el microscopio Zeiss |.SM 710 se realizé utilizando un objetivo 40X con la siguiente
configuracion para la excitacion del fluoréforo y recoleccion de la fluorescencia emitida:
para la deteccion de STIP-GFP la planta fue excitada a 488 nm y la emisién fue
recolectada a 492-570, mientras que para la deteccion de KDEL-mCherry la planta fue

excitada a 561 y la emision recolectada a 588-696 nm.

2.3.17 Analisis transcriptomico global

El andlisis transcriptémico global se realizé en colaboracion con el Dr Glenn
Hicks del Institute for Integrative Genome Biology, Universidad de California, Riverside.
Para la generacion de las librerias de secuenciacion se realizé una purificacién para
enriquecer la poblacion de RNA poliA utilizando el producto NEBNext Poly(A) mRNA
Magnetic isolation Module. La calidad y concentracion del RNA fue analizada utilizando
un equipo Bioanalyzer 2100. Con este RNA poliA se generaron librerias enriquecidas
en fragmento de insertos de 250 pb utilizando en producto NEBNext ultra RNA Library
Prep Kit for lllumina (New Englands Biolabs Inc). Cada libreria generada fue marcada
con el sistema de codigo de barras de partidores del producto NEBNext Multiplex
oligos for lllumina (New Englands Biolab Inc). Para diversos pasos de la purificacién del
RNA de poliA asi como en la generacién de la libreria se utilizaron las perlas

magnéticas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter). La calidad, concentracion y el
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tamario de los fragmentos de la libreria fue determinado utilizado el equipo Bioanalyzer
2100.

La secuenciacién de las librerias fue realizada utilizando la tecnologia lllumina
Hiseq2500 HT en la Universidad de California, Riverside. Se realizd una secuenciacion
en modo “pair end” de 101 pb obteniendo en promedio 80.000.000 iecturas por linea,
correspondiente a 4 librerias. El andlisis de los datos obtenidos de la secuenciacion
masiva fueron realizados en Bicinformatic Facility, Institute for Integrative Genome
Biology, Universidad de California, Riverside. La metodologia utilizada fue la siguiente:
1) Recorte o “timming” de los adaptadores desde las lecturas usando Trimmomatic
(Bolger et al., 2014). 2) Alineamiento de las lecturas a la base de datos TAIR10
utilizando Tophat2 (Kim et al., 2013). 3) Obtencién de una tabla de lecturas que se
sobreponen con las regiones exdnicas del genoma de Arabidopsis thaliana usando la
base de datos TAIR10 y sistema R, lo cual fue realizado por Ruobai Sun del
Bioinformatic Facility, Institute for Integrative Genome Biology, Universidad de
California, Riverside. 4) Identificacién de genes diferencialmente expresados (DEG) fue
realizada con el paquete edgeR de bioconductor (Robinson et al., 2010). 5) Analisis de
sobre-representacion de etiquetas de DEG mediante la herramienta FUNCAT del
Institute of Bioinformatic and System Biology of HelmholtzZentrum Mtnchen, Germany

(Mewes et al., 2008, http://mips.helmholtz-muenchen.de/proj/funcatDB/).

2.3.18 Andlisis de la Red Regulatoria del Tréafico
El andlisis de la Red Regulatoria del Trafico se realizé utilizando el programa
Cytoscape (http://www.cytoscape.org/),el cual permite hacer el analisis topolégico

presentado en esta tesis mediante el plugin Network analysis usando la configuracion
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que el programa asigna por defecto (Shannon et al., 2003). La esquematizacion de la

red fue realizada utilizando el programa Cytoscape.

2.3.18 Analisis de experimentos de microarregios.

El analisis de los experimentos de microarreglos se realizé utilizando los datos no
editados de los experimentos realizados en plantas de Arabidopsis thaliana tratadas
con MG132, tunicamicina, AZC, IAA y PNOS8. Los experimentos analizados fueron
obtenidos de la base de datos NASC's International Affymetrix Service

(http:/affymetrix.arabidopsis.info/) y corresponden a los siguientes: 1) Tratamiento con

MG132 y  control (NRID8041_RIKEN-GODA1A9.CEL, NRID8042_RIKEN-
GODA1B9.CEL, NRID8043_RIKEN-GODA22A9.CEL y NRID8044_RIKEN-
GODA22B9.CEL); 2) Tratamiento con tunicamicina y control (GSM297841.CEL,
GSM297833.CEL, GSM297839.CEL, GSM297827.CEL vy GSM297843.CEL); 3)
Tratamiento con AZC y control (GSM297824.CEL, GSM297825.CEL,
GSM297830.CEL, GSM297831.CEL, GSM297836.CEL y GSM297837.CEL);

4)Tratamiento con IAA y control (GSM25858.CEL,, GSM25859.CEL, GSM25860.CEL,

GSM25861.CEL, GSM25862.CEL, GSM25863.CEL, GSM25864.CEL,
GSM25865.CEL, GSM25866.CEL, GSM25867.CEL, GSM25868.CEL,
GSM25869.CEL, GSM25870.CEL, GSM25871.CEL, GSM25872.CEL,

GSM25873.CEL, GSM25874.CEL, GSM25875.CEL, GSM25876.CEL, GSM25877.CEL

y GSM25878.CEL); 5) Tratamiento con PNO8 y control (NRID8045_RIKEN-

GODA15A5.CEL, NRID8046_RIKEN-GODA15B5.CEL, NRID8047_RIKEN-
GODA16AS5.CEL, NRID8048_RIKEN-GODA16B5.CEL, NRID8049_RIKEN-
GODA1A5.CEL, NRID8050_RIKEN-GODA1B5.CEL, NRID8051_RIKEN-

GODAZ28A5.CEL, NRID8052_RIKEN-GODA28B5.CEL, NRID8053_RIKEN-
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GODA29A5.CEL, NRID8054_RIKEN-GODA29B5.CEL, NRID8055_RIKEN-
GODA2A5.CEL, NRID8056_RIKEN-GODA2B5.CEL). Ademas se utilizé un
experimento de microarreglo no publicado de la Dra. Norambuena realizado en plantas
tratadas con la droga Sortin1. Estos datos fueron normalizados y analizados utilizando

el algoritmo x-rma del paquete de bioconductor (www.bioconductor.com) para obtener

los genes diferencialmente expresados en cada condicién respecto a su
correspondiente control. Se consideraron cambios significativos cuando el p-value fue
menor a 0.05 y se detect6 la presencia de transcrito en todas las replicas de los

experimentos.




3. RESULTADOS

3.1 Objetivo especifico 1.

Caracterizacion de la Red Regulatoria del Tréfico y seleccion de los factores de

transcripcion de interés, mediante andlisis de 1a Red Regulatoria del trafico.

Para abordar la bisqueda de factores de transcripcion que regulan el sistema
de endomembrana utilizamos una red de interaccién entre factores de transcripcion y
genes de trafico que llamamos Red Regulatoria del Tréfico. La construccién de la Red
Regulatoria fue realizada por el Dr Alexander Vergara durante su estadia post-doctoral
en nuestro laboratorio a través de una colaboracion con el Dr. Rodrigo A. Gutiérrez.
Esta colaboracién nos permitid contar con [a basta experiencia que el Dr. Rodrigo A.
Gutiérrez del Facultad de Ciencias Biolégicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile
poseeen el area de la biologia de sistemas, asi como también tener acceso a bases de
datos construidas en su laboratorio y a una base de datos de los sitios de unién de los
factores de transcripcién de Arabidopsis thaliana perteneciente al laboratorio de la Dra.
Gloria Coruzzi del Department of Biology, New York University. Utilizando esta
informacién el Dr. Alexander Vergara generé la Red Regulatoria del Trafico la cual

establece conexiones entre genes de tréfico provenientes de la etiqueta de Gene

42
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Ontology G0:0006886 Intracellular protein transport y los factores de transcripcion de

Arabidopsis thaliana.

La Red Regulatoria del Trafico integra dos criterios de interaccion que han sido
utilizados previamente en forma exitosa para la prediccion de mecanismos regulatorios
transcripcionales (Nero et al., 2009). El primer criterio es la co-expresion entre genes
de tréfico (GO:0006886) y los factores de transcripcion anotados para Arabidopsis
thaliana. La co-expresion fue determinada en base al indice de correlaciéon de
Spermann, con un valor de corte de 0,5, entre los factores de transcripcion y genes de
trafico utilizando 1107 chips de microarreglos disponibles en la base de datos NASC
(Nero et al., 2008). El segundo criterio utilizado fue la sobre-representacion de los sitios
de union de los factores de transcripcién de Arabidopsis thaliana en los promotores de
los genes de trafico. El valor de corte para la sobre-representacion fue 3 veces la
desviacién estandar del promedio de aparicion del sitio en cada promotor de los genes
de Arabidopsis thaliana (Nero et al., 2009). Utilizado estos dos criterios fue construida
la Red Regulatoria del Trafico que conecta a los factores de transcripcion y a los genes
de trafico cuando se cumplen estos dos criterios. Cada uno de estos criterios establece
a su vez conexiones entre factores de transcripcion y genes de trafico, permitiendo
generar dos subredes las que son denominadas Red Transcripcional y Red de Co-
expresion. La interseccién de ambas permite generar la Red Regulatoria del Trafico.
Para la construccion de la red se utilizd un universo de 133 genes de trafico
(GO:0006886) y 906 factores de transcripcién de Arabidopsi thaliana. De este universo
de componentes utilizados para construir la Red Regulatoria del Trafico un total de 31
genes de trafico y 91 factores de franscripcién cumplen con los criterios de

construccion estableciendo un total de 125 conexiones (Figura 2).




El analisis topologico de la Red Regulatoria del Trafico nos muestra que esta
red tiene un nuimero promedio de vecinos de 2,049 y un didmetro de 8 nodos.
Adicionaimente, se determiné la ley de poder de distribucion de grado la cual es un
parametro propio de las redes de conectividad y se define como el nimero de nodos
promedio que tiene cada grado. La ley de poder permite clasificar la topologia de ia
red, en términos de si la red es de tipo “random/al azar’ o “scale freefescala libre”
(Barabasi & Oltvai, 2004, Albert, 2005). En las redes de topologia random ia ley de
poder de distribucién de grado en funcion del grado se ajusta a una curva con
distribucion de Poisson, mientras que la mayoria de las redes biolégicas presentan una
topologia de escala libre, donde la ley de poder de la distribucién de grado en funcién
del grado se ajusta a una ecuacion dei tipo D(k) ~ akb. Las redes bioldgicas de
diversos tipos tienden a poseer una ley de poder de escala libre (Barabasi, 2009). En
concordancia con esto, nuestra Red Regulatoria del Tréfico presenta una ley de poder
de distribucién de grado igual a Y = 7,996 X% que se ajusta a la ecuacion del tipo
D(k) ~ akb, por lo cual esta red corresponde a una red de escala libre (Figura 3A). Esto
nos indica que, como es esperado, la Red Regulatoria del Tréafico es una red de tipo
escala libre o que es caracteristico de redes biologicas (Barabasi and Oltvai, 2004,

Albert, 2005).

Para la interpretacion de redes de conectividad es importante la identificacién
de los nodos altamente conectados y de los nodos centrales de la red, puesto que se
ha descrito que tanto los nodos altamente conectados como los nodos centrales de
una red son claves en el sistema que la red representa (Barabasi and Oltvai, 2004).

Para la identificacion de los nodos altamente conectados se utiliza parametros




17

‘uplpduosues) 9p JOJOB} 9jS® B SOPBJOSUOD UElse  0oues 8p sousBb so| K (0ZovSOtLly) 6Zdiza uodudsues
ap Jojoe} |@ ouoBexay un uod ejsenul s ojnBuejoas un ua opejesay ‘(ofos B apJaA) BOLIII0I0|0D K ouewe} ap sjusI08Id
g|eosa BUN OPUEZIRN SSauusamjaq ap Jojea |9 unbas opeubise Bjsa sauoiooeIBIUI SE| 3p Jojoo A Josadsa |3 “(ofos e 8pJan)
BOLJ2WO0I0j00 A OUBWIE] 9P S8jUSI08IO B[BOSS BUN OPUBZIN ‘pEpIADaUCD ap opelB |a unbas sopeubise ugjsa sopou soj
ap 10|09 |2 A ouewe} |3 "ugiodudsuel} 8p S810J0B) SO| SOPEIPEND U0D K ooyes) ap sauab so| ueoyelb as sonald UF “eueley}
sisdopiqesy ap ooyl ap saush |¢ A ugioduosuel) ap Sa10)08) |6 8P eysendwios odyes] |ap euojeinBay pay | ap ewaenbs3

‘0o1jel | [9p euojeInBay pay :Z eanbiy

amE Aoy

) ooy

ORIBLY




46

como el “grado de conectividad” y para determinar los nodos centrales se utiliza el
“coeficiente de betweenness’. El grado de conectividad de un nodo se define como el
ntimero de nodos vecinos que se encuentran conectados al nodo (Barabasi and Oltvai,
2004; Albert, 2005). Mientras que ei coeficiente de befweenness de un nodo se define
como la proporcion de caminos cortos que pasan a través del nodo respecio al total de
caminos cortos que conectan tedos los nodos de la red, donde un camino corto
corresponde al camino mas corto que permite conectar a un par de nodos (Barabasi
and Oltvai, 2004; Albert, 2005)."En nuestra Red Regulatoria del Tréfico los nodos que
presentan un mayor grado de conectividad entre los genes de trafico son: AT5G55080
el cual tiene un grado de conectividad igual a 19, AT5G63640 con un grado de
conectividad igual a 16 y AT1G26680 con un grado de conectividad igual a 9. Estos
genes codifican a la GTPasa monomerica RAN4 (RAS-RELATED NUCLEAR
PROTEIN 4), a una proteina de la familia ENTH/VHS/GAT y un miembro de
emp24/gp25L/p24 family/GOLD family protein, respectivamente (Figura 3B). El analisis
de la centralidad en base al coeficiente de befweenness de los nodos nos muestra que
los genes de trafico que presentan mayor coeficiente de befweenness, esto es igual a
1, son los siguientes: AT1G09180 el cual codifica a la GTPasa monomerica SARA1A,
AT1(G32880 que codifica a una proteina de la superfamila ARM repeat, ATAG03330
que codifica para SYP123, AT4G34450 el cual codifica a una proteina homologa a la
subunidad gamma-2 de COPl y AT5G08080 que codifica 2 SYP132 (Figura 3C). El gen
AT1G09180 tiene un grado de conectividad 7, mientras que los genes AT1G32880,
AT4G03330, AT4AG34450 y AT5G08080 presentan un grado de conectividad de 2

(Figura 3C).
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Figura 3: Analisis topolégico de la Red Regulatoria del Trafico.

La topologia de la Red Regulatoria del Trafico fue analizada utilizando el

programa Cytoscape. A) Distribuciéon de grado en funcién del grado de

conectividad. Se muestra la funcién de la Ley de Poder de esta red. B)

Frecuencia de grado de conectividad de la red, graficado como numero de nodos

en funcion del grado de conectividad. C) Coeficiente de betweenness en funcioén

del grado de conectividad. En los recuadros de los graficos B y C se muestra

informacioén de los nodos mas relevantes.
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Este analisis nos sugiere que el gen AT1G09180 seria un gen importante en la
regulacién del trafico, lo cual tiene relacién con la funcion descrita para su producto
génico, SARA1A. Esta proteina es una GTPasa monomérica involucrada en la
formacion de vesiculas con cubierta COPII en el reticulo endoplasmatico con destino al
aparato de Golgi, siendo importante para iniciar el trafico de las proteinas sintetizadas
de novo por la via secretoria (Hanton et al., 2008: Cevher-Keskin, 2013). De manera
similar los genes de trafico AT1G32880, AT4G03330, AT4G34450 y AT5G08080
también podrian tener un papel importante en el trafico de proteinas. Esto es
particularmente interesante para el caso de los genes AT4G34450 y AT5G08080 sobre
los que existe evidencia experimental acerca de su funcién como proteina de cubierta y

sintaxina, respectivamente (base de datos TAIR, www.arabidopsis.org).

Adicionalmente, con valores de betweenness entre 0,95 y 0,70 y con altos grados de
conectividad encontramos a los genes trafico AT1G26690, AT5G55080 y AT5G63640,
los cuales presentan los mas altos grados de conectividad de 9, 19 y 16,
respectivamente (Figura 3B y C). Considerando, que estos tres genes de trafico tienen
altos grados de conectividad y de coeficiente de betweenness en la Red Regulatoria
del Trafico se convierten en posibles puntos regulatorios claves del trafico de proteinas.
Sin embargo, la funcién de estos genes aun no ha sido descrita a través de ensayos
directos, por lo que estudios mas profundos son requeridos para determinar la funcion
e importancia de estas proteinas en el trafico de proteinas (base de datos TAIR,

www.arabidopsis.org).

Considerando que el objetivo de esta tesis es seleccionar aquellos factores de
transcripcién candidatos a regular el trafico de proteinas a través del sistema de

endomembrana es importante saber cuéles son los factores de transcripciéon con mayor




grado de conectividad en la Red Regulatoria del Trafico. En este contexto el mayor
grado de conectividad de ios factores de transcripcién es equivalente a 3, valor que es
compartido por los siguientes factores de transcripcién: AT4G37750 que codifica a
AINTEGUMENTA un factor de transcripcion del tipo AP2; 4 factores de transcripcion de
1a familia MYB: AT5G04760, AT5G 13820, AT1G72650 y AT2G16720 comrespondientes
a un factor de transcripcion MYB, TBP1, TRFL6 y MYB7 un factor MYB del tipo R2R3,
respectivamente; y los factores de transcripcion del tipo bZIP: AT3G54620,
AT1G42990, AT5G06950, AT3G10800 y AT5G44080, los cuales codifican a bZIP25,
bZIP60, TGA2, bZIP28 y un pardlogo de GBF4, respectivamente  (Figura 3B).
Entonces, de acuerdo al criterio de conecfividad en la Red Regulatoria de Trafico estos
factores de transcripcion son considerados como buenos candidatos a regular el

sistema de endomembrana ya que poseen el mayor grado de conectividad.

En andlisis de centralidad realizado en base al cosficiente de betweenness
considerando solo a los factores de transcripcion nos muestra que AT5G65210 un
factor de transcripcion TGA1 de la familia bZIP es el que tiene el mayor betweenness,
igual a 1, y un grado de conectividad de 2 (Figura 3B y C). El siguiente factor de
transcripcién con el mayor valor de befweenness igual a 0,619 y que ademas posee un
grado de conectividad 3, el mas alto encontrado en ia red, como fue mencionado
anteriormente, es AT4G37750. Este factor de transcripcion codifica a AINTEGUMENTA
un factor de transcripcion del tipo AP2 (Figura 3B y C). De acuerdo a este analisis
topoldgico de la Red Regulatoria del Tréafico y utilizando los criterios basado en el
coeficiente de befweenness y en el grado de conectividad los factores de transcripcion
codificados en los loci ATSG65210 y AT4G37750 son presentados como importantes

candidatos a regular el trafico de proteinas. Ambos factores de transcripcion han sido
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descritos como reguladores del mantenimiento del meristema apical, AT4G37750
también participa en la regulacién del desarrollo floral de Arabidopsis thaliana (Krizek,
2011: Mudunkothge & Krizek, 2012) y AT5G65210 en la respuesta a patbgenos
(Kesarwani et al., 2007; Shearer et al., 2012). Sin embargo, la posible regulacion
gjercida por estos factores de transcripcion sobre el sistema de endomembranas y el

trafico de proteinas no ha sido determinada.

Adicionalmente, analizamos el grado de conectividad de cada uno de los 91
factores de transcripcion de la Red Regulatoria del Trafico en las sub-redes
transcripcional y de Co-expresion. Este andlisis nos permite determinar las conexiones
de estos 91 factores de trascripcion con los 133 genes de trafico considerando el
criterio de co-expresion y el de sobre-representacion de! sitio de unién de los factores
de transcripcién por separado y de esta forma analizar de manera independiente
ambos criterios. En este andlisis observamos que existen 65 factores de transcripcion
que presentan los mas alto grados de conectividad en la Red Transcripcional
correspondiente a valores de 54, 39y 31 (Figura 4A). Interesantemente, los factores de
transcripcién mencionados anteriormente que presentan los mas altos grados de
conectividad y altos coeficientes de befweenness en la Red Regulatoria del Tréafico
estan entre estos 65 factores de transcripcion con alto grado de conectividad en la Red

Transcripcional.

Considerando que nuestro objetivo es seleccionar a los mejores candidatos a
regular el sistema de endomembrana, y que 65 factores de transcripcion poseen altos
grados de conectividad, igual o superior a 20, en la Red Transcripcional, realizamos
una normalizacion del grado de conectividad que nos permite discriminar entre los

factores de transcripcién que presentan una interaccion preferencial con los genes de
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Figura 4: Andlisis de la conectividad de los factores de transcripcion de la
Red Regulatoria del Trafico en la red transcripcional y la red de co-

expresion.

Se analizé la conectividad de los 91 factores de transcripcion de la Red
Regulatoria del Trafico con los genes de trafico en las sub-redes transcripcional y
de co-expresion. A) Histograma de frecuencia del grado de conectividad de los
factores de transcripcién de la Red Regulatoria del Trafico con los genes de
trafico en la red transcripcional. B) Histograma de frecuencia del indice de
Enriquecimiento de los 91 factores de transcripcion de la Red Regulatoria del
Trafico GO0006886. C) Histograma de frecuencia del grado de conectividad de
los factores de transcripcion de la Red Regulatoria del Tréfico con los genes de
trafico en la Red de Co-expresion.
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trafico. Para esto definimos como indice de Enriquecimiento a la razon entre las
interacciones que establece un factor de transcripcién con los genes de trafico,
expresada como un porcentaje respecto al fotal de los genes de frafico, y las
interacciones que establece el factor de transcripcién con ¢l fotal de genes del genoma
de Arabidopsis thaliana, expresadc como porcentaje de genes conectado respecto al
total del genoma. De tal forma que este indice nos permite determinar cuando el factor
de transcripcion conecta preferentemente a genes de trafico en comparacion con el
resto del genoma. Por lo tanto, cuando el indice de enriquecimiento es igual a 1, indica
que el factor de transcripcion conecta en la misma proporcién de genes de tréfico que
genes del genoma completo, mientras que indices superiores a 1 indica una conexion
preferencial a los genes de trafico. Luego, calculamos el indice de enriquecimiento
para cada uno de los 91 factores de transcripcién de la Red Regulatoria del Trafico y
seleccionamos a aquellos factores de franscripcion que presentan un indice de
enriquecimiento igual o superior a 1,5, correspondiente al 33% de los factores de

transcripcién de fa red (Figura 4B).

De acuerdo a este criterio, 8 de los factores de transcripcion de la Red
Regulatoria del Tréfico se perfilan como buenos candidatos dado su alto grado de
conectividad y coeficiente de befweenness, mencionados anteriormente. Estos
corresponden a los siguientes factores de transcripcion de tipo bZIP: AT3G10800,
AT3G54620, AT1G42990, ATSG0B950, AT5G44080 y ATSGB5210. Los factores de
transcripcién previamente mencionados por su alto grado de conectividad y coeficiente
de betweenness en la Red Regulatoria del Tréfico, MYB y AP-2, presentan un indice

de interaccién cercano a 1 por lo que quedan fuera de la seleccion realizada a través




de este criterio. Es importante destacar que utilizando el indice de enriquecimiento
factores de transcripcion del tipo NAC y bHLH quedan dentro de este grupo de 65
factores de transcripcién por sobre los factores de transcripcion de tipo bZIP con
valores de 2.5 y 2.0, respectivamente, convirtiéndolos en buenos candidatos para la

regulacién del tréfico a través del sistema de endomembranas.

Al analizar el grado de conectividad que presentan los 91 factores de
transcripcién de la Red Regulatoria del Trafico en la Red de Co-expresién observamos
que 72 de ellos tiene un grado inferior 9, equivalente al 66% de los factores de
transcripcion de la Red Regulatoria del Trafico, mientras que 19 factores de
transcripcién tiene un grado de conectividad igual o mayor a 9, correspondiente al 33%
restante (Figura 4C). Entre los factores de transcripcién con mayor grado de
conectividad encontramos a los factores de transcripcion de tipo bZIP, AT3G10800 y
AT3G54620 los que codifican para bZIP28 y bZIP25 tal como fue mencionado
anteriormente. Estos factores de transcripcion presentan un grado de conectividad en
la Red de Co-expresion de 18 y 20, respectivamente, y ambos comparten un indice de

enriquecimiento de 1,6 en la Red Transcripcional.

Los factores de transcripcion bZIP25 y bZIP28 son seleccionados como fuertes
candidatos a regular el tréfico de proteinas en Arabidopsis thaliana, puesio que esfos
dos factores de transcripcién han sido seleccionados a través de 3 de los 4 criterios
analizados. De manera similar AT5G65210 que codifica a TGA1 otro factor de
transcripcién de la familia bZIP también es consideradoe como un buen candidato a
regular el sistema de endomembrana al ser seleccionado en 3 de los criterios utilizados

para la jerarquizacién. Sin embargo, puesto a su relacion con procesos particulares
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como el desarrollo floral y a la estrategia experimental necesaria para su estudio

alejado de la experiencia de nuestro laboratorio no sera abordado en esta tesis.

Adicionalmente, seleccionamos como potenciales candidatos a regular el
sistema de endomembrana a los factores de transcripcion que presentan un alto grado
de conectividad a genes de tréfico en la Red de Co-expresitn (33% mas alto) y un aito
indice de enriquecimiento (33% mas alto). Estos corresponden a los siguientes factores
de transcripcion del tipo NAC: AT1G34190 y AT4G35580. AT1G34190 codifica a
NAC017, presenta un grado de conectividad de 21 y un indice de enriquecimiento de
2.9, mientras que AT4G35580 codifica a NTLS, tiene un grado de conectividad de 15y
un indice de enriquecimiento de 2.7. Por ofra parte también fueron seleccionados 3
factores de transcripcién del tipo bHLH, AT4G02590, AT5G46760 y AT1G03040, los
que codifican a UNE12, MYC3 y a un paralogo de UNE12 (UNE12-like). Estos factores
de transcripcion presentan los siguientes valores de grado de conectividad 18,9y 13, e

indice de enriquecimiento 2,1; 2,1y 1,6, respectivamente.

Por lo tanto, en base al andlisis expuesto hemos seleccionado como [os
mejores candidatos a regular el frafico de proteinas a través del sistema de
endomembranas a los siguientes factores de franscripcién: a los factores de
franscripcion del tipo bZIP, bZIP25 y bZIP28; a los factores de transcripcion del tipo
NAC, ANACD17 y NTL-9; y a los factores de transcripciéon del tipo bHLH, UNE12,
MYC3 y AT1G03040. Es importante destacar que uno de los factores de transcripcion
seleccionados, el factor de transcripcion bZIP28, corresponde a un regulador de la
respuesta a proteinas mal plegadas y al estrés de reticulo endoplasmaético, siendo un
homélogo funcional del factor de transcripcion ATF6 descrito en animales (Liu et al,

2007; Tajima et al, 2008; Ron and Walter, 2007). El hecho que bZIP25 esta relacionado
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con la regulacion de un proceso en un compartimento del sistema de endomembrana
como es el reticulo endoplasmatico refuerza que tanto la Red Regulatoria del Trafico,
asi como los criterios utilizados para 1a jerarquizacion y seleccion de los de factores de
franscripcién candidatos, son efectivos para encontrar reguladores del sistema de

endomembranas.

Adicionalmente, generamos una segunda version de la Red Regulatoria del Tréafico,
la que utilizd una lista curada de 486 genes de trafico y que fue construida de igual
forma de la descrita anteriormente (Anexo 5). En esta red los factores de transcripcion
bZIP28 y bZIP25 tienen los dos mas altos valores de grado de conectividad, 16 y 14
respectivamente. Esto nos permite validar los criterios de seleccién utilizados para [a
seleccién de los factore de transcripcion y obtener mayor informacién de los posibles

blancos regulatorios de los factores de transcripcion.
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3.2 Objetivo especifico 2.

Seleccion de posibles blancos regulatorios de los factores de transcripcién de
interés entre los genes de trifico y estudio de su respuesta frente a compuestos

que alteran el sistema de endomembrana.

3.2.1 Selecciobn de posibles blancos regulatorios de los factores de
transcripcion entre los genes de trafico en base a su conectividad a los factores
de transcripcién de interés y su respuesta a compuestos que alteran el sistema

de endomembrana.

Para el estudio de la regulacién transcripcional que ejercerian los factores de
transcripcion seleccionados sobre el trafico de proteinas, es necesario elegir un
conjunto de genes de frafico que sean blancos de regulacion de estos factores de
transcripcion. En la Red Regulatoria del Trafico los factores de transcripcidn
seleccionados conectan a un maximo de tres genes de trafico por lo que se decidid
usar un criterio menos restrictivo para determinar los genes de trafico que podrian ser
regulados a nivel transcripcional por los factores de transcripcién seleccionados. Este
criterio considera la sobre-representacion del sitic de union de los factores de
transcripcion en el promotor de los genes de trafico, que como fue definido
anteriormente corresponde a la Red Transcripcional. Bajo este criterio el conjunto de
factores de transcripcion seleccionados conectan a un total de 52 genes de firafico.
Para analizar el papel que cumplen los faciores de transcripcién en la regulacion
transcripcional de los genes de tréfico se seleccionaron un subconjunto 16 de genes de
trafico dentro del grupo de 52 genes de acuerdo a los criterios que se describen a

continuacion. La eleccién de este subconjunto de genes de frafico se realizb en base a
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dos criterios: 1) La conectividad de los genes de trafico a los factores de transcripcion
seleccionados. Se eligié una variedad de genes de trafico que estén conectados a
cada uno de los factores de trascripcion seleccionados y a la combinatoria de estos en
la Red Transcripcional (Tabla 2). Esto nos permitira contar con posibles blancos
regulatorios para cada uno de los factores de transcripcion y evaluar alguna posible
regulacién combinada entre los factores de transcripcion. 2) La capacidad de los genes
de trafico a responder a tratamientos que alteran el sistema de endomembrana a
través de cambio en sus niveles de transcrito. Esto nos permitird identificar cuales
genes cambian sus niveles de transcrito en respuesta a la alteracion del sistema de
endomembrana y por lo que podrian estar implicados en la regulacién del trafico,
convirtiéndolos en interesantes candidatos para ser blancos regulatorios de los factores
de transcripcion seleccionados. Para determinar la respuesta a la alteracion del
sistema de endomembrana, se realizdé un analisis de experimentos de microarreglos

proveniente de la base de datos NASC (http://affymetrix.arabidopsis.info/) y de

experimentos de microarreglos no publicados de la Dra. Norambuena realizados

utilizando una droga que altera una via de trafico.

El analisis de las conexiones de los genes de ftrafico a los factores de
transcripcion seleccionados en la Red Transcripcional nos muestra que los factores de
transcripcion seleccionados bZIP28 y bZIP25 conectan 39 genes de trafico en la Red
Transcripcional (Tabla 2). Por otra parte, los factores de transcripcion bHLH
seleccionados a partir de la Red Regulatoria del Trafico conectan a 19 genes de trafico
en la Red Transcripcional, y 8 genes de trafico estan conectados en la Red
Transcripcional a los factores de transcripcion del tipo NAC seleccionados (Tabla 2).

Interesantemente, todos los genes de trafico conectados a los factores de transcripcion
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del tipo NAC también estan conectados a los factores de transcripcion del tipo bHLH.
Para analizar la capacidad de estos 52 genes de ftrafico para responder a
niveltranscripcional a estimulos que alteran o modifican el sistema de endomembranas
analizamos cinco experimentos de microarreglos disponibles en la base de datos de

NASC (htip:/affymetrix.arabidopsis.info/) y un experimento de microarreglo no

publicado de la Dra. Norambuena. Estos experimentos incluyen el analisis de
tratamientos con drogas como MG132, el cual es un inhibidor del proteasoma,
tunicamicina, una droga que inhibe el correcto plegamiento de proteinas en el reticulo
endoplasmatico a través de la inhibicion de la N-glicosilacion de proteinas; AZC un
inductor de proteinas mal plegadas y estrés de reticulo; IAA una hormona vegetal de
tipo auxina; y PNO8 un inhibidor de la fotosintesis (Figura 5). Adicionalmente,
analizamos experimentos de microarreglo de plantas de Arabidopsis thaliana tratadas
con el compuesto quimico Sortin1, el cual altera el funcionamiento de vias de trafico a
la vacuola (Zouhar et al., 2004), realizado previamente por la Dra. Norambuena. Este
conjunto de experimentos se puede dividir en tres grupos: un grupo que altera
directamente el funcionamiento del sistema de endomembrana como son tunicamicina
y Sortin1 (Martinez & Chrispeels, 2003; Zouhar et al, 2004; Rosado et al, 2011). Un
segundo grupo que altera en cierta forma el funcionamiento del sistema de
endomembrana como son MG132, AZC y la hormona vegetal IAA. Tanto AZC como
MG132 pueden inducir estrés de reticulo por acumulacion de proteinas mal plegadas
(Kamauchi et al, 2005; Ding et al, 2007), mientras que auxina puede actuar como un
inhibidor de la endocitosis de membrana plasmatica (Paciorek et al, 2005; Robert et al,
2010). Por ultimo, PNO8 es una droga que inhibe el fotosistema |l (Nakijima et al;
1996) y que no alteraria el funcionamiento del sistema de endomembrana. El analisis

de estas distintas drogas con distintos efectos sobre el sistema de endomembrana
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permite determinar que genes de trafico responden a la alteracion del sistema de
endomembrana y que por lo tanto serian buenos genes blanco candidatos a ser
regulados por los factores de transcripcion seleccionados. Ademas podemos descartar
aquellos genes de tréfico que responden a una droga que no altera el funcionamiento

del sistema de endomembrana.

En el andlisis de los experimentos de microarreglos observamos que los
tratamientos con MG132 y PNO8 fueron los que generaron los mayores cambios en l0s
niveles de transcrito de los genes de tréfico conectados a los factores de transcripcion
seleccionados (Figura 5). Mientras que el tratamiento con tunicamicina, AZC, auxina y
Sortin1 genera cambios leves en los genes de trafico, menores de 2 veces respecto al
tratamiento control, exceptuando a SARATA (AT1G09180) el cual aumenta alrededor
de 4 veces sus niveles de transcrito en respuesta a tunicamicina y AZC (Figura 5).
Consideramos como cambios en [os niveles de transcrito provocados por la alteracion
del sistema de endomembrana a los cambios provocados por la respuesta a las drogas
que aiteran de manera directa el funcionamiento del sistema de endomembrana tales
como, Tunicamicina, y Sortin1, y los cambios provocados por los tratamientos con las
drogas que alteran el sistema de endomembrana de manera indirecta como AZC,
MG132 y auxina. Dentro de este grupo de genes de trafico seleccionamos a los
posibles blancos regulatorios de los factores de transcripcién de interés. Por otro lado
los genes de trafico que cambian sus niveles de franscrito en el tratamiento con una
droga no relacionada al sistema de endomembrana como es el PNOS8, fueron
descartados de la seleccién debido a que estos genes de trafico no presentaron

especificidad en la respuesta a drogas que alteran el sistema de endomembrana.
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Figura 5: Respuesta transcripcional de los genes de trafico conectados a
los factores de transcripcion seleccionados a la alteracion mediada por
drogas que alteran el sistema de endomembrana.

Se determind el cambio de los niveles de transcrito de los genes de trafico
conectados a los factores de transcripcion seleccionados a través de analisis de
experimentos de microarreglos publicos de la base de datos NASC de plantas de
Arabidopsis thaliana tratadas con las drogas que alteran de manera directa o
indirecta el funcionamiento del sistema de endomembrana: MG132,
Tunicamicina, AZC y IAA y de un experimento de microarreglo de plantas de
Arabidopsis thaliana tratadas con la droga Sortin1 (dato no publicado, Dra Lorena
Norambuena). Ademas se incluye el analisis del tratamiento con PNO8 una droga
que altera el funcionamiento de fotosistema Il (base de datos NASC), el cual sirve

como control negativo de la respuesta a la alteracion del sistema de




endomembrana. El nivel de transcrito es expresado como razén de transcrito en
el tratamiento con la droga comparado con la condicion control. A) Razén de
cambio de los niveles de transcrito entre tratamiento y control de los genes de
trafico conectados a los factores de transcripcion seleccionados tipo bZIP en la
Red Transcripcional. B) Razén de cambio de los niveles de transcritc entre
tratamiento y control de los genes de trafico conectados a los factores de
transcripcion seleccionados del tipo bHLH en la Red Transcripcicnal. 8 de estos
genes de trafico a su vez estan conectados a los factores de franscripcion
seleccionados del tipo NAC en la Red Transcripcional (Tabla 2).
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Para analizar un conjunto diverso de genes que responden a la alteracién del
sistema de endomembrana se seleccionaron genes de trafico considerando los dos
criterios previamente mencionados, esto consideran que presenten conexiones con al
menos a uno de los factores de transcripcion y la combinatoria de ellos y que
respondan de manera preferente a las drogas que alteran el sistema de
endomembrana. Usando estos criterios seleccionamos a los genes de trafico
destacados en la Tabla 2 como posibles blancos de regulacion de los factores de
transcripcion seleccionados. Adicionalmente, utilizaremos 4 genes de trafico que no
estin conectados a los factores de transcripcion seleccionados tales como,
AT3G10780 y AT3G5200 (Tabla 2), los cuales no deberian ser blancos de regulacion

de los factores de trascripcion seleccionados.

322 Efecto de la inhibicion de vias de trafico mediada por BFA sobre los

niveles de transcrito de los genes de trafico seleccionados.

Para establecer un modelo experimental que nos permita estudiar la regulacién
de genes de trafico analizamos el efecto de dos compuestos quimicos que alteran el
funcionamiento de vias de trafico como son Brefeldina A (BFA) y Sortin2 sobre los
genes de tréfico seleccionados. BFA es una droga que perturba vias secretorias y vias
de reciclaje endocitico a través de la inhibicién de proteinas del tipo ARF-GEF (Figura
1; Robinson et al., 2008). En plantas se ha descrito que BFA inhibe a la proteina ARF-
GEF denominada GNOME, homoioga a GBF1 de mamiferos y Gea1/2p de levaduras
(Peyroche et al., 1999; Niu et al., 2005). GNOME participa en el reciclaje endociticos

de proteinas, mientras en sus ortdlogos de mamifero y levadura participan en el trafico
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retrogrado entre Aparato de Golgi y Reticule endoplasmaético (Geldner et al, 2003).
Adicionalmente, se ha descrito que BFA es capaz de provocar la tubulacién de las
cisternas del Aparato de Golgi y su retraccidn al Reticulo endoplasmético en
determinadas condiciones en algunos tipos celulares de Arabidopsis thaliana
(Robinson et al., 2008; Richter et al., 2007, Teh & Moore, 2007). Esto ocurriria por la
inhibicion de una o mas de las 5 ARF-GEF de Arabidopsis thaliana que presentan
cierta sensibilidad a BFA (Sata et al., 1999, Richter et al., 2007, Teh & Moore, 2007).
Por ofra parte, Sortin2 es un compuesto quimico de origen sintético identificado en una
busqueda de compuestos que alteran el trafico de la proteina vacuolar provocando su
secrecién en Saccharomyces cerevisiae (Zohuar et al., 2004). Ademas, se ha descrito
que en plantas esta droga provoca una aceleracion de la endocitosis de proteinas de
membrana plasmatica a la vacuola, acelerando el trafico desde endosomas TGN/EE y

MVB/PVC hacia la vacuola (Figura 1; Pérez-Henriquez et al., 2012).

A través de la perturbacion de las vias de trafico mediada por BFA y Sortin2 se
estudié el efecto provocado por estas drogas sobre los niveles de transcritc de los
genes de trafico seleccionados (Tabla 2). De esta forma, se determind qué genes de
tréfico son capaces de responder a estos tratamientos, permitiéndonos tener un
modelo experimental para estudiar los cambios de niveles de transcrito de estos genes
en respuesta a estas drogas en las mutantes con pérdida de funcién de los factores de

transcripcion que son objeto de estudio de esta tesis.

BFA es una droga capaz de inhibir el reciclaje endocitico provocando la
acumulacion de membrana y proteinas en endosomas, los cuales se agregan
formando el cuerpo de BFA, (Geldner et al, 2003; Kleine-Vehn et al, 2008). Proteinas

intrinsecas de la membrana plasmatica, como la proteina PIN2 es endocitado hacia el
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TGN/EE y luego puede regresar a }Ia membrana plasmatica a través del reciclaje
endocitico (Figura 1, Kieine-Vehn et al, 2008). Por lo que en el tratamiento con BFA
tanto proteinas que reciclan y membrana piésméticas son acumulados en los cuerpos
de BFA. Esta propiedad fue utilizada para verificar el efecio de esta droga en los
tratamientos realizados para estudiar el efecto de la inhibicién mediada por BFA, en los
niveles de transcrito de los genes seleccionados. Para verificar la inhibicién ejercida
por BFA en nuestros experimentos se utilizé 1a linea PIN2::PIN2-GFP, en paralelo al
tratamiento de las plantas silvestres que fueron utilizadas para la determinacion de los
niveles de trascrito. La linea PIN2:PIN2-GFP expresa bajo el promotor PIN2 a la
proteina de membrana plasmatica PIN2 fusionada a GFP. Luego del tratamiento con
BFA la proteina PIN2-GFP se acumula en el cuerpo de BFA permitiendo comprobar el
efecto de la droga mediante la inhibicién del reciclaje endocitico por microscopia
confocal (Figura 6). Para analizar el efecto de la inhibicion de vias de trafico mediada
por BFA se realizaron tratamientos de plantas silvestres de ecotipo Col-0 con BFA 50
uM por 2, 5 y 10 horas. El andlisis a distintos tiempos de incubacion con la droga
permite determinar a qué tiempo de incubacion de los probados se observa la mayor
respuesta transcripcional, entregando informacién acerca del dinamismo de la
respuesta y encontrar un punto donde la respuesta transcripcional es mayor, el cual

sera utilizado para estudiar la funcién de los factores de transcripcion seleccionados.

Una vez verificado el efecto de la BFA en los tratamientos de 2, 5, y 10 horas se
evaluo el efecto que provoca la inhibicién mediada por esta droga sobre la expresion
de los genes de tréfico seleccionados, en la seccion 2.2.2. Para ello se aislé el RNA de
las plantas y se cuantificé el nivel de transcrito mediante RT-gPCR. Este anéljsis

mostré que los mayores cambios en los niveles de transcrito de los genes de tréfico
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seleccionados se produjeron en el tratamiento de 5 horas con BFA (Figura 7). Este
resultado muestra que la respuesta a la inhibicién de las vias de trafico mediada por
BFA presenta una dependencia al tiempo de exposicion a la droga sugiriendo que esta
respuesta franscripcional estd sujeta a una regulacion dinamica. En respuesta al
fratamiento de 5 horas con BFA observamos que aumentan los niveles de transcrito de
tres genes de trafico que codifican para proteinas asociadas a procesos de sintesis y
secrecion de proteinas: SARATA, EMP24-L1 y BIP3 (Figura 7B). Donde SARAA
participa en la formacion de las vesiculas que frafican entre reticulo endoplasmatico y
aparato de Golgi, de manera similar, las proteinas del tipo EMP24 estan relacionadas a
la seleccién de cargo e interaccién con proteinas de cubierta de las vesiculas en el
reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi (Anantharaman & Aravind, 2002); y BiP3 es
una chapercna del reticuio endoplasmatico. Esto nos sugiere que la inhibicién de las
vias de trafico mediada por BFA provoca principalmente cambios en [os niveles de
transcrifo de genes de tréfico involucrados en vias tempranas de la ruta secretoria
como son las vias participantes en el tréfico entre reticulo endoplasmético y el aparato
de Golgi, los cuales serdan denominados genes secreforios (Figura 1; Tabla 2). Este
resultado concuerda con otro de los efectos descritos de la droga BFA en plantas, esto
es la inhibicién del trafico desde el aparato de Golgi al reticulo endoplasmatico. La
inhibicién de esta via provoca defecto en trafico desde el reticulo endoplasmatico al
aparato de Golgi, provocando una sobrecarga de proteinas en el reticulo
endoplasmatico lo que desencadena estrés en estrés compartimento (Takac et al,
2011). Se ha sido descrito que en respuesta a estrés de reticulo endoplasmatico
aumenta el nivel de transcrito de SARATA y BIP3 (Martinez & Chrispeels, 2003). Estos
antecedentes indican que la inhibicién mediada por BFA a nivel del trafico desde el

aparato de Golgi al reticulo endoplasmatico provoca la induccién de SARATA, BIP3y
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Figura 6: Verificacién la inhibicién del reciclaje endocitico mediado por BFA
en células de la raiz de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que
expresan PIN2-GFP.

Visualizacion de la proteina marcadora PIN2-GFP en células de la punta de la
raiz de plantas transgénicas de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
PIN2::PIN2-GFP de 10 dias mediante microscopia confocal. Se realizaron
incubaciones con BFA 50 uM por 2, 5 y 10 horas a plantas de Arabidopsis
thaliana. En el tratamiento control la proteina marcadora se localiza en la
membrana plasmatica (flechas blancas) y en endosomas (flechas amarillas),
mientras que en el tratamiento con BFA se observa en la membrana plasmatica y
acumulada en un agregado llamado cuerpo de BFA (punta de flecha). Imagenes

representativas de experimentos realizados en triplicado. Barra de tamario = 20
pm.
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Figura 7: Efecto de la inhibicién de vias de trafico mediada por BFA en los

niveles de transcrito de los genes de los trafico seleccionados.

Los niveles de transcrito de los genes de trafico seleccionados en esta tesis
fueron cuantificados mediante RT-gPCR en plantas silvestres de 10 dias
incubadas con BFA 50uM por 2 (A), 5 (B) y 10 (C) horas. El nivel de transcrito en
el tratemiento con BFA (azul) es expresado como nivel de transcrito relativo a las
plantas incubadas en el tratamiento control ( rojo). Los tratamientos se realizaron
en triplicado utilizando 30 individuos. (*) Cambios estadisticamente significativos
respecto al control y a los genes housekeeping (act2 y ubq10) analizada
mediante una prueba estadistica t-student, p<0,05.
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también EMP24-L1, lo que es concordante con una respuesta generada por el estrés
de reticulo endoplasmatico que induciria BFA. Interesantemente, nuesiro analisis
muestra que en respuesta al fratamiento con BFA por 5 horas disminuyen los niveles
de transcrito de SYP122 (Figura 7B), el cual codifica para una sintaxina localizada en la
membrana plasmatica e involucrada en la recepcion de vesiculas en la membrana
plasmatica (Uemura et al., 2004, Tyrrell et al., 2007). Esta disminucién de los niveles
de transcrito de SYP122 puede ser interpretada como un efecto compensatorio a la
inhibicién mediada por BFA, ya que podria aumentar los niveles de SYP122 en la
membrana plasmaética favoreciendo el tréafico hacia esta membrana y de esta forma el

reciciaje endocitico.

Este analisis nos indica que la alteracién de vias de tréfico mediada por BFA,
genera cambios en los niveles de transcritos de algunos genes de trafico que puede
ser correlacionada con el efecto de BFA sobre las dos vias inhibidas por BFA: reciclaje
endocitico y el trafico desde el aparato de Golgi a reticulo endoplasmatico, sugiriendo
especificidad en esta respuesta. Esto nos indica que jos genes de trafico pueden ser
regulados a nivel transcripcional en respuesta a la alteracion del funcionamiento de las
vias de trafico inhibidas por BFA. Por otra parte, estos resultados muestran que el uso
de BFA en las condiciones presentadas es una herramienta Util para estudiar la
regulacién franscripcional del tréfico de proteinas a través del sistema de

endomembrana.

Adicionalmente, cuantificamos los niveles de transcrito de los factores de
transcripcidn seleccionados en los tratamientos con BFA antes mencionados,
determinando si alguno de los factores de transcripcion seleccionados son capaces de

responder a la inhibicién mediada por BFA. Este andlisis entrega informacién indirecta
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acerca de una posible participacion de estos factores de transcripcion en la respuesta a
BFA, a pesar que la falta de respuesta este fratamiento no descarta la participacion de
estos factores de transcripcion. En este analisis transcripcional observamos que los
mayores cambios de los niveles de transcrito también ocurren a las 5 horas de
tratamiento con BFA, indicando que la modulacion de la expresion de estos genes es
dependiente del tiempo de exposicion a la droga (Figura 8). Luego, de 5 horas de
tratamiento con BFA se detectd un aumento de los niveles de transcrito de bZIP28 y
MYC3 (Figura 8B). Esta respuesta transcripcional a la alteracion de vias de trafico
provocada por el tratamiento con BFA sugiere que estos factores de transcripcion
podrian estar implicados en la regulacién del funcionamiento del sistema de
endomembrana. Consistentemente con esto, SARATA y BIP3 estan conectados a
pZIP28 en nuestra Red Transcripcional (Tabla 2) y evidencia experimental ha
demostrado que bZIP28 participa en la regulacion de estos dos genes en respuesta al
EMP24-L1 estd conectado a MYC3 en la Red Transcripcional, sugiiendo que fa
expresion de EMP24-L1 podria estar siendo regulada por este factor de transcripcién
(Tabla 1). bZIP28 y MYC3 aumentan sus niveles de trascrifo en respuesta a la
inhibicién mediada por BFA, lo que nos sugiere que estos factores de transcripcion
participan regulando de manera positiva la expresion de los genes de trafico SARATA,
BIP3 y EMP24-L1, los cuales que aumentan los niveles de transcrito en respuesta a
BFA. Sin embargo, estudios posteriores son necesarios para establecer la interaccion

regulatoria entre estos factores de transcripcion y estos genes de tréfico.
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Figura 8: Efecto de la inhibicién de vias de trafico mediada por BFA en los
niveles de transcrito de los factores de transcripcion seleccionados.

Los niveles de transcrito de los factores de transcripcion seleccionados en esta
tesis fueron cuantificados mediante RT-qPCR en plantas silvestres de 10 dias
incubadas con BFA 50uM por 2 (A), 5 (B) y 10 (C) horas. El nivel de transcrito en
el tratemiento con BFA (rojo) es expresado como nivel de transcrito relativo a las
plantas incubadas en el tratamiento control (azul). Los tratamientos se realizaron
en triplicado utilizando 30 individuos. (*) Cambios estadisticamente significativos
respecto al control y a los genes housekeeping (act2 y ubq10) analizada
mediante una prueba estadistica t-student, p<0,05.
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2.2.3 Efecto de la inhibicién de vias de trafico mediada por Sortin2 sobre los

niveles de transcrito de los genes de trifico seleccionados.

Para determinar si los niveles de transcrito de los genes de trafico seleccionados
conectados a los factores de transcripcién de interés son capaces de responder a ofras
alteraciones de las vias de tréfico, se analiz6 la respuesta a Sortin2, un inductor del
trafico desde PVC/MVB a vacuola. De esta forma se analizara la capacidad que tienen
estos genes de trafico para responder a la alteracion del funcionamiento del trafico y se
identificara cual de estos genés cambia sus niveles de transcrito frente a la alteracion
del tréfico mediada por Sortin2. Por lo tanto, se determinara si ia aceleracién de tréfico
a vacuola mediado por la droga Sortin2 permite inducir cambios en los niveles de
transcrito de algunos de los genes de tréfico seleccionados. Para esto se trataron
plantas silvestres de ecotipo Col-0 con Sortin2 50 pg/ml por 3 y 6 horas, como control
del tratamiento se evaluaron plantas silvestres tratadas con el volumen de solvente
equivalente al utilizado en el tratamiento con Sortin2. Se ha descrito que Sortin2
acelera el trafico endocitico de proteinas de la membrana plasmatica, como PIN2, y de
membrana plasmética hacia la vacuola. Esto queda evidenciado por la presencia de un
mayor nimero de compartimentos del tipo PVC/MVB (endosomas tardios) luego de
tres horas de incubacion con la droga comparado con la condicion control (Peréz-
Henriquez et al, 2012). A las seis horas de incubacién con la droga, la proteina PIN2
ha alcanzado la vacuola, mientras que en la condicién control esta proteina no ha
alcanzado la vacuola (Peréz-Henriquez et al, 2012). De manera analoga a lo realizado
en el tratamiento con BFA, se realizaron los fratamientos con Sortin2 y la condicién
conirol sobre la linea PIN2::PIN2-GFP, para verificar la eficacia del tratamiento con

Sortin2 a nivel celular mediante microscopia confocal (Figura 9).




3 horas 6 horas

Control

Sortin 2

Figura 9: Verificacién la induccion del trafico desde endosomas a vacuola
mediado por Sortin2 en células de la raiz de plantas transgénicas de
Arabidopsis thaliana que expresan PIN2-GFP.

Visualizaciéon de la proteina marcadora PIN2-GFP en células de la punta de la
raiz de plantas transgénicas de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
PIN2::PIN2-GFP de 10 dias mediante microscopia confocal. Se realizaron
incubaciones con Sortin2 50 pyg/mL por 3 y 6 horas a plantas de Arabidopsis
thaliana. En el tratamiento control la proteina marcadora se localiza en la
membrana plasmatica (flecha amarilla) y en endosomas (puntas de flecha). En el
tratamiento con Sortin2 la proteina marcadora se observa en la membrana
plasmatica, en endosomas y en la vacuola (flecha blanca). Imagenes
representativas de experimentos realizados en ftriplicado. Barra de tamafio = 20

um.
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Luego de verificar el efecto de Sortin2 a nivel celular, en los tratamientos de 3y
6 horas se extrajo el RNA de las plantas tratadas con Sortin2 y de la condicion control y
se determind los niveles de transcrito de los genes de trafico y los factores de
transcripcion seleccionados mediante RT-gPCR (Figura 10 y 11). En este anélisis
observamos que en el fratamiento de 3 horas con Sortin2 los niveles de transcrito de
EMP24-L2 y IMPA-L disminuyen, mientras que en el tratamiento de 6 horas con Sortin2
no detectamos cambios significativos en los niveles de transcrito en ninguno de los
genes analizados (Figura 10). Estos resultados nos muestran que la induccién de una
via de trafico endocitica, mediada por Sortin2, disminuye 1a expresién de EMP24-L2 un
gen de tréfico que codifica a una proteina asociada a la seleccién de cargo e
interaccién con proteinas de cubierta de las vesiculas en el reticulo endoplasmatico y
de! aparato de Golgi (Anantharaman & Aravind, 2002). También disminuye la expresion
de IMP-a-L, un gen que codifica a una proteina involucrada con el transporte nuclear
de proteinas. La funcién de estas proteinas no se relaciona directamente con la
alteracién del trafico provocada por Sortin2 sobre la ruta endocitica. Sin embargo, los
cambios en los niveles de transcrito de estos genes de tréfico podrian tener relacion
con algtin otro efecto de esta droga sobre las vias de trafico secretorio. Se ha descrito
que Sortin2 induce la secrecion al apoplasto de la proteina vacuolar CPY (Zohuar et
al., 2004). Adicionalmente, otros genes de trafico no analizados en esta tesis, podrian
estar siendo regulados en respuesta a la aiteracion de la ruta endocitica mediada por,
Sortin2. Por otra parte, el efecto del tratamiento con Sortin2 en relacién al tiempo
sugiere que la induccion de la via de trafico provocada por Sortin2 generaria cambios a
nivel transcripcional de estos genes de trafico a 3 horas o tiempos mas tempranos y
transitorios, ya que luego a las 6 horas de tratamiento los niveles de transcritc EMP24-

L2 y IMPA-L son similares a la condicion control.
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Figura 10: Efecto la induccién del trafico desde endosomas a vacuola
mediado por Sortin2 sobre los niveles de transcrito de los genes de trafico
seleccionados.

Los niveles de transcrito de los genes de trafico seleccionados en esta tesis
fueron cuantificados mediante RT-gPCR en plantas silvestres de 10 dias
incubadas con Sortin2 50 pg/mL por 3 (A) y 6 (B) horas. El nivel de transcrito en
el tratamiento con Sortin2 (barra verde) es expresado como nivel de transcrito
relativo a las plantas incubadas en el tratamiento control (barra rojo). Los
tratamientos se realizaron en triplicado utilizando 30 individuos. (*) Cambios
estadisticamente significativos respecto al control y a los genes housekeeping
(act2 y ubq10) analizada mediante una prueba estadistica t-student, p<0,05.
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Interesantemente, los dos genes de trafico que cambian sus niveles de
transcrito en el tratamiento con Sortin2 estan conectados a factores de transcripcion
tipo bHLH en la Red Transcripcional (Tabla 2), sugiriendo la participacion de factores
de transcripcion de este tipo en la regulacion transcirpcional de estos genes. El analisis
de los niveles de transcrito de los factores de transcripcion seleccionados no mostrd
diferencias significativas entre el tratamiento control y el fratamiento con Sortin2a3y6
horas (Figura 11). Por lo tanto, en base a la capacidad de responder frente al
tratamiento con esta droga, no es posible relacicnar a ninguno de los factores de

transcripcion seleccionados.

El analisis de [a respuesta transcripcional a las drogas BFA y Sortin2 en las
condiciones utilizadas, muestra que en los tratamienfos con Sortin2 un maximo de 2
genes de trafico responden a nivel transcripcional, mientras que en los tratamientos
con BFA un méaximo de 4 genes de trafico de los analizados cambian sus niveles de
transcrito. En base a esto utilizaremos como modelo de respuesta a la alteracion del
trafico con tratamientos con BFA y esto sera utilizado como herramienta para analizar
la participacién de los factores de transcripcion seleccionado en la regulacién del
trafico. En conjunto, el andlisis de la respuesta transcripcional de los genes de trafico
seleccionados en respuesta a la alteracién del trafico mediante el uso de BFA y
Sortin2, indica que la expresion de estos genes puede ser modulada en respuesta a la
alteracién del trafico de proteinas. Los genes que son medulados dependerian de la
via de trafico alterada y e! tiempo en el que es sostenida esta perturbacion, indicando
especificidad y dinamismo en la respuesta. Por lo tanto, esto nos sugiere que existiria
un sistema de regulacién franscripcional de los genes de trafico, y por lo tanto del

trafico de proteinas, complejo y dindmico.
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Figura 11: Efecto la induccién del trafico desde endosomas a vacuola
mediado por Sortin2 sobre los niveles de transcrito de los factores de

transcripcion seleccionados.

Los niveles de transcrito de los factores de transcripcion seleccionados en esta
tesis fueron cuantificados mediante RT-gPCR en plantas silvestres de 10 dias
incubadas con Sortin2 50 pg/mL por 3 (A) y 6 (B) horas. El nivel de transcrito en
el tratamiento con Sortin2 (verde) es expresado como nivel de transcrito relativo a
las plantas incubadas en el tratamiento control rojo). Los tratamientos se
realizaron en triplicado utilizando 30 individuos. (*) Cambios estadisticamente
significativos respecto al control y a los genes housekeeping (act2 y ubq10)
analizada mediante una prueba estadistica t-student, p<0,035.
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3.3 Objetivo especifico 3.

Estudio de la funcién dellos factores de transcripcion seleccionados en ia
regulacion de vias de trafico y en procesos fisiolégicos dependientes del estas

vias utilizando genética funcional.

Realizamos andlisis genéticos funcionales para estudiar la participacion de los
factores de transcripcidn seleccionados utilizando lineas mutantes insercionales del
tipo SALK provenientes del banco de semillas ABRC (Anexo 2). Iniciamos la busqueda
de factores de transcripcion que participan en la regulacién del tréfico de proteinas y en
la respuesta a la alteracion de éste en Arabidopsis thaliana, a través del andlisis de tres
de los factores de transcripcion seleccionados, correspondientes a MYC3, bZIP28 y
bZIP25. ldentificamos lineas mutantes insercionales homocigotas de estos tres
factores de transcripcién las cuales fueron utifizadas en el desarrolio de esta tesis. Las
mutantes insercionales de bZIP28 llamadas bzip28-1 y bzip28-2 han sido previamente
descritas y estudiadas por Liu et al. (2007), quienes determinaron la participacion de
bZIP28 en la respuesta al estrés de reticulo endoplasmatico. Para el factor de
transcripcion MYC3, se ha identificado una linea mutante insercional la cual ha sido
denominada myc3-1. Este factor de transcripcion ha sido recientemente descrito como
un regulador de metabolitos secundarios toxicos para insectos (Schweizer et al., 2013).
Por otra parte, hemos identificado dos mutantes insercionales homocigotas de bZIP25,
las cuales han sido denominadas: bzip25-1 y bzip25-2. La mutante bzip25-1 presenta
la insercidn de T-DNA la regién 5’ no traducible del gen y no muestra diferencias en los
niveles de trasncrito de bZIP25, mientras que en la mutante bzip25-2 la insercion de T-
DNA esta interrumpiendo una porcidn codificante del primer exén del gen y ademas

presenta una
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Figura 12: Mutantes insercionales de los factores de transcripcion
seleccionados utilizados en esta tesis.

A) Esquema de la posicion de la insercion de T-DNA en las mutantes de los
factores de transcripcién bZIP25, bZIP28 y MYC3. Se indica con bloques
amarillos la region 5 y 3’ no traducible y en verde la region codificante, los
intrones son representados por lineas negras y las inserciones por triangulos
grises. B) Genotipificacién realizada mediante PCR de las lineas homocigotas
bzip25-1, bzip25-2 y myc3-1. Se amplifico por PCR una region del alelo silvestre
de bZIP25 (G) y de una region del alelo mutado por la insercion de T-DNA (LB); y
como control de la presencia de la insercién y de la calidad del DNA, un
fragmento del gen que confiere resistencia a kanamicina, nptll (N) y del gen de
actina (A), respectivamente. Este andlisis fue realizado por Arantzazu Bidegain,
estudiante de Ing. en Biotecnologia Molecular (Universidad de Chile). C)
Cuantificacion del nivel de transcrito de bZ/P25 en las plantas mutantes el cual es
presentado como transcrito relativo de la linea mutante respecto a la linea
silvestre. (*) Cambios estadisticamente significativos respecto al control y los
genes housekeeping (act2, ubq10, t-student p=0,05).
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disminucion de los niveles de transcrito de bZIP25 superior al 80%, por lo que es
considerada una mutante deficiente de bZIP25 (Figura 12). bZIP25 es un factor de
transcripcion que se expresa en diversos érganos de la planta, principalmente en tallo,

raiz, botones florales, carpelo y polen (Weltmeier et al, 2009).

Para estudiar el posible papel de estos factores de ftranscripcion en la
regulacién del trafico de proteinas se analizo la esfructura de compartimentos del
sistema de endomembrana como la vacuola y el reticulo endoplasmaético. Este andlisis
fue realizado a través del uso de proteinas marcadoras de estos compartimentos y el
trafico de un trazador de membrana plasmatica a vacuola en condicién control y en
respuesta a drogas que inhiben ciertas vias de tréfico por la que el trazador unido a la
membrana es conducido en lineas mutantes de algunos de los factores de

transcripcién seleccionados y en plantas silvestre.

2.3.1 Anilisis de la estructura de compartimento del sistema de endomembrana

mediante el uso de proteinas marcadoras.

Como primera aproximacion estudiamos localfizacion de algunos marcadores
proteicos de compartimentos del sistema de endomembrana para analizar la
morfologia de estos compartimentos y localizacién de estos marcadores en el
compartimento de destino en lineas mutantes de los factores de transcripcion
seleccionados. Este tipo de aproximacion nos entrega informacion acerca de la
existencia de algin defecto general en el sistema de endomembrana al analizar la
estructura de los compartimentos o un defecto particular del trafico si observamos la
localizacion emada de los marcadores. Para realizar esta andlisis utilizamos

marcadores proteicos de reticulo endopladsmico (mCherry-HDEL,; Rivera-Serrano et al,,
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2012) y de membrana vacuolar, la cual en plantas es llamada tonoplasto (5-TiP; Nelson
et al, 2007). Estos marcadores fueron transformados. de manera transitoria en plantulas
de Arabidopsis thaliana, luego las células de los cotiledones fueron observados
mediante microscopia confocal (Laser Scanning Confocal Microscopy, LSCM).
Posteriormente, se compard la estructura del reticulo endoplasmatico y de la
membrana vacuolar de plantas silvesires y de plantas de las lineas mutantes

insercionales de los factores de transcripcion seleccionados bZIP25, bZIP28 y MYC3.

El anélisis de la morfologia del reticulo endoplasmatico de la zona cortical de la
célula epidermales de hojas de plantas de 6 dias de Arabidopsis thaffana permitio
identificar 4 diferentes estructuras del reticulo endoplasmatico. Una estructura de
reticulo endoplasmatico, estructura tipo 1, caracterizada por la presencia de tabulos y
cisternas (Figura 13A), una segunda estructura, estructura tipo 2, que presenta una red
reticulada de tGbulos, sin cisternas (Figura 13B), un tercer tipo de estructura de reticulo
endoplasmico, estructura tipo 3, que presenta cisternas de gran tamafio que es
denominada Fenotipo 3 (Figura 13C) y por tltimo una estructura que es caracterizada
por presentar tiibulos més cortos o contraidos que es llamada estructura tipo 4 (Figura
13D). Tanto las estructuras de reticulo endoplasmatico tipo 1 y 2 han sido previamente
descritas en células de plantas silvestres que expresan el marcador de reticulo HDEL-
GFP (Sparkes at al., 2009; Tolley et al., 2010). Mientras que estructuras similares a las
clasificadas como del tipo 3 y 4 han sido encontradas en células de plantas de
Arabidopsis thaliana mutantes de los genes PAH1 y PAH2, estos genes codifican para
proteinas involucradas en el metabolismo de lipidos y en células de plantas de

Arabidopsis thaliana que sobre-expresan a las proteinas reticulon (RTN), las cuales
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Figura 13: Analisis de la estructura del reticulo endoplasmatico de mutantes
insercionales de factores de transcripcién seleccionados

La estructura del retfculo endoplasmético fue analizada a fravés de la
visualizacién por microscopia confocal (LSCM) del marcador mCherry-HDEL, el
cual transformado transitoriamente en cotiledones de plantulas de Arabidopsis
thaliana silvestres, myc3-1, bzip25-2, bzip28-2. A} Imagenes representativas de la
clasificacion de los tipos de estructura del reticulo endoplasmatico: estructura del
tipo 1 caracterizada por presentar una red reticulada con cisternas; estructura del
tipo 2 correspondiente a una red reticulada carente de cisternas; estructura del
tipo 3 la cual se caracteriza por presentar cisternas grandes; y estructura del tipo
4 la es una red reticulada con tibulos contraidos. B) Frecuencia de cbservacion
de cada tipo de estructura del reticulo endoplasmatico en las lineas analizadas:
silvestre (WT), myc3-1, bzip25-2 y bzip28-2, presentado como un porcentaje del
total de células observadas. Para cada experimento se analizaron 3 planias, lo
que se realizé en triplicado para las lineas WT y bzip25-2 y en duplicado para
myc3-1y bzip28-2. N: nimero total de células analizadas. Barra = 10 ym. Analisis
de estadistico de ¥ muestra que todas las distribuciones del porceniaje de
frecuencia son diferentes p < 0,001.
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modifican la curvatura de los tibulos del reticulo endoplasmatico (Tolley et al., 2010;

Sparkes et al; 2010). La estructura de reticulo endoplasmatico de las células de las

plantas silvestre presenta preferentemente la estructura de reticulo endoplasmico del
tipo 1 y 2 (figura 13), lo cual coincide con la estructura de reticulo endoplasmatico
descrito para plantas silvestres (Sparkes at al., 2009; Tolley et al., 2010). El analisis de
estructura de reticulo endoplasmatico de la mutante homocigota myc3-7 muestra que
las células de esta planta presentan una distribucion de estructura distinta a la de la
planta silvestre siendo la estructura del tipo 2 la mas abundante (Figura 13). Sin
embargo, si consideramos que la estructura del tipo 1 y 2 han sido descritas como
estructura de plantas silvestres, consideramos que la estructura de reticulo
endoplasmaético de la mutante myc3-7 es silvesire, pese a que la distribucion de
estructura es distinta a la obsreva en nuestros experimentos en la planta silvestre (2, p
< 0,001). La mutante myc3-1 presenta la insercién de T-DNA en [a primera porcion del
tinico exon del gen MYC3 y es considerada para este analisis como una mutante
deficiente de MYC3 (Figura 13). Sin embargo, es necesario verificar esto mediante la
cuantificacion del nivel de transcrito de MYC3 y la acumulacién del producto génico
para corroborar la deficiencia de MYC3. Considerando a la mutante myc3-7 como una
linea deficiente del factor de transcripcién MYCS3, el resultado nos indica que la perdida
de funcién de MYC3 no provoca alteraciones en este compartimento, y con elic gue
este factor de transcripcién no estaria involucrado en la regulacidn de arquitectura y

mantencion del reticulo endoplasmatico (Figura 13).

También fue analizada ia participacion del factor de transcripcion bZIP28 en la
localizacién del marcador de reticulo endoplasmico y en la estructura del reticulo se

utilizdé una linea mutante insercional homocigota bzip28-2, previamente caracterizada
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como una mutante de pérdida de funcién de! factor de transcripcion bZIP28 (Figura 13,
Liu et al., 2007). A su vez analizamos la participacién del factor de transcripcion bZIP25
utilizando una linea mutante homocigota bzip25-2, 1a cual es una mutante deficiente de
bZIP25 (Figura 12). Esta linea presenta la insercién de T-DNA en el primer exon del
gen y una disminucién del transcrito de bZiP25 superior al 90% respecto a una planta
silvestre (Figura 13). En ei andlisis de ambas lineas mutantes observamos que las
células de estas plantas presentan preferentemente una estructura de reticulo
endoplasmético del tipo 4. Adicionalmente, la mutante bzip25-2 presenta una mayor
frecuencia de la estructura de reticulo endoplasmico del tipo 3 que las ofras lineas
analizadas incluyendo a la planta silvestre (Figura 13). En conjunto estos resuitados
nos indican que fanto bZIP25 como bZIP28 tendrian un rol en el establecimiento y/o
mantencién de la estructura del reticulc endoplasmatico y, de esta forma, en su
funcionamiento. Interesantemente, existirian diferencias en las funciones que cumplen
bZIP28 y bZIP25, ya que el reticulo endoplasmatico de este Ultimo factor de
transcripcién presenta una mayor frecuencia de la estructura del tipo 3. El fenotipo
alterado del reticulo endoplasmatico presente en la mutante bzip28-2 es consistente
con la caracterizacién previa de bZIP28 como un regulador del estrés de reticulo
endoplasmatico (Liu et al, 2007; Tajima et al, 2008). Sin embargo, este fenotipo
alterado no habia sido descrito previamente en esta linea mutante. Respecto a la
localizacién del marcador proteico de reticulo endoplasmico observamos que este fue
correctamente localizado en todas las lineas analizadas, por lo tanto, ninguno de estos
factores de transcripcién estaria participando en la destinacion del esta proteina,

descartando la participacion de ellos en la regulacién del iréfico a este nivel.
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Es importante destacar que estos andlisis muestran por primera vez que bZIP25
esta involucrado en la regulacién de la morfologia y/o mantenimiento de la estructura
del reticulo endoplasmatico, cobrando relevancia por la novedad implicita en la
caracterizacién de bZIP25 como un regulador del funcionamientc del sistema de
endomembrana y un putativo regulador del trafico. Por esto decidimos profundizar en el
estudio de este factor de transcripcion, dejando a los otros factores de transcripcion
candidatos para posteriores estudios. Como fue descrito anteriormente, bzip25-1
presenta una mutacién insercional en la region 5’ no traducible, mientras que bzip25-2
presenta la mutacién insercional interrumpiendo la regién codificante del primer exén
del gen bZIP25. (Figura 12A). El genotipo homocigoto para el alelo mutante de las
lineas bzip25-1 y bzip25-2 fue verificado mediante PCR (figura 12B) y los niveles de
transcrito de bZIP25 en estas mutantes fue determinado mediante RT-qPCR donde se
obtuvo que bzip25-1 no presenta cambios estadisticamente significativos de los niveles
de transcrito de bZIP25, mientras que bzip25-2 muestra una fuerte disminucién de los
niveles de transcrito de este factor de transcripcion, por lo que es considerada como

una mutante deficiente de bZIP25 en los analisis posteriores (Figura 12C).

Para continuar con la caracterizacion de bZIP25 analizamos el efecto de [a
pérdida de funcion en la estructura de la vacuola a través de la visualizacidén de un
marcador proteico de membrana vacuolar mediante microscopia confocal (LSCM). El
marcador fue transformado de manera transitoria en cotiledones de plantulas de
Arabidopsis thaliana de genotipo silvestre, bzip25-1 y bzip25-2. En este analisis
observamos que las células de las plantas silvestres presentan dos tipos de estructura
de la vacuola. La mas frecuente se caracteriza por presentar el marcador extendido por

la membrana de la vacuola, tonoplasto, cercana a los limites de la célula y es llamada
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estructura del tipo 1 (Figura 14). Mientras que la segunda estructura el marcador
también se encuentra en el interior de Ja vacuola en estructuras circulares/alargadas
que es denominada estructura del tipo 2 (Figura 14). Ambos tipos de estructura
vacuolares han sido observadas previamente utilizando este marcador de la membrana
vacuolar y otros marcadores proteicos de este compartimento (Nelson et al., 2007,
Agee et al., 2009). En las células de las plantas mutantes bzip25-2 se encontré una
tercera estructura de la vacuola caracterizada por la presencia de numerosas
estructuras internas circulares/alargadas y agregadas a lo largo de toda la célula, esto
puede ser observado en los distintos planos del gje-Z y es llamada estructura de tipo 3
(Figura 14). Estructura de la vacuola similar a esta han sido encontradas en mutantes
de Arabidopsis thaliana como en modified vacuole phenotfype 1, mvp1-1 (Agee et al,,

2010).

El estudic de la estructura de la vacuola muestra que no hay diferencia en la
frecuencia de distribucion de tipos de estructura de la vacuola enfre la planta silvestre y
la mutante bzip25-1, lo cual es consistente con que tampoco hay diferencia entre los
niveles de transcritos de bZIP25 de estas dos lineas (Figura 14). Por otra parte, la
frecuencia de distribucion de los tipos de estructura de la vacuola es diferente entre la
linea deficiente de bZIP25, bzip25-2, y la linea silvestre, donde resalta ia aparicién de
un tercer fenotipo que posee abundantes estructuras membranosas internas (Figura
14). Estos resultados indican que la deficiencia de la expresién de bZIP25 induce un
cambio en la estructura vacuolar sugiriendo una alteracién en el funcionamiento del
sistema de endomembrana y, en particular, en la estructura, trafico y/o mantenimiento
de la vacuola. En mamiferos se ha descrito un factor de transcripcion, llamado TFEB,

el cual participa en la regulacion de la biocgénesis y funcionamiento del lisosoma,
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Figura 14: Andlisis de Ia estructura de la vacuola en mutantes insercionales del
factor de transcripcién bZIP25.

la estructura de la vacuola fue analizada mediante la visualizacidn por
microscopia confocal (LSCM) del marcador de tonoplasto 8-TIP-GFP, el cual
transformado transitoriamente en cotiledones de plantulas de Arabidopsis thaliana
silvestres, bzip25-1y bzip25-2. A) Imagenes representativas de la clasificacion de
los tipos de estructura de vacuola: estructura del tipo 1 que se caracteriza porque
el marcador estd localizado cercano al contorne celular; estructura del tipo 2,
donde el marcador ademas de estar localizado cercano al contorno celular, esta
presente en estructuras internas circulares/alargadas (punta de flecha); estructura
del tipo 3 que se caracteriza por una alta abundancia de estructuras internas
circulares/alargadas que presentan el marcador de vacuola (punta de flecha). B)
Frecuencia de observacion de cada tipo de estruclura de la vacuola en las lineas
analizadas: silvestre (WT), bzip25-1 y bzip25-2. Para cada experimento se
utilizaron 3 plantas, lo que se realiz6 en triplicado para las lineas WT y bzip25-2 y
en duplicado para bzip25-1. N: niimero total de células analizadas. Barra = 20
pm. Andlisis de estadistico de x* muestra que todas las distribuciones del
porcentaje de frecuencia son diferentes p <0,001.
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un compartimento del sistema de endomembrana de células animales gue puede ser
considerada andlogo a Ia vacuola de las plantas, asi como procesos autofagicos y de
exocitosis lisosomal (Sardiello et al, 2009; Setiembre et al, 2011; Medina et al, 2011).
En plantas hasta la fecha no se ha descrito un factor de transcripcién involucrado en la
regulacién de la morfologia o funcionamiento de la vacuola, por lo que este seria la

primera vez en que se reporta esta regulacién.

En conjunto, el andlisis de la localizacién de estos dos marcadores proteicos de
reticulo endoplasmatico vy de la vacuola, nos indican que el factor de franscripcion
bZIP25 estaria participando en la mantencion y/o establecimiento de la estructura y
posiblemente en el funcionamiento de estos compartimentos asi como de las vias de
trafico que tienen como compartimentos de origen o destino al reticulo endoplasmatico
y la vacuola. En base a estos resultados, bZIP25 se muesira como un candidato
prometedor para regular la transcripcion de genes de tréfico y el trafico de proteinas a

fravés del sistema de endomembrana.

Considerando que el fenolipo observado a nivel de vacuola en la mutante
bzip25-2 puede ser debido a una alteracion en la regulacién del trafico a vacuola
mediada por bZIP25 como ha sido descrito en mutantes de componentes de la
maquinaria de trafico (Agee et al,, 2010). Esta posible regulaciéon transcripcional del
trafico a vacuola es un proceso novedoso en eucariontes y no descrito en plantas por
lo que seria de altisima importancia estudiar Ia regulacion de las vias de trafico
relacionadas con este compartimento. A través de las vias endociticas que se dirigen a
la vacuola convergen las dos rutas de trafico de una célula vegetal, estas son la ruta
endocitica y secretoria {Figura 1). En esta tesis nos hemos enfocado a estudiar el rol

de bZIP25 en el trafico hacia la vacucla para lo cual utilizamos el trazador fluorescente
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de membrana FM4-64 y su trafico a fravés de la ruta endocitica en lineas deficientes

de bZIP25.

3.3.2 Estudio de la dinamica de internalizacién de membrana plasmaética a
través de vias endociticas y su relacion con la funcion del factor de transcripcion

bZiP25.

El rol de bZIP25 en el funcionamiento de las vias de tréfico hacia la vacuola se
estudié mediante el anadlisis del efecto de la pérdida de funciéon de bZIP25 en la
internalizacién de la membrana plasmatica y su trafico hasta la vacuola, a través del
analisis la dinamica de incorporaciéon de la membrana plasmatica marcada con el
trazador de membrana FM4-64 por microscopia confocal (Figura 15). Para realizar este
experimento se inhibid la endocitosis incubando las plantas en hielo y en esta
condicion fue teriida la membrana plasmatica con el trazador FM4-64. Luego las
plantas fueron ftransferidas a temperatura ambiente para cesar la inhibicién la
endocitosis permitiendo que el trazador unido a la membrana sea internalizado. Se
analizé la intemalizacion de la membrana marcada a 5, 30 y 90 minutos de
internalizacién, donde se considera como tiempo 0 el momento en que las plantas son
transferidas a temperatura ambiente. En este analisis observamos que la membrana
marcada proveniente de la membrana plasmética alcanza estructuras de morfologia
endosomal en la linea bzip25-2 deficiente de bZIP25 luege de 5 minutos de
internalizacion del trazador unido a la membrana, mientras que la planta silvestre solo
presenta una leve tincién de este tipo de estructura (Figura 15). Esto indica que el
trafico desde la membrana plasmética a los endosomas estad acelerado, lo cual es

consistente con lo observade a 30 minutos de internalizacion de la membrana
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Figura 15: Andlisis de la dindmica de internalizaciéon de membrana plasmatica en células de la raiz de plantas
deficientes de bZIP25.
Analisis de la dinamica de internalizacién del trazador de membrana plasmatica FM4-64 unido a esta membrana en células

de la punta de la raiz de plantas bzip25-2 y silvestres (Col-0) de 10 dias de Arabidopsis thaliana, mediante microscopia
confocal (LSCM). Se muestran imagenes representativas. Se indica con punta de flecha amarilla la membrana plasmatica,




con punta de flechas blancas la estructura de tipo endosomal y con flechas blancas las estructura de tipo vacuolar. En la
planta silvestre a 5 minutos de iniciada la internalizacién de la membrana marcada se observa que esta se encuentra
principalmente en la membrana plasmatica, mientras que en Ia linea bzip25-2 se observa que la membrana marcada marca
la membrana plasmatica y también en estructuras endosomales. A 10 minutos de iniciada la internalizacion de la membrana
marcada se observa que esta membrana se encuentra en la membrana plasmatica y en estructuras endosomales, tanto en
la planta silvestre como en la linea bzip25-2. Luego de 90 minutos de internalizacion, la membrana marcada se observa en
la membrana plasmatica y estructuras endosomales en la planta silvestre y en la linea bzip25-2, sin embargo, en esta linea
también se observa que la membrana marcada alcanza estructuras de tipo vacuola. A 300 minutos se observa que la
membrana marcada alcanza la vacuola en ambas lineas de plantas. Experimento realizado por triplicado. Barra de tamafio =
10 pm.
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marcada, donde la planta bzip25-2 presenta estructuras tipc endosomas de mayor
tamario y altamente teridas, comparado con esta misma linea a tiempo 5 minutos y
gue los que presenta la planta silvestre a 30 minutos de internalizacion de la
membrana marcada. A 90 minutos de internalizacion de la membrana marcada se
observa que en la linea bzip25-2 la membrana marcada ha alcanzado estructuras de
morfologia vacuolar, tiiendo su membrana, mientras que la planta silvestre no se
cbserva la tincion de estas estructuras (Figura 15). La comparacién de la dinamica de
endocitosis de la linea bzip25-2 y la linea silvestre en los tiempos entre 5 a 80 minutos
de intemalizacién muestra que la tasa de tréfico a través de la via endocitica esta
acelerada en la linea deficiente de bZIP25, indicando que este factor de transcripcion

serfa un regulador negativo del trafico endocitico.

Adicionalmente, se observé la intemalizacion de la membrana marcada de
membrana plasmatica hasta la vacuola, el compartimento final de la ruta endocitica
luegeo de 300 minutos de internalizacion de ia membrana marcada (Figura 15). Aqui se
observo que tanto en la planta silvesire como en [a mutante bzip25-2 la membrana
marcada alcanza Ia vacuola marcandola completamente. Sin embargo, la estructura de
este compartimento es diferente entre en la linea deficiente de bZIP25 respecto a la
planta silvestre. Se observa que la linea bzjp25-2 presenta una vacuola mas
segmentada, menos fusionada, con estruciuras de menor tamaifo, lo cual es
comparable a lo observado en las células de la epidermis de cotiledones donde se
observa un mayor nimero de estructuras internas (Figura 14). Estos resultados
reafirman la participacién de bZIP25 en la regulacién de la morfologia de la vacuola e
indican que el trafico a través de la ruta endocitica seria regulado por este factor de

transcripcion y que esta regulacién podria tener una implicancia en el fenotipo alterado
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de la vacuola. Particularmente, la aceleracion del tréfico de la membrana marcada de
membrana plasmatica hacia la vacuola sugiere que bZIP25 actuaria como un reguiador

negativo de la endocitosis.

El efecto celular de la alteracion de vias de trafico en la mutante deficiente de
bZIP25 fue estudiado utilizando la droga BFA, un inhibidor del reciclaje endocitico
(Figura 1), a través de la intemalizacion de! trazador FM4-64 unido a la membrana, la
cual es visualizada por microscopia confocal. Para realizar este experimento se inhibid
la endocitosis en hielo y en esta condicion fue tefida la membrana plasmatica con €l
trazador FM4-64 en presencia de BFA (BFA 50 pM). Luego las plantas tefidas fueron
incubadas en presencia de BFA y transferidas a temperatura ambiente para dar inicio a
la internalizacién de la membrana plasmatica (tiempo 0) y se realizé la adquisicion de
imagenes de manera progresiva durante un periodo de 240 minutos. Como fue
mencionado anteriormente, tratamientos con el inhibidor del reciclaje endocitico BFA,
provoca la acumulacion de membrana y proteinas endocitadas desde la membrana
plasmatica en TGN/EE y la consiguiente aglomeracion de estos compartimentos en el
llamado cuerpo de BFA. De tal forma que cuando la endocitosis esta acelerada se
observa la aparicién a tiempos mas cortos del cuerpo de BFA. Por [o tanto el uso de
esta droga nos pemite por una parte estudiar la respuesta celular a la inhibicion
mediada por BFA de la linea mutante deficiente de bZIP25, asi como verificar la
aceleracién de la endocitosis en esta planta y por lo tanto el rol de bZIP25 como un

regulador negativo de la endocitosis.

En este analisis observamos que en las células de la planta mutante bzip25-2,

luego de 30 minutos de intemalizacion de la membrana marcada, se ocbservan cuerpos
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Figura 16: Efecto celular de la alteracién de vias de trafico endociticas mediada por BFA en células de la punta de
la raiz de plantas deficientes de bZIP25.

Analisis de la dinamica de internalizacién del trazador de membrana plasmatica FM4-64 unido a esta membrana en células
de la punta de la raiz de plantas bzip25-2 y silvestres (Col-0) de 10 dias de Arabidopsis thaliana tratadas con el inhibidor
de vias de trafico BFA (50 pM) mediante microscopia confocal (LSCM). Se indica con puntas de flechas amarillas la
membrana plasmatica, con puntas de flechas blancas estructuras endosomas, con flechas amarillas los cuerpos de BFA y
con flechas blancas los cuerpos tipo vacuolas. A 5 minutos de internalizacion de la membrana plasmatica marcada se
observa que esta esta principalmente en la membrana plasmatica en la linea silvestre, mientras que en la linea bzjp25-2
se encuentra en la membrana plasmatica y también en estructuras endosomales. A 30 minutos de internalizacion se
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observa la membrana marcada en la membrana plasmatica y marcando pequefios cuerpos de BFA en la linea silvestre, en
la linea bzip25-2 se observa la membrana marcada en la membrana plasmética y en cuerpos de BFA de gran tamario,
Luego de 60 min, la membrana marcada se encuentra marcando la membrana plasmatica y los cuerpos de BFA en ambas
lineas, donde se observa que la linea silvestre presenta un cuerpo de gran tamafio mayor que el observado en este tiempo
para la planta bzip25-2. De manera similar a 100 de internalizacién de la membrana marcada se observa que la linea
silvestre presenta un cuerpo de BFA marcado que es de mayor tamario que la linea bzip25-2, sin embargo en esta linea se
observa que la membrana marcada alcanza estructuras de tipo vacuolar. A 240 minutos de iniciada la internalizacion de la
membrana marcada se observa que esta esta presente tanto el cuerpo de BFA como la membrana plasmética en la planta
silvestre y mutante, y que en ambos genotipos la membrana marcada ha alcanzado estructuras de tipo vacuolar. Este
fenémeno es mas notorio en la linea bzjp25-2 que presenta mayor marcaje de estructuras distintas al cuerpo de BFA que
la linea silvestre. Experimento realizado en triplicado. Barra = 10 pm.
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de BFA de mayor tamario que en ia planta silvestre (Figura 16). Este resultado indica
que Ia endocitosis efectivamente esta acelerada en la linea deficiente de bZIP25. A 60
minutos de internalizacion se observan cuerpos de BFA de tamafio similar o de menor
tamario en linea bzip25-2 que en la célula de la planta silvestre en el mismo tiempo de
tratamiento, esto sugiere mayor trafico de componentes a compartimentos posteriores
al cuerpo de BFA en la linea deficiente de bZIP25 (Figura 16). Luego de 100 minutos
de internalizacién de la membrana marcada de membrana plasmatica en la planta
deficiente de bZIP25 se observa que [a membrana marcada ha alcanzado la
membrana de [a vacuola y presenta cuerpos de BFA de menor tamario, mientras que
en las células de la planta silvestre la membrana marcada no ha alcanzado la vacuola,
reforzando la idea que indica que la planta deficiente de bZIP25 presenta acelerado el
tréfico post-cuerpo de BFA, por lo tanto el frafico post-TGN/EE a vacuola (Figura 16).
En el ditimo tiempo analizado a 240 minutos de intemalizacién de la membrana
marcada se observa que la membrana marcada ha alcanzado la membrana de la
vacuola en ambos genotipos, silvestre y bzip25-2 (Figura 16). De manera concordante
a lo observado a otros tiempos la linea bzip25-2 presenta un mayor nimero de
estructuras tipo vacuola marcadas con el trazador, lo que es consistente con la
aceleracion del tréfico a vacuola observado a otros tiempos de internalizacion del

marcador.

Es interesante observar que la internalizacién de la membrana marcada de
membrana plasmatica a 30 minutos en la planta bzip25-2 es similar al observado en la
las células de la planta silvestre a 60 minutos, de manera consistente [a internalizacion

de la membrana marcada a luego de 60 minutos en las células de [a planta silvestre es

similar a la presentada por la planta siivestre a 100 minutos (Figura 16). Estos
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resultados nos muestran que en la linea bzip25-2 el efecto de la droga sobre Ia
internalizacién de la membrana marcada de membrana plasmatica esta adelantado o
acelerado respectio a la planta silvestre, indicando que a pesar de que ambas plantas
son sensibles a la droga existe una dinamica de la respuesta celular a esta droga que
es diferente en la mutante deficiente de bZIP25 respecto a la respuesta de la planta
silvestre. La formacion de un gran cuerpo de BFA a 30 minutos sugiere una
aceleracién de la endocitosis de la membrana plasmatica hacia los endosomas y la
llegada de la membrana marcada a la vacuola a menor tiempo de intemalizacién en la
linea mutante que en Ia silvestre, lo que indica que la via endocitica desde endosomas
a vacuola también estaria acelerada (Figura 16). Estos resultados son concordantes a
lo previamente observado en la dinamica de endocitosis donde se observa que el
trafico de la membrana marcada desde la membrana plasmatica a vacuola esta

acelerado {Figura 15).

Para corroborar la alteracion de la ruta endocitica en cuanto a la aceleracion del
trafico hacia la vacuola analizamos el efecto celular de la inhibicién de ofra via
endocitica utilizando el compuesto quimico Wortmanina (Wm), una droga que inhibe el
trafico endocitico desde endosomas tardios o MVB/PVC a la vacuola {Figura 1). Wm es
una droga que inhibe a las fosfatidilinositol kinasas PI3K y Pl4K evitando la
fosforilacion de lipidos de la membrana y de esta forma impide la interaccion de
proteina con dominios FYVE con la membrana (Gaullier et al, 1998; Vermeer et al,
2006). Uno de los efectos mejor caracterizados de Wm es la inhibicién del tréfico desde
el MVB/PVC y a la vacuola, donde por efecto de esta droga proteinas con dominios

FYVE no podrian interactuar con la membrana de este compartimento, alterando fa

funcién y estructura de MVB/PVC (da Silva et al, 2005; Pimpl et al, 2006). Esta
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alteracion del funcionamiento del MVB/PVC provoca un cambio de la morfologia de
este compartimento que puede ser visualizado en microscopia confocal come anillos
de membrana que corresponde al compartimento prevacuolar “hinchado” (“swelling of

prevacuolar compariment”, Wang et al, 2009).

De manera similar al estudio del efecto de la inhibicién mediada por BFA, el
analisis del efecto de Wm se realiz6 inhibiendo la endocitosis en hielo seguida de la
tincion con el trazador FM4-64 de membrana plasmatica en presencia de Wm (33 uM).
Luego la internalizacién de la membrana marcada fue seguida de manera progresiva
mediante microscopia confocal desde que las plantas fueron transferidas a
temperatura ambiente, momento en el que se da inicic a la internalizacién de la
membrana marcada (tiempo 0), hasta 80 minutos de intemalizacién de [a membrana
plasmatica periodo en el cual se mantuvo e! fratamiento con Wm (Figura 17). En este
analisis observamos que en plantas silvestres en tratamiento con Wm luego de 30
minutos de intemalizacion de la membrana marcada de membrana plasmatica, la
membrana marcada estd presente en endosomas y estructuras tipo anillo
caracteristicas del tratamiento con este inhibidor, los cuales son llamados anillos de
Wm (Figura 17). En las células de la linea deficiente de bZIP25, bzip25-2, se observan
estas esfructuras con menor frecuencia que en la planta silvesire y se observan
endosomas de mayor tamano. Este resultado evidencia que la planta bzip25-2 tiene
acelerada la endocitosis de la membrana marcada mostrando un efecto distinto de esta
droga sobre la linea deficiente de bZIP25 que en la planta silvesire. A este tiempo
también se observa que la membrana marcada ha alcanzado algunas estructuras de

tipo vacuolar en las células de la linea bzip25-2, mientras que en las plantas silvestres

no se observa este fendtmeno. A 80 minutos de internalizacion de la membrana
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Figura 17: Efecto celular de la alteracion de vias de trafico endociticas mediada por Wm en células de la punta de la
raiz de plantas deficientes de bZIP25.

Andlisis de la dinamica de internalizacién del trazador de membrana plasmatica FM4-64 unido a esta membrana en células
de la punta de |a raiz de plantas bzip25-2 y silvestres (Col-0) de 10 dias de Arabidopsis thaliana tratadas con el inhibidor de
vias de trafico Wm (33 pM) mediante microscopia confocal (LSCM). Se muestran imagenes representativas del efecto de
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Wm (33 uM) en células de [a punia de la raiz de plantas mutantes y silvestres. Se indica con puntas de flechas amarillas la
membrana plasmatica, con puntas de flechas blancas estructuras endosomas, con flechas amarillas blanca las estructuras
con forma de anillos descritas como parte del efecto tipico de Wm en plantas silvestres y con flechas blancas los cuerpos
tipo vacuolas. A 5 minutos de internalizacién de la membrana plasmética marcada con el trazador se observa que esta
membrana marcada se encuentra principalmente en la membrana plasmatica y en estructuras endosomales en la planta
silvestre como en [a linea bzip25-2. En esta Ultima se observa mayor tincion de estructuras endosomales. Luego de 30
minutos de incubacion se observa que la membrana plasmatica marcada esta presente en estructuras endosomales y en la
membrana plasmaética en ambas plantas. Adicionalmente, el la membrana marcada se encuentra marcando estructuras tipo
anillo caracteristicas del tratamiento con Wm en la planta silvestre. Este tipo de estructura se observa con menor frecuencia
en la linea bzip25-2. A 90 minutos de internalizacién de la membrana plasmatica marcada se observa que en la linea
bzip25-2 se encuentra marcada la membrana plasmatica y que la membrana marcada ha alcanzado estructuras vacuolares,
mientras que la linea silvestre la membrana marcada no ha alcanzado la vacuola y se encuentra en estructuras de tipo anillo
y en la membrana plasmatica. Experimento realizado en friplicado, Barra = 10 pm.
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marcada se observa un mayor nimero de anillos de Wm en la planta silvestre y en
algunas celulas el trazador alcanza la membrana de la vacuola. En la planta bzip25-2 a
90 minutos se observa que aumenta la presencia de anillos de Wm, de manera similar
a lo que ocurre en la planta silvestre a 30 minutos. Esto nos indica que la mutante
bzip25-2 responde de manera retardada a Wm, lo que nos sugiere que la via
endocitica inhibida por esta droga esta acelerada, o mas activa, en esta linea mutante
lo cual se soporta en el hecho que la membrana marcada alcanza la vacuola a los 30
minutos mientras que en la planta silvestre no lo hace. Este andlisis soporta, a través
del uso de otra droga que inhibe el tréfico endocitico desde el MVB/PVC a la vacuola,
que el tréfico de membrana plasmatica a la vacuola esta acelerado en la mutante
deficiente de bZIP25 mosirando el papel de bZIP25 como un regulador negativo de Ia

ruta endocitica.

Considerado que en la linea deficiente de bZIP25 existe una alteracién en el
funcionamiento de las vias de trafico desde la membrana plasmatica a la vacuola
analizamos el efecto de estas drogas en la planta completa a través de la medicion del
crecimiento de plantas silvestres y bzip25-2. Para esto se cultivaron in-vitro estas
plantas en un medio de cultivo suplementado con BFA o Wm se midid la tasa de
germinacién y el crecimiento de la rafz principal como parametros de crecimiento y
desarrollo de las plantas (Figura 18). En este analisis observamos que las plantas de la
linea deficiente de bZIP25, bzip25-2, presentan un mayor crecimiento que la planta
silvestre en respuesta a BFA y Wm (18B y 18E), mientras que la tasa de germinacion y
el desarrollo temprano de la planta se ve afectado en respuesta a Wm y pero no en
respuesta a BFA (Figura 18D y 18F). Como es esperado la linea bzip25-1 que no

presenta diferencia en los niveles de transcrito de bZ/P25 (Figura 13), se comporta de
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Figura 18: Efecto fisiolégico de la alteracion de vias de trafico endociticas
mediada por BFA y Wm en lineas mutantes de bZIP25.

Se analizo el largo de la raiz principal y la capacidad gemminativa de las lineas
bzip25-1, bzip25-2 y lineas silvestres (Col-0) de Arabidopsis thaliana como
parametros fisiolégico del efecto de la alteracion de vias de trafico endocitico
mediado por BFA y Wm en plantulas de 5 dias sembradas y cultivadas en medio
suplementado con BFA 10 puM, Wm 33 pM y DMSO (condicién control). Se
determind el largo de la raiz principal en plantulas de las lineas bzip25-1, bzip25-
2 y lineas silvestres de Arabidopsis thaliana en los fratamientos control (A), BFA
(B), Wm (C). El largo de raiz fue cuantificado utilizando el programa tpsdig2.l.a
geminacion y el desarrollo temprano de la pléntula fue expresade como un
porcentaje de frecuencia de semillas no germinadas, semillas germinadas y
arrestadas y plantulas con cotiledones expandidos en tratamiento control (D),
BFA (E), Wm (F). Los experimentos fueron realzados en triplicado.
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la misma forma que la planta silvestre (Figura 18), indicado que la diferencia enire
bzip25-2 y la planta silvestre se debe a la deficiencia de bZIP25. En la condicion control
no se observan diferencias para ninguno de los dos parametros observados, sugiriendo
que el efecto observado se produce a una diferencia entre la linea bzip25-2, bzip25-1y
la linea silvestre en respuesta a las drogas (Figura 18A y 18B). Este resultado nos
indica que la mutante bzp25-2 es sensible a ambas drogas. Sin embargo, la linea
bzip25-2 presenta una sensibilidad menor a ellas que la linea silvestre, lo cual se
correlaciona con la respuesta diferencial a BFA y Wm que fue observado a nivel celular
(Figura 16). De tal forma que el tréfico endocitico acelerado desde la membrana
plasmatica a la vacuola otorgaria resistencia a nivel fisiologico a drogas que alteran las
vias de frafico endociticas en las plantas bzip25-2, lo que es concordante con el rol

propuesto para bZIP25 como regulador negativo de la endocitosis.

En base a los resultados de la dindmica de intemnalizacién de la membrana
marcada endocitico en condiciéon control y luego de la inhibicion de vias endociticas
mediada por e} tratamiento con BFA y Wm determinamos que la deficiencia de bZIP25
provoca una aceleracion de la ruta endocitica indicando que bZIP25 es un regulador
negativo de la endocitosis desde la membrana plasmatica y el tréfico hasta la vacuola.
bZIP25 participaria en la regulacion de la ruta endocitica en dos niveles, en la
endocitosis de membrana plasmatica a endosomas y en el trafico desde el
compartimento pre-vacuolar a vacuola. Esto es concluido por la endocitosis acelerada
observada en la linea deficiente de bZIP25, bzip25-2, y respuesta diferencial a la
alteracion de las vias endociticas mediadas por las drogas BFA y Wm tanto a nivel

celular como a nivel de planta completa.



106

Para estudiar el rol de bZIP25 en la regulacién transcripcional de genes de
trafico en el desarrollado a continuacion se analizé el efecto de la deficiencia de bZIP25
en la expresién de genes de tréfico conectados a bZIP25 en las redes de trafico
(Objetivo 1, Tabla 2) en condicion control y en respuesta a la alteracién de vias
endociticas mediadas por BFA y Wm. Estos resultados luego fueron correlacionados
con la evidencia celular y fisiolégica que nos muestra a bZIP25 como un regulador
negativo de la endocitosis, particularmente del trafico desde la membrana plasmatica a
endosomas y desde MVB/PVC a vacuola para determinar la participacion de bZIP25

como un regulador transcripcional del tréfico endocitica.

3.3.3 Efecto de la deficiencia del/os factores de transcripcion candidato/s en
procesos fisiolégicos dependientes del trafico como el desarrolloc de la raiz y

resistencia a estrés abidtico.

Para determinar si la regulacién del tréfico a través del sistema de
endomembrana genera un efecto sobre procesos fisiologicos relacionados con el
trafico de proteinas analizamos la arquitectura radicular y la resistencia a salinidad de
plantas de Arabidopsis thaliana deficientes de bZIP25. Este andlisis permite dar
relevancia fisioldgica a la regulacién de la expresion de genes de trafico y del trafico en

st mediada por el factor de transcripcion bZIP25.

En nuestro laboratorio se ha descrito una correlacion positiva entre la
aceleracion de la endocitosis y el aumento de las raices laterales a través de la
aceleracién farmacolégica de vias endociticas mediante el uso de la droga Sortin2
(Peréz-Henriquez et al, 2012). En base a este antecedente analizamos la arquitectura

radicular de |a linea deficiente de bZIP25, bzip25-2. La mutante bzip25-2 presenta un
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Figura 19: Efectos de la deficiencia de bZIP25 en la fisiologia de la planta:
arquitectura de la raiz y resistencia a salinidad.

En A-C se muestra el analisis de la arquitectura de la raiz en plantulas silvestres
y bzip25-2 de 7 dias crecidas en condicién control a través de la medicion de A)
nGmero de raices laterales, B) largo de la raiz y C) Nimero de raices laterales. D)
Largo de la raiz principal de pldntulas de 7 dias crecidas en medio de cultivo de
Arabidopsis thaliana suplementado con NaCl. Concentracién final de NaCl1 0, 50 y
100 mM. E) Peso promedio de planias germinadas y cultivadas en medio de
cultivo suplementado con 150 mM de NaCl por 21 dias. (*) Cambios
estadisticamente significativos respecto a la planta silvestre (t-student p<0,05).

107




108

mayor largo de la raiz principal y ademas presenta mayor densidad de raices laterales
que la linea silvestre (Figura 19A-C). Este resultado se correlaciona con la endocitosis
y el trafico a vacuola acelerado que presenta la linea bzip25-2, por lo tanto sugiere que
la regulacion de la ruta endocitica mediada por bZIP25 tendria un efecto en la
organogénesis de raices laterales, y el crecimiento de la raiz principal. Para verificar
esta relacién se esta estudiando el efecto de drogas que alteran la via endocitica en la
densidad de raices laterales en la linea deficiente de bZIP25 y a nivel celular en cuanto
a la endocitosis y el trafico a vacuola. Estos resultados estan siendo correlacionados
para verificar que la aceleracion de la endocitosis es causante de la modificacién de la
arquitectura de la raiz en la linea mutante deficiente de bZIP25. Este estudio esta
siendo realizado en nuestro [aboratorio por Claudio Osorio en su Seminario de Titulo.
Una vez comprobada la relacién enire la regulacién de la endocitosis y la
organogénesis de raices laterales en la linea deficiente de bZIP25, contaremos con
evidencia genética sobre la relevancia de la endocitosis en la regulacion de la

organogénesis de raices laterales.

Se ha descrito que existe una relacion entre la endocitosis y la resistencia al
estrés abidtico, particularmente al estrés salino, donde mutantes con perdida de
funcién de ciertos genes de tréfico tienen alterada la sensibilidad a estrés salino (Mazel
et al., 2004; Leshem et al., 2006; Kim et al, 2011). En base a estos antecedentes
analizamos e! comportamiento de la linea bzip25-2 a tratamientos salinos donde
observamos que plantas deficientes de bZIP25 presentan mayor tolerancia al
tratamiento saline que las plantas silvestres (Figura 18D). Este resultado nos indica
que la deficiencia de bZIP25 tiene asociado ofro fenotipo fisioldgico que ha sido

previamente relacionado con la capacidad endocitica de las plantas, ademas de los
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cambios de la arquitectura de la raiz, como es la tolerancia a salinidad.
Interesantemente, en relacién a la tolerancia a salinidad, se ha descrito que la mutante
constitutivamente activa de ARA6 presenta mayor tolerancia a salinidad (Ebine et al.,
2011). Este fenotipo presentado por la mutante constitutivamente activa de ARAB se
correlaciona con el mayor nivel de transcrito que presenta ARA6 en la mutante
deficiente de bZIP25 y la tolerancia a salinidad presentada por esta mutante.
Actuaimente, estamos analizando la tasa endocitica de la linea mutante
constitutivamente activa de ARAG para verificar la relacion entre endocitosis y
tolerancia a salinidad en esta linea.

Analizamos otras respuestas fisiolégicas relacionadas con el fréfico endocitico y
particularmente con la endocitosis, como es la respuesta gravitrépica la cual depende
de la endocitosis de transportadores de auxina desde la membrana plasmatica a la
vacuola. Para esto determinamos el &ngulo de respuesta post-estimulo gravitropico en
la linea deficiente de bZIP25 y en la planta silvestre. En este analisis no observamos
alteracién de la respuesta al estimulo gravitrdpico en la linea mutante bzjp25-2,
respondiendo de la misma forma que la planta silvestre. Esto nos indica que ios
procesos de trafico relacionados con la respuesta gravitropica no son alterados por la
mayor tasa endocitica que presenta la mutante deficiente de bZIP25.

Los resultados del estudio de procesos fisiolégicos mediados por el trafico a
través del sistema de endomembrana vy, particularmente Ia endocitosis y el tréfico a
vacuola, nos muestran que la regulacion de la endocitosis mediada por bZIP25 tiene
efecto sobre procesos fisiologicos como es la tolerancia a salinidad y la arquitectura de
la raiz. Esto nos indica la importancia que tiene la regulacion del tréfico mediada por
bZIP25 en el desarrollo de la planta y en su capacidad para respondes a estimulos y/o

estrés.
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3.4 Objetivo especifico 4.

Estudio de la de la participacién delfos factorfes de transcripcién seleccionadofs

en la regulaci6n de expresién de genes de trafico utilizando genética funcional.

341 Determinacion de los niveles de transcrito de genes de tréfico secretorios

y endociticos conectados a bZIP25 en la linea mutante deficiente de bZIP25.

En base a los resultados obtenidos en esta tesis hemos privilegiado el estudio
del factor de transcripcién bZIP25 por sobre los ofros factores de franscripcion
seleccionados, y nos enfocamos en dilucidar la participacion de bZiP25 en la
regulacién de la trascripcion de genes de trafico. Analizamos los niveles de transcrito
de los genes de tréfico seleccionados en el Objetivo 2 (T abla 2) en las lineas mutantes
bzip25-1 y bzip25-2, y también en la linea silvestre (Col-0) mediante RT-qPCR. Los
genes de trafico seleccionados han sido clasificados como genes de trafico secretorios
y endociticos (Tabla 2). Los genes secretorios corresponden a aquellos genes de
trafico relacionados con compartimentos o vias involucradas en la ruta secretoria
(Figura 1) como son los genes EMP24-L1, SARA1A y BIP3. Los genes endociticos
corresponden a aquelios que participan en vias de trafico que conectan la membrana
plasmatica o proteinas localizadas enellay ala vacuola, asi como los compartimentos
intermedios entre estas dos estructuras, Dentro de estos genes encontramos a [a t-
SNARE SYP722, a la GTPasa monomérica ARA6 y la proteina de cubierta CLC2. La
mayoria de los genes endociticos participa tanto en la ruta endocitica como también en
la ruta secretoria que destina proteinas a compartimentos como TGN/EE, MVB/PVC y
hacia vacuola, sin embargo en esta tesis estos genes seran mencionados como genes

endociticos.
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Figura 20: Ffecto de la deficiencia de bZIP25 sobre los niveles de
transcripto de genes de trafico.

Los niveles de transcrito de algunos de los genes de trafico seleccionados en
esta tesis fueron cuantificados mediante RT-gPCR en plantas silvestres, bzip25-1
y bzip25-2 de 10 dias. El nivel de transcrito es expresado como nivel de transcrito
relativo a las plantas silvestres, Los genes de trafico analizados fueron
clasificados como genes secretorios {A), genes endociticos (B) y genes no
conectados a bZIP25 en la Red Transcripcional (C). Las barras grises
corresponden a los niveles de transcrito de la linea bzip25-1 y las negras a la
mutante bzip25-2. Para considerar cambios en el nivel de transcrito de los genes
de trafico se realizd un anélisis estadistico de t-Student respecto a los genes
housekeeping (hk1 = act2, hk2 = ubg10, t-student p<0,05). Experimento realizado

en triplicado biclégico.
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En este objetivo determinamos los niveles de transcrito de genes de trafico de
plantas de 10 dias de las lineas mutantes de bZIP25, bzip25-1y bzip25-2 y de la planta
silvestre. En este analisis observamos que los niveles de transcrito de genes de trafico
secretorios SARATA y BIP3 presentan una disminucién de sus niveles de transcritos en
la mutante deficiente de bZIP25 respecto a la planta silvestre (Figura 20A). Mientras
que los genes de trafico endociticos ARAS y CLC2 muestran un aumento de sus
niveles de transcritos en la mutante bzip25-2 (Figura 20B). SYP122 también presenta
un aumento de los niveles de transcrito en la mutante deficiente de bZIP25, pese a que
este cambio no presenta significancia estadistica. Estos resultados sugieren que
bZIP25 participacién como un regulador positivo de los genes secretorios y un
regulador negativo de los genes endociticos. Consistentemente, la linea bzip25-1 no
presenta cambios de los niveles de transcrito de los genes de trafico analizados tanto
secretorios como endociticos (Figura 20), lo que concuerda con que esta linea no
presenta cambios significativo de los niveles de transcrifo de bZIP25 (Figura 13). Esto
refuerza los resultados obtenidos de la linea mutante bzjp25-2, indicando que son un
efecto de la deficiencia de bZIP25 y no un efecto producido por la insercién de T-DNA
por si misma. Es importante destacar que todos los genes de tréfico analizados
clasificados como secretorios o endociticos estdan conectadas en la Red
Transcripcional a bZIP25, por lo tanto podrian ser blancos directos de este factor de
transcripcién, aunque estudios posteriores son necesarios para verificar esto.
Adicionalmente, analizamos 3 genes de tréfico de la efiqueta G0:0006886 que no
estan conectados a bZIP25 y estos no presentaron cambios significativos ninguna de
las mutantes analizadas (Figura 20C), mostrando consistencia con la informacion

entregada por las redes de interaccion utilizadas en esta tesis.
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Los cambios de los niveles de transcrito de estos genes de trafico podrian tener
un efecto en la funcién de! sistema de endomembrana en procesos como el
mantenimiento y funcion de organelos como el reticulo endoplasmatico y la vacuola o
el trafico vesicular, donde podrian estar implicados genes secretorios y endociticos,
respectivamente. En cuanto al tréfico vesicular observamos que existe una correlacion
entre el aumento de los niveles de transcrito de genes endociticos en la linea bzip25-2,
y la mayor tasa endocitica y trafico entre MVB/PVC y vacuola observada en el objetivo
3. Por lo tanto, {a regulacién negativa ejercida por bZIP25 sobre estos genes
endociticos tendria como efecto la regulacion negativa de la via endocitica y el trafico a

vacuola (Figura 14y 15).

Por otra parte, la regulacién de los genes secretorios determinados podrian
tener un efecto en la morfologia del reticulo endoplasmatico observada previamente
(Figura 13). De esta forma bZIP25 podria estar participando en la regulacién dei
mantenimiento y funcién del reticulo endoplasmético a través de la regulacion de genes
secretorios. Sin embargo, mayores analisis son neceéarios para establecer una
relacién entre el reticulo endoplasmatico y/o la secrecién y los cambios de los niveles

de transcritos en la linea mutante deficiente de bZIP25.

Estos resultados indican que bZIP25 participaria en la reguiacién la expresion
de algunos de los genes de trafico analizados tales como: B/P3, SARATA, CLC2 y
ARA6. Por lo tanto podria estar involucrado en la regulacion de la respuesta
transcripcional de estos genes de tréfico frente a la alteracién del funcionamiento de las
vias de trafico. Para responder esta pregunta analizamos los niveles de transcrito de
estos genes de trafico en respuesta a la inhibicién de vias de trafico mediada por las

drogas BFA y Wm.
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3.4.2 Anadlisis de la participacién de bZIP25 en la respuesta transcripcional a la

alteracion del funcionamiento de vias de trafico.

La participacién de bZIP25 en la respuesta transcripcional de genes de trafico
en respuesta a la alteracién del funcionamiento del tréfico fue analizada a través de la
inhibicién farmacolégica de ciertas vias de tréfico. En esta tesis nos enfocamos en el
estudio de vias endociticas por sobre las vias secretoria en base a que la regulacién
transcripcional de estas vias no ha sido descrita en plantas, por lo tanto encontrar
informacion acerca de componentes y puntos de regulacion de esta ruta es altamente
relevante e innovador. Para esto se determiné el efecto de la inhibicion de las vias de
trafico sobre los niveles de transcritos de genes de fréfico mediante RT-qPCR
utilizando las drogas BFA y Wm usadas previamente en el objetivo 3 (Figura 16 y
Figura 17). Los tratamientos fueron realizados en plantas de 10 dias de genotipo
bzip25-2 y silvestre (Col-0) por 5 horas para el tratamiento con BFA y 3 horas para el
tratamiento con Wm, luego de lo cual se extrajo el RNA de las plantas tratadas. El
efecto de la droga fue verificado mediante microscopia confocal a través de la
visualizacion de los efectos celulares descritos para estas drogas, esto es el cuerpo de
BFA para el tratamiento con BFA, y la formacién de los anillos endosomales para el

tratamiento con Wm.

La informacion obtenida de la cuantificacion de los niveles de transcrito es
presentada clasificando ios genes de trafico en genes secretorios y endociticos (Tabla
2). El analisis de niveles de transcrifo de los genes secretorios nos muestra que al
comparar los cambios de los niveles de expresion entre 1a linea bzip25-2 y silvestre en

la control { EtOH) se observa un aumento de los niveles de franscrito de SARATA, sin
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embargo, BIP3 no presenta cambios en sus niveles de transcritos (Figura 21A). Estos
resultados muestran una discrepancia a los resultados mostrados previamente sobre la
cuantificacion de los niveles de transcrito en plantas en cuanto a SARATA, ya que en
las plantas sin fratamiento se observé una disminucién de los niveles de franscrito de
SARA1A y de BIP3 en la linea deficients de bZIP25 (Figura 20A). En el fratamiento
control de BFA tampoco se detect6 el aumento de los niveles de transcrito de SYP122,
CLC2 y ARAS que fue previamente observado en las platas no tratadas (Figura 208B).
De manera similar Esto indica que ia condicién control de BFA (EtOH) provocaria la
alteracién de los niveles de transcrito de SARA 1A, BIP3 y de los genes endociticos que

enmascararia el rol de bZIP25 en la regulacion de estos genes de trafico.

Respecto a Jos niveles de franscrito de SARA1A, cuando se realizd la
comparacion de los niveles de transcrito entre la linea bzip25-2 y la linea silvestre en el
tratamiento con BFA, se observa una disminucién de los niveles de transcrito de
SARA1A y BIP3 en la linea bzip25-2 (Figura 21C). La respuesta a BFA es menoren la
linea mutante bzip25-2 que la presentada en la linea silvestre, tanto para SARATA
como para B/P3 como muestra la cuantificacién de los niveles de transcrito entre el
tratamiento con BFA y la condicién control de la linea silvestre y bzip25-2 (Figura 21E).
Interesantemente, ios niveles de CNX no son aiterados en ninguna de las condiciones
analizadas ni en los dos genotipos analizados. Estos resultados nos indican que en
respuesta a la inhibicion de vias de trafico mediada por BFA se induce la expresion de
SARA1TA y BIP3. Esta induccion estaria en parte mediada por bZIP25 el cual actuaria
como un regulador positivo de los genes de trafico secretorios, por lo que en la mutante

deficiente de bZIP25 los cambios franscripcionales en respuesta a BFA son menores
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Figura 21: Efecto de BFA sobre los niveles de transcrito de genes de trafico
en la linea deficiente de bZIP25.

Los niveles de transcrito de algunos de los genes de trafico seleccionados en
esta tesis fueron cuantificados mediante RT-qPCR en plantas silvestres y bzip25-
2 de 10 dias tratadas con BFA (50 uM, 5 horas incubacién). Los genes de trafico
analizados fueron clasificados como genes secretorios y genes endociticos. Se
determind el nivel de transcrito de genes de tréafico en la linea bzip25-2 en la
condicién control y en el tratamiento con BFA para genes secretorios y
endociticos expresados como nivel de transcrito relativo a las plantas silvestres

en la condicién control. En A y B se muestra el nivel de transcrito de genes de




trdfico en la condicion control de genes secretorios y endociticos,
respectivamente. En C y D se muestra el nivel de franscrito de genes de fréfico
en el tratamiento con BFA de genes secretorios y endociticos, respectivamente.
El efecto de BFA sobre los niveles de trascrito de genes de irafico en la linea
silvestre y bzip25-2 es expresado como nivel de franscrito relativo a la condicion
control para cada una de las lineas. En E y F se muestra el nivel de transcrito de
genes de frafico en la condicién control de genes secretorios y endociticos,
respectivamente. En barras blancas se muestran los niveles de transcrito de la
planta silvesire y en barras negras los niveles de transcrito de las lineas bzip25-2.
Se realizd una prueba estadistica de de t-student (p<0,05). Experimento realizado
en triplicado biolagico.

117




118

que en la planta silvestre. En este analisis también se determind que en el tratamiento
con BFA la linea deficiente de bZIP25 presentd mayores niveles de transcrito de CLC2
y ARAG6 que la linea silvestre, estadisticamente significativos (Figura 21D). Respecio a
los cambios de niveles de transcritos que ocurren en respuesta al tratamiento con BFA
determinamos que en la linea silvestre hay una disminucién de los niveles de transcrito
de los genes CLC2 y ARA6 (Figura 21F). La mutante bzip25-2 no presenta esta
disminucién de los niveles de transcrito de estos genes de trafico en respuesta a BFA,
incluso CLC2 aumenta sus niveles de transcrito en respuesta a BFA en la linea bzip25-
2 (Figura 21F). Esto nos indica que bZIP25 participaria en la regulacion negativa de
estos genes de trafico y que la deficiencia de bZIP25 evita la disminucidén de la
expresién de ARA6 y permite la induccion de la expresion de CLC2 en respuesta a

BFA.

Por o tanto, estos resultados nos indican que en la planta deficiente de bZIP25
no se observa la respuesta represora provocada por BFA sobre los genes de trafico
endociticos analizados, los cuales no modifican sus niveles o incluso aumentan, como
es el caso de CLC2, sugiriendo la participacion de blZP25 en la respuesta a la
inhibicién de vias endociticas mediada por BFA (Figura 21). Adicionalmente, estos
resultados apoyan los resultados obtenidos anteriormente (Figura 20), que indican a
bZIP25 como un regulador negativo de los genes de trafico endociticos. Similarmente,
el menor aumento de los genes de trafico secretorios en e! tratamiento con BFA indica
que bZIP25 también participa en la respuesta a BFA regulando genes secretorios,
actuando como un regulador positivo de ellos, referzando lo observado anteriormente
en este objetivo (Figura 20). Interesantemente, ambos roles sugeridos para bZIP25 se

correlacionan con el aumento de los niveles de transcrito que presenta bZ/P25 en
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respuesta a BFA en una planta silvestre, apoyando estas conclusiones (Figura 22). Por
otra parte, Los distintos cambios en los niveles de transcritos observados entre la linea
bzip25-2 y la linea silvestre (Figura 20) frente a BFA se correlacionan con la diferencia
en [a respuesta celular (Figura 16) asi como a la distinta sensibilidad a esta droga a

nivel de planta completa (Figura 18).

Adicionalmente, se analizé el efecto transcripcional de Wm sobre la expresion
de genes de trafico endocitico en la linea silvestre y la linea deficiente de bZIP25 en
base a que esta droga inhibe vias de la ruta endocitica (Figura 1) y a la sensibilidad
diferencial a Wm que presenta la mutante bzip25-2 a nivel celular y fisiolégico (Figura
16 y 18). En este andlisis se obtuvo que la linea bzip25-2 presenta mayores niveles de
transcrito de CLC2 que la planta silvestre en el tratamiento a Wm (Figura 23A). En el
tratamiento control se determind que los niveles de trascrito de CLC2 y ARA6 son
mayores en la mutante bzip25-2, respecto a la planta silvestre (Figura 23B) lo es
concordante con lo observado previamente (Figura 20B). El aumento de los niveles de
transcrito de estos genes de trafico endociticos observado en el tratamiento con W
masi como en su control (DMSO) nos indican que bZIP25 actia como un regulador
negativo de ellos, apoyando los resultados mostrados previamente (Figura 20). En
cuanto a la respuesta a la inhibicién de la ruta endocitica mediada por Wm observamos
que entre los genes endociticos analizados solo el nivel de transcrito de CLC2 cambia
en respuesta a Wm aumentando respecto a la condicion control en Ia planta silvestre y
también en la planta bzip25-2 (Figura 23C). Si bien el promedio de la induccion de
CLC2 es mayor en la mutante bzip25-2 no se observa una diferencia significativa en la

respuesta transcripcional a Wm de los genes endociticos analizados entre la planta
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Figura 22: Efecto de la alteraciéon de vias de trafico endocitico sobre los
niveles de transcrito de bZ/P25.

Cuantificacion del nivel de transcrito de bZ/P25 mediante RT-qPCR en plantas
silvestres (Col-0) de 10 dias tratadas con drogas alteran el trafico endocitico. Se
realizaron tratamientos con BFA (50 pM, 5 horas de incubacion), Wm (33 pM, 3
horas de incubacién) y Sortin2 (50 pg/mL, 6 horas de incubacién) y sus
respectivos tratamientos control. Los niveles de transcrito fueron expresado como
niveles de transcrito relativo a la condicién control. Se realizé una prueba
estadistica de t-student (p<0,05). Experimentos realizados en triplicado biolégico.
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silvestre y la planta deficiente de bZIP25. Esto puede explicarse por los mayores
niveles de transcrito de CLC2 que existe tanto en la condicion control como en

respuesta a Wm (Figura 23A y 23B).

Este analisis nos indica que bZIP25 participaria en el mantenimiento de la
expresion de genes de trafico endociticos actuando como un represor, pues la
deficiencia de bZIP25 permitiria la induccién de la expresién de genes de trafico,
apoyando la evidencia que indica a bZIP25 como un regulador negativo de genes de
trafico endocitico. Esto se correlaciona directamente con el cambio en el nivel de
transcrito de bZIP25 en respuesta a Wm observado en plantas silvestre, donde el
transcrito de bZIP25 disminuye mas del 50% en respuesta a BFA (Figura 22).
Respecto a la correlacion existente entre los niveles de transcrito de genes de trafico,
observamos que los niveles de transcrito aumentados de CLC2 y ARAGBA podria
explicar la sensibilidad diferencial que presente la mutante bzip25-2 a nivel celular y

fisiolégico a la inhibicion de la via endocitica mediada por Wm.

En conjunto los andlisis de los niveles de transcrito en la mutante bzip25-2 y de
su respuesta a las drogas BFA y Wm permmite reforzar la evidencia mostrada
anteriormente que indica que bZIP25 es un regulador del sistema de endomembrana,
particularmente de la endocitosis y del tréfico a vacuola. Esto ocurriria a través de la
regulacion transcripcional de genes de tréfico, donde actuaria como un regulador
negativo sobre los genes de trafico endociticos y un regulador positivo de genes de
tréfico secretorios. Esta regulacién daria cuenta de la menor respuesta y/o sensibilidad
a drogas que alteran vias de trafico como BFA y Wm tanto a nivel celular como

fisiolégico.
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Figura 23: Efecto de Wm sobre los niveles de transcrito de genes
endociticos en la linea deficiente de bZIP25.

Los niveles de transcrito de algunos de los genes de endociticos seleccionados
en esta tesis fueron cuantificados mediante RT-gPCR en plantas silvestres y
bzip25-2 de 10 dias tratadas con Wm (33 uM, 3 horas incubacion). Se determino
el nivel de transcrito de genes endociticos en la linea bzip25-2 en la condicién
control (A) y en el tratamiento con Wm (B) expresados como nivel de transcrito
relativo a las plantas silvestres en la condicion control. El efecto de Wm sobre los
niveles de trascrito de genes de trafico en la linea silvestre y bzip25-2 es
expresado como nivel de transcrito relativo a la condicién control para cada una
de las lineas (C). En barras blancas se muestran los niveles de transcrito de la
planta silvestre y en barras negras los niveles de transcrito de la linea bzip25-2.
Se realiz6 una prueba estadistica de de t-student (p<0,05). Experimento realizado
en triplicado biolégico.
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En resumen los analisis de transcrito realizados en este objetivo sugieren a
bZIP25 como un regulador de genes de trafico siendo un regulador positivo de genes
secretorios y negativo de genes endociticos. En esta tesis es particularmente
interesante la regulacién negativa que tendria bZIP25 sobre los genes endociticos ya
que esto se correlaciona con la endocitosis acelerada que presenta la linea deficiente
de bZIP25, asi como la sensibilidad diferencial que presenta esta linea a drogas que

alteran el funcionamiento de vias endociticas como BFA y Wm.

Para complementar el analisis genético funcional realizado con las mutantes
insercionales de bZIP25 se generaron lineas que expresan al factor de trasncripcion
bZIP25 bajo el promotor constitutivo 35S del virus del mosaico del coliflor y de esta
forma provocar la sobre-expresion o complementacion de bZIP25 en plantas silvestres
y la linea deficiente de bZIP25, bzip25-2, respectivamente. Estas lineas han sido
utilizadas para la corroboraciéon de la funcién de este factor de transcripcion en la
regulacion del tréfico endocitico. Para esto hemos identificado y clonado los marcos de
lectura que codifican para bZIP25 en la base de datos de Arabidopsis thaliana TAIR

(www.arabidopsis.org). En esta base de datos se encuentran anotados 3 modelos

génicos para el locus AT3G54620 que codifican para tres isoformas de bZIP25 (Figura
24). De los cuales solo se ha identificado el mRNA de la version AT3G54620.1,
correspondiente de 1469 nucledtidos con un marco de lectura abierto de 1212
nucleétidos que codifican para 403 aminoacidos. Este marco de lectura genera una
proteina que posee dos dominios de cierre basico de leucina en la porcion media y
carboxilo terminal de la proteina (Figura 24). La version AT3G54620.3 difiere de la

version AT3G54620.1 por 66 nucledtidos (33 aminoacidos), que se traduce en un
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Figura 24: Alineamiento y prediccién de dominios de las isoformas de
bZIP25.

bZIP25 presenta tres modelos génicos en la base de datos TAIR los que dan
origen a 3 isoformas proteicas. El alineamiento de secuencias de estas tres
isoformas realizado por alineamiento multiple ClustalW utilizando el programa
Bioedit y la prediccion de motivos se realizé utilizando la herramienta
InterproScan de EMBL-EBI muestra que las tres isoformas son idénticas hasta el
aminoacido 261. Se destaca que la isoforma AT3G54620.2 pierde el motivo de
cierre de leucina C-terminal IPR020983 (azul) pero mantiene el dominio de cierre
basico de leucina IPR004827 (Rojo).
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dominio de cierre basico de leucina de menor tamarfio para la version AT3G54620.3

(Figura 24). Por otra parte, la version AT3G54620.2 presenta un arreglo de exones

distinto, donde el cuarto intrén no se elimina como producto de un splicing alternativo
generando un codén de término anticipado que se traduce en una proteina de 295
aminoé&cidos que no presenta el segundo dominio de cierre basico de leucina (Figura

24),

Para el clonamiento de las isoformas de bZIP25 se disefaron un conjunto de
partidores que nos permiten amplificar por PCR las tres versiones de bZIP25 para
fuego clonarlo en el vector pCR8/GW/TOPO/TA. La amplificacion se realizd a partir de
¢DNA de plantulas de genotipo silvestre (Col-0) de 10 dias, y logramos clonar con éxito
las versiones AT3G54620.1 y AT3G54620.2. Sin embargo, no se obtuvo el amplificado
de la version AT3(G54620.3 en las condiciones ufllizadas. La verificacion del
clonamiento se realizé mediante PCR, digestiéon con enzimas de restriccién (Anexo 3) y
secuenciacién. Para el caso de AT3G54620.1 ia secuenciacién del clon utilizado en
esta tesis presentan dos mutaciones silentes. En el caso de AT3G54620.2 se obtuvo
un clen con una mutacién en el cuarto codén que genera un cambio de una isoleucina
a una valina. Esta mutacion fue considerada como inocua, ya que es un cambio por un
aminoacido de caracteristicas similares en una porcién de la secuencia gue no es parie
de los motivos caracteristicos de este factor de transcripcion. Ambas secuencias,
AT3G54620.1 y AT3(G54620.2, estan clonadas en el vector pCR8/GW/TOPO/TA,
vector que permite el sub-clonamiento en vectores de destino mediante recombinacidn
utilizando la tecnologia Gateway (Invitrogen). El clonamiento de estas dos isoformas en
el vector pCR8/GW/TOPO/TA fue realizado en la Unidad de Investigacion de Arantzazi

Bidegain, estudiante de Ing. en Biotecnologia Molecular (Universidad de Chile) que co-
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dirigi junto a la Dra. Norambuena. Utilizando el sistema Gateway clonamos las
versiones AT3(G54620.1 y AT3G54620.2 de bZIP25 en el vectores binarios de destino
pGWRB5 y pGWB17, que permiten generar una proteina de fusién a GFP y MYC en el
carboxilo terminal, respectivamente (Nakagawa et al, 2007). El correcto clonamiento de
ambas versiones de bZIP25 en los vectores de destino fue verificado mediante PCR y

analisis de restriccion (Anexo 4).

Las lineas sobre-expresoras generadas de la transformacion con ambas
isoformas de bZIP25 estan siendo utilizadas para analizar la ganancia de funcion de
bZIP25 en ensayos de dinamica de endocitosis en el Seminario de titulo para optar al
titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular de Claudio Osorio, del cual participo en
calidad de Co-Tutora. Estos andlisis han permitido mostrar la localizacién nuclear de
bZIP25 y corroborar la funcién de bZIP25 como un regulador negativo de Ia endocitosis
{Figura 25). La endocitosis fue estudiada a través de la intemnalizacién de la membrana
plasmética previamente tefida con el trazador FM4-64. En este analisis observamos
que la linea bzip25-2 transformada con el constructo 35S::bZIP25.1-GFP presenta la
reversion de la aceleracién de la endocitosis, mostrando tasa endocitica menor o igual
a la linea silvestre,. verificando el rol de bZIP25 en la regulacién negativa de la

endocitosis.
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Figura 25. Efecto de la sobre-expresién de la isoforma AT3G54620.1 de bZIP25 en el trafico endocitico de la

10 min
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membrana plasmatica.
Determinacion de la localizacién de la proteina fluorescente GFP fusionada a la isoforma AT3G54620.1 de bZIP25 (bZIP25-

GFP) en plantulas de 7 dias (35S::bZIP25-GFP bzip25-2/bzip25-2) y como control de localizacion citoplasmatica utilizamos
una plantula silvestre que expresa una proteina citoplasmética fusionada a GFP (35S:: S6PDH-GFP Col-0) observado en




lupa estereoscopica fluorescente (A) y microscopia confocal (B). Se analizé la internalizacién del trazador de membrana
plasmatica FM4-64 en células de la punta de la raiz de plantas silvestres (Col-0), bzip25-2, 358::bZIP25-GFP bzip25-
2/bzip25-2 y 35S:bZIP25-GFP Col-0/Col-0 de 7 dias de Arabidopsis thaliana, mediante microscopia confocal (C). Se
muestran imagenes representativas de experimentos realizado en triplicado. Barra = 10 um. Estos ensayos y su analisis
fueron realizados por Claudio Osorio en su Seminario de Titulo, del cual participo en calidad de Co-tutora.
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3.4.3 Anaélisis transcriptéomico del efecto de la deficiencia dellos factores de
transcripcién candidato/s sobre la expresion del genoma de Arabidopsis thaliana

mediante secuenciacidén masiva de RNA.

Con el objetivo de determinar que otros genes de Arabidopsis thaliana estarian
siendo regulados por bZIP25 en respuesta a la alteracién de las vias de trafico
mediada por el farmaco BFA, determinamos los cambios de expresion del genoma
completo de Arabidopsis thaliana provocado por el efecto de la pérdida de funcion de
bZIP25 a través de un andlisis de expresion global, Esto nos permite encontrar nuevos
genes de trafico que estarian siendo regulados por bZIP25 asi como otros genes que
estarian relacionados con otros procesos biologicos. E! andlisis de expresion global fue
realizado utilizando la linea bzip25-2 y plantas silvestres (Col-0) en condicién control y
al alterar vias de tréfico farmacolégicamente utilizando BFA. Como ha sido mencionado
anteriormente, BFA es una droga que inhibe vias relacionadas con procesos
endociticos y secretorios (Figura 1), lo que nos entrega informacion acerca de la
participacién de bZIP25 en la regulacién de ambas rutas. El andlisis de expresion
global se realizé mediante secuenciacién masiva de RNA (RNAseq) utilizando plantas
de 10 dias de la linea mutante bzip25-2 y de la linea silvestre (Col-0) tratadas durante
5 horas con BFA (50 pM BFA) y en condiciones control (volumen equivalente del
solvente, EtOH). Este estudio de expresion global fue realizado en la University of
California, Riverside (USA) en el Center of Plant Cell Biology, a traves de una
colaboracion con el Dr. Glenn Hicks. Con la informacion generada de la secuencia
masiva de RNA determinamos los cambios de expresion génica provocados por la
deficiencia de hZIP25 respecto a la planta silvestre en la condicién control asi como en

el tratamiento a BFA. Ademas, se determind la respuesta a la inhibicién mediada por
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BFA respecto al tratamiento control para cada uno de los dos genotipos, bzip25-2 y

silvestre.

El andlisis de expresion diferencial entre la linea bzip25-2 y la linea silvestre
obtenido de los datos de RNAseq, nos muestra que en la condicién control hay un total
de 182 genes diferencialmente expresados (Differentially expressed genes, DEG)
(Figura 26A, Tabla 2). Esto indica que por efecto de la deficiencia de bZIP25 se aitera
la expresion de 182 genes en comparacion con la planta silvestre: 97 de ellos (53.3%)
aumentan sus niveles de transcrito en la mutante deficiente de bZIP25 (DEGH+),
mientras que 85 (46.7%) disminuyen sus niveles de transcrito en esta mutante (DEG-)
(Figura 26A, Tabla 2). Estos datos pueden ser interpretados como que bZIP25 participa
en ia regulacién de estos 182 DEGs de manera directa o indirecta, a través de factores
de transcripcién que son regulados por bZIP25. En este contexto bZiP25 actuaria
como regulador negativo de los DEG+ y un regulador positivo de los DEG-. Sin
embargo, los cambios en la expresién de los niveles de transcritos de estos genes
puede ser efecto de mecanismos compensatorios frente a la deficiencia de bZIP25 que
estaria siendo ejercida por ofros factores de transcripcidbn no relacionados

necesariamente a la funcién regulatoria de bZIP25.

En nuestro laboratorio se ha realizado una compilacién de informacién respecto
a genes del genoma de Arabidopsis thaliana que nos permitié generar una lista
ampliada de genes de traficc que consiste en 520 genes de ftrafico (Urbina y
Norambuena, resultados no publicados). Este conjunto de genes de trafico
corresponde a mas del triple de genes comparado con los 133 genes presentes en la

etiqueta GO:0006886 Intraceliular protein transport de Gene Ontology
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Figura 26. Diagrama de Venn que muestra el sobrelapaliemto de los genes

diferencialmente expresados en las condiciones estudiadas en el analisis
transcriptémico global.

Se presenta esquematizado en diagramas de Venn el numero de genes
diferencialmente expresados (DEG) en las distintas condiciones analizadas en el
analisis transcriptomico global. Las condiciones analizadas comprenden plantas
silvestres (Col-0) y plantas bZIP25-2 tratadas con BFA 50 uM por 5 horas y
tratadas en condicién control. Se define DEG+ a aquellos DEG que aumentan el
nivel de transcrito en la condicién analizada, y DEG- a aquellos DEG que
disminuyen el nivel de transcrito en la condicién analizada. En A son mostrados el
total de los DEG obtenidos del analisis transcriptomico entre la linea bzip25-2 y la
linea silvestre tanto en la condicién control como en el tratamiento con BFA y el
numero de DEG que coinciden en ambos andlisis. En B son mostrados el total de
los DEG obtenidos del analisis transcriptémico al analizar el tratamiento con BFA
comparado con la condicién control en la linea bzip25-2 y en la linea silvestre, asi

como el nimero de DEG que coinciden en ambos andlisis.
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Tabla 3: Informacién de los DEG entre bzip25-2 y silvestres obtenidos mediante el
analisis transcriptémico.

En esta tabla se presenia el nimero de genes diferencialmente expresados
(DEG) entre la linea bzjp25-2 respecto a la linea silvestre en la condicién control y
en el tratamiento con BFA obtenidos del analisis de secuenciacion masiva de
RNA. El conjunto de DEG es clasificade como genes diferencialmente
expresados que presentan mayor nivel de transcrito en la linea bzip25-2 que en la
wt (DEG+) y genes diferencialmente expresados que presentan menor nivel de
transcrito en la linea bzip25-2 respecio a la silvestre (DEG-). Se indica el nimero
de DEG que presenta conexiones a bZIP25 en la Red Transcripcional, la Red de
Co-expresion y la Red Regulatoria. Ademas se muestra el nlimero de DEG que
son parte de nuestra lista curada de 520 genes del sistema de endomembrana.
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(http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/go.cgi), la cual fue utilizada como input

para construir la Red Regulatoria de Trafico (Objetivo 1). La lista curada fue utilizada
como input para reconstruir la Red Regulatoria de Trafico. La lista curada de los genes
de trafico asi como la nueva version de la red fue comparada con los datos obtenidos
del RNAseq donde se obtuvo que 2 genes de trafico son diferencialmente expresados
presentado mayores niveles de transcrito en la linea mutante bzip25-2 que en la linea
silvestre. Este analisis de RNAseq nos permitié identificar estos dos nuevos genes de
trafico que podrian estar siendo regulados por bZIP25. Estos genes de trafico codifican
a una proteina del tipo Rho GDP-dissociation inhibitor activity protein y una proteina de
la familia ENTH/VHS/GAT (Tabla 3). La funcién de estas proteinas no ha sido descrita
por ensayo directo, sin embargo, de acuerdo a su anotacion estos genes estan
asociados a la regulacién de la actividad de GTPasas monomericas involucradas en
trafico celular y a la interaccion con clatrina y/o fosfatidilinositol durante la formacion de
vesiculas, respectivamente. Estos genes podrian estar contribuyendo a la aceleracién
de la dinamica endocitica que estaria siendo regulada por bZIP25, a pesar que es
dificil determinar en qué vias de trafico participarian estas proteinas dado la funcién de

ellas no ha sido caracterizada.

Utilizando los criterios de construccién de la Red Regulatoria del Trafico se gener6 una
Red Regulatoria Global en la cual bZIP25 establece conexiones con 265 genes del
genoma de Arabidopsis thaliana. De estos genes conectados a bZIP25 uno de ellos
presenta una disminucion de los niveles de transcrito entre la mutante bzip25-2 y la
planta silvestre en la condiciéon control, correspondiente al 0,6% de los genes
conectados a bZIP25 en la Red Regulatoria Global (Tabla 3). Este gen corresponde al

locus AT1G23440, codifica a una peptidasa C15 y es considerado un buen candidato a
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ser regulado de manera positiva por bZIP25 (Tabla 4). Integrando la informacion
obtenida del RNAseq y la contenida en las redes de conectividad global encontramos
que 24 DEG (13.2% DEG) entre la linea mutante de bzip25-2 y |a linea silvestre en la
condicién control estan conectados a la Red Transcripcional y 3 DEG (1.6% DEG)

estan conectados a la Red de Co-expresion (Tabla 3).

En analisis de expresién diferencial enire bzip25-2 y la planta silvestre en el
tratamiento con BFA encontramos 259 DEG entre la planta deficiente de bZIP25
respecto a la linea silvestre en el tratamiento con BFA, de estos 158 DEG (61.4%) son
DEG+ y 100 (38.6%) son DEG- (Tabla 3, Figura 26A). Esto nos muestra que en
presencia de BFA se generan mayores diferencias de expresion entre la linea bzjp25-2
y la planta silvestre, sugiriendo la participaciéon de bZIP25 en la regulacién de la
respuesta a BFA. Por lo tanto, la mutante presenta una sensibilidad distinta a la droga
a nivel transcripcional, lo que sugiere que bZIP25 participaria de alguna forma en la
respuesta transcripcional a la droga inhibitoria de vias de tréfico BFA. Esta respuesta
transcripcional diferencial a BFA que se produce en la muiante bzjp25-2 se
correlaciona con la sensibilidad diferencial a BFA que presenta la mutante bzip25-2 a

nivel celular y fisioloégico (Figura 16 y 18).

Al analizar las conexiones que presentan los DEG entre bzip25-2 y la planta
silvestre en el fratamiento con BFA con las redes de interaccién (Objetivo 1),
encontramos que 61 DEG estan coneciados a la Red Transcripcional Global (23.6%),
12 DEG (4.6%) a la Red de Co-expresién Global y 6 DEG (2.3%) a la Red Regulatoria
Global (Tabla 2). Estos porcentajes son mayores a los observados en los DEG entre la
planta bzip25-2 y la planta silvestre en condicién control. Este aumento se concentra

en los DEG+ los que comresponden a un 61.4% de los DEG (Tabla 2), sugiriendo que




Tabla 4:
condiciones estudiadas en el analisis transcriptomico.

Informacién de algunos DEG destacados observados en las

Se indica el locus del gen diferencialmente expresado (DEG), una breve
descripcion del gen y la condicion en la que el gen es diferenciaimente
expresado. Se ufilizaran las siguientes abreviaciones para identificar las
condiciones analizadas: bZ/WT CTL cuando corresponde a un DEG entre la linea
mutante bzip25-2 y la linea silvestre en la condicion control, bZ/WT BFA cuando
corresponde a un DEG entre la linea mutante bzip25-2 y la linea silvestre en el
fratamienio con BFA, BFA/CTL bZ cuando corresponde a un DEG entre el
fratamiento con BFA y la condicion control que solo cambian en la planta bzip25-
2: BFA/CTL WT cuando es un DEG entre el tratamiento con BFA y la condicién
control que solo cambian en la planta silvestres y BFA/CTL cuando el DEG
observado enire el tratamiento con BFA y la condicién control cambia tanto en la
planta silvestre y como en la mutante bzip25-2. Ademas se indica con un sigo +
cuando el DEG esta conectado a la Red Transcripcional (RT), a la Red de Co-
expresion (RC), a la Red Regulatona Global (RRG) o si es un gen de frafico (GT).
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Locus Descripcion DEG RT Rc RRG GT
"AT1623440 _ _ pyogiutamyl peptidase Hike _ bZWTem  +  +_ +
"AT1G12070 Rho GDP-dissociation inhibitor activity protem _ bZMANT ctrl L *
“AT1G25240 ’:”""“ ENTHNHSIGAT family protein . bZWTctl T e
AT1G19180 _ jasmonate-zim-domain protein 1 _.DZAWNTBFA + +  +
TAT1G431 60 . related fo AP2 6 _ bZWTBFA _+ % ' 4 = ™

“Acyl-CoA N-acyltransferases (NAT)
AT2G32030 superfamily protein  bZWTBFA  + + +
'ATAG17490 ethylene responsive element binding factor 6__ bZIWT BFA . + ¥ 4+ *
AT5G27420 _____carbon/nifrogen insensitive 1 - _bZIWT BFA_ _+ # &%
 AT5G47230 - ethylene responsive element binding factor 5" _bZWTBFA - f_ﬂ + 4 4;; .
AT1G01700 __ RHO guanyl-nucleotide exchange factor2 ~  BFA/CTL bZ o +
_AT1602430 . ADP-ribosylation factor D1B _BFACTLBZ .. T %
“AT2G44690 _ _  Arabidopsis RAC-like 9 __BFA/CTLbBZ e
"ATAG28950 ,  RHO-related protein from plants 9 BFAICTLDZ ; + » R
_AT5G58430 exocyst subunit exo70 family protein B1 ~ BFA/CTL bZ e +
" AT5G13990 | exocyst subunit exo70 family proteinC2 _ BFA/CTLDZ , ¢ . " +
_‘A1i163334:0 ENTH/ANTHAVHS superfamlly protein "BFAICTLDZ +
AT3G55150 f exocyst subunit exo70 family protein Hi~~_ BFA/CTLBZ .~ 7 T+~
_AT2G22290 RAB GTPase homolog H1D " BFAICTLDZ T
AT1G25240 . ENTHNHS/GAT family protein BFAICTLBZ _ s
AT4G02650  ENTH/ANTH/VHS superfamily protein BFAICTL bz
_AT1 sgs1§u " secretion-associated RAS super family 1~ BFACTL  + , ¢ s
AT1G18830 TransducmN\lD4t;J) rr:;?r?bllke superfamily BFA/CTL N
AT5G05940 :~ ROP guanine nucleotide exchange factor5 | BFA/CTL 7~ 7 T4~
AT4G12120 Sec‘llmunc18 like (SM) proteins superfamily BFNCTL + +
“AT5G59730 _ exocyst subunit exo70 family protein H7 _BFACTL_ _+ T
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bZIP25 tendria un papel mas relevante en la regulacién negativa de la trasncripcion.
De estos 6 DEG+ estan conectados a la Red Regulatoria Global por lo que los
consideraremos como buenos genes candidatos a ser regulados negativamente por
bZIP25. Estos genes comresponden a los siguientes locus: AT1G19180, AT1G43160,
AT2G32030, AT4G17490, AT5G27420 y AT5G47230 (Breve descripcion funcional en
Tabla 4). En respuesta a BFA no se encontré ningiin DEG- entre bzip25-2 y |a linea
silvestre que esté presente en la Red Regulatoria Global. Por lo tanto dentro de este
grupo de genes no encontramos genes candidatos a ser regulados positivamente por
bZIP25, sugiriéndonos la relevancia de bZIP25 como un regulador transcripcional

negativo.

Interesantemente, en respuesta a la alteracién del trafico mediada por BFA se
observaron mayores diferencias en la respuesta transcripcional, donde 6 de los DEGs
(2,3% de los DEGs) estan conectado en la Red Regulatoria Global, mientras que en ia
condicion control solo 1 de los DEG esta conectado a esta red (0,6% de los DEGs).
Esto nos sugiere que bZIP25 estaria participando en la respuesta a BFA
probablemente como un regulador negativo, de tal forma que al no estar presente se
gatillaria una respuesta transcripcional mayor a la alteracion de las vias de trafico. Sin
embargo, no observamos expresion deferencial de genes de trafico en respuesta a
BFA entre Ia planta silvestre y la linea deficiente de bZIP25. En los anélisis de RT-
gPCR observamos que la linea deficiente de bZIP25, bzijp25-2, presenta mayores
niveles de franscrito de CLC2 y ARAS en el tratamiento con BFA (Figura 21D). Sin
embargo, el nivel de transcrito de este en la mutante bzjp25-2 y la linea siivesire no

presentd diferencias significativas en el analisis de RNAseq a pesar de que el valor
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promedio de ecturas fue mayor en la linea bzip25-2 (Tabla 5). Esto nos indica que si
bien la sensibilidad del RNAseq no permitid reproducir los resultados obtenidos
mediante RT-qPCR, si se mantuvo la tendencia sosteniendo los resultados

previamente obtenidos,

La informacion obtenida del RNAseq también nos permitié analizar los cambios
transcripcionales en la linea mutante de bzip25-2 y la linea silvestre (Col-0)
presentaron en respuesta al tfratamiento con BFA y de esta forma observar similitudes
y diferencias en la respuesta a BFA en la linea deficiente de bZIP25 y en la linea
silvestre. La planta silvestre en respuesta a BFA presenta 869 DEG (287 DEG+ y 582
DEG-, Figura 26B), mientras que la linea bzip25-2 presenta 816 DEG en respuesta a
BFA (232 DEG+ y 684 DEG-, Figura 65B). Analizamos las coincidencias y diferencias
en los DEG de la planta silvestre y bzip25-2 en respuesta a BFA. En este anélisis
encontramos 3 grupos de genes: DEG en respuesta a BFA presentes solo en la planta
silvestre (393 DEGs, Tabla 6); DEG en respuesta a BFA presentes Unicamente en la
planta bzip25-2 (440 DEG, Tabla 6); y DEG en respuesta a BFA presentes tanto en la
planta silvestre como en la planta bzip25-2 (476 DEG, Tabla 6). Estos Ultimos DEGs
cambian sus niveles de transcrito en respuesta a BFA a pesar de la deficiencia de
hZIP25, lo que indica que bZIP25 no estaria participando en la regulacién de estos
genes y que los cambios de los niveles de transcrito estos DEGs estarian siendo
regulados por ofros factores de transcripcion. Por ofra parte, la expresién de los otros
dos grupos de DEGs estaria siendo regulada, o por lo menos afectada, por la funcién
de bZIP25. Donde los DEG que solo cambian sus niveles de transcrito en la plantas
silvestres y no en la planta deficiente de bZIP25 indica que requeririan de la funcién de

bZIP25 para responder en el tratamiento con BFA sugiriendo que este factor de
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Tabla 5: Nivel de mRNA obtenido en el anilisis transcriptémico entre fa linea
bzip25-2 y la planta silvestre en la condicién control de los genes de trafico
conectados a bZIP25 en la Red Regulatoria del Trafico.

Se presenta una lista de los genes de trafico conectados a bZIP25 en la Red
Regulatoria del Trafico indicando su locus y nombre. Ademas se muestra el valor
correspondiente a la lectura normalizada promedio (RPKM) obtenida del andlisis
transcriptomico global realizado mediante RNAseq.

) s Nivel mMRNA

oeus en WT  bzip2s-2
AT3Go2460 - YPURab-GAP d°m:r'gt:;9yp1ps“pe”am"y | 941077133  9,93427926
_AT3G14080  EXO70D3 4,22400184 562036687
_AT3G22950 * " " "ARFC1 T 777 287785715 28,7315349
“AT3G6180  CLG3 816062762 _ 10,2608337
"AT3G54840  ARAG 342476198 36,024066
x:rr_sie"sifziibw o AGDS - 27,1440946  20,5286432
AT5G43900 ~ MYOSINXII ¥ 820311302 9,16585102
AT5G61530 "Rho-GAP family protein ____~ 25,0376093 _24,2559886
_AT5G4T200 7 RabD2b T i gr973867  88,5422131
'AT5G52210  ARFikeGTPasefamily  14,2212358  11,2802000
"AT5GE3880  VPS20, ESCRTIl protein complex _ 13,8052379  11,6592673 _
AT3G09740 ‘SYP71 558781545  51,556465

AT3G52400 _ _SYP122 359576066 , 43,1806764
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transcripcién estaria participando en la respuesta de estos genes a BFA, mientras que
los DEG que solo cambian en la mutante bzip25-2 dependen de la perdida de funcién
de bZIP25 para responder a esta droga. De esta forma estos dos grupos de genes

cobran relevancia para analizar [a funcién de bZIP25.

Los DEGs que responden a BFA solo en [a linea bzip25-2 se dividen en 101
DEG {23% de los DEGs) y 339 DEG- (77% de los DEGs) (Tabla 8), mientras que en
los DEG solo de las plantas silvestres hay 156 DEG+ (39.7%) y 237 DEG- (60,3%)
(Tabla 6). Este andlisis nos muestra que el porcentaje de DEG+ es mayor para en la
planta silvestre, mientras que el porcentaje de DEG- es mayor en la linea bzip25-2. Los
DEG+ obtenidos solo en Ia planta silvestre corresponderia a genes que aumentan sus
niveles de transcrito en el fratamiento con BFA en la planta silvestre y no cambian sus
niveles en la planta bzip25-2, por lo tanto requieren de bZIP25 para aumentar los
niveles de transcrito participando de manera directa o indirecta como un regulador
positivo de estos genes en respuesia a BFA. Por otra parte, los DEG- que solo
disminuyen sus niveles de franscrito en la linea bzip25-2 dependen de la ausencia de
bZIP25 para responder a BFA, por lo que bZIP25 también actuaria como un regulador
positivo de estos, probablemente manteniendo los niveles basales de transcrito. Por
otra parte, la mayor incidencia de DEG+ en respuesta a BFA en [a linea deficiente de
bZIP25 indica la relevancia que este factor tiene como un regulador negativo de estos
genes de tal forma que al no estar presente es posible la induccion de estos genes en
respuesta a BFA. Esto es concordante con lo observado en los andlisis de

transcripcion global descrito anteriormente.

En cuanto a las conexiones de los DEG que cambian sus niveles de transcrito en

respuesta a BFA solo en la linea silvestre o en la linea bzip25-2 con las redes de
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Tabla 6: Informacion de los DEG entre en tratamiento con BFA y la condicién control de la planta silvestre y la linea
bzip25-2 obtenidos mediante el andlisis transcriptémico.

En esta tabla se presenta el nimero de genes diferencialmente expresados (DEG) entre el tratamiento con BFA (50 uM, 5
horas incubacion) y condicion control realizados sobre plantas silvestre (Col-0) y la linea bzip25-2 obtenidos del analisis de
secuenciacion masiva de RNA. El conjunto de DEG es clasificado como genes diferencialmente expresados que presentan
mayor nivel de transcrito en el tratamiento con BFA que en la condicion control (DEG+) y los genes diferencialmente
expresados que presentan menor nivel de transcrito en el tratamiento con BFA que en la condicion control (DEG-). A su vez
estos grupos de DEG son subdivididos de acuerdo si cambian en Col-0, solo en bzip25-2 o si cambian tanto en Col-0 como
en bzip25-2 (ambos). Se indica el nimero de DEG que presenta conexiones a bZIP25 en la Red Transcripcional, la Red de
Co-expresién y la Red Regulatoria. Ademas se muestra el nimero de DEG que son parte de nuestra lista curada de 520
genes del sistema de endomembrana.
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interaccion encontramos proporciones similares de DEG conectados a la Red
Transcripcional v a la Red de Co-expresién (Tabla 4). Interesantemente la mayor
proporcion de DEG que codifican para genes de tréafico esta entre los DEG que solo
cambian en la linea bzip25-2, correspondiente a 11 genes (2.5% de los DEG; 4 DEG+
y 7 DEG-), mientras no se encontraron genes de trafico que cambiaran sus niveles de
transcrito (nicamente en la planta silvestre, indicando que la ausencia de bZIP25
permite provocar mas cambios en los niveles de transcrito de genes de trafico. (Tabla
4), Mientras que en los DEG que cambian sus niveles de franscrito tanto en la planta
silvestre como en la linea deficiente de bZIP25 se encontraron 5 genes de trafico,
correspondiente al 1.1% de estos DEG (1 DEG+ y 4 DEG-, Tabla 3). Esta proporcion
menor de genes de tréfico indica que los cambio independiente de la presencia bZIP25
son menores que los cambio que ocurren en la ausencia de bZIP25, sugiriendo la
relevancia de la funcidén de bZIP25 en la regulaciéon de la expresion de los genes de
tréafico. Por lo tanto, la deficiencia de bZIP25 permite generar cambios
transcripcionales de genes de trafico en respuesta a BFA, que no ocurren en la planta
silvestre, indicando que bZIP25 esta participando en la regulacion de la transcripcion

de los genes de trafico.

Entre los genes de trafico diferencialmente expresados solo en la linea bzijp25-2
hay 7 genes disminuyen sus niveles de transcrito, sugiriendo que bZIP25 estaria
regulado de manera positiva estos genes. Por ofra parte, este factor de transcripcion
participaria en la regulacidén negativa de los otros 4 genes de trafico que aumentan sus
niveles de transcrito en esta linea mutante. Los 7 genes de trafico que disminuyen sus
niveles de tfranscrito solo en la mutante bzip25-2 codifican para proteinas de la

superfamilia ENTH/ANTH/VHS (AT1G33340, AT1G25240 y AT4G02650), 3 codifican a
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proteinas de la familia exocyst subunit exo70 (AT5G58430, AT5G13990 vy
AT3G55150), y uno a RAB GTPase homolog H1D (AT2G22290) (Tabla 4). Por otra
parte, los 4 genes de trafico que aumentan los niveles de transcrito solo en la linea
bzip25-2 codifican a GTPasas monomericas y reguladoras de estas: RHO-related
protein from plants 9, RHO guanyl-nucleotide exchange factor 2 Arabidopsis RAC-like 9
y ADP-ribosylation factor D1B, correspondiente a los loci AT1G01700, AT1G02430,
AT2G44690 y AT4G28950, respectivamente (Tabla 4). Es interesante que dentro de
este grupo de genes estan presentes varios genes que codifican para GTPasas
monomeéricas y proteinas reguladoras de estas, ya que este tipo de proteinas ha sido
descrita como moduladores claves del trafico vesicular de proteinas a través del
sistema de endomembrana a través de la ruta endocitica y también de la ruta
secretoria (Pizarro & Norambuena, 2014). Por lo tanto, cambios en los niveles de
transcritos de estos genes de ftrafico podrian estar involucrados en la distinta
sensibilidad y resistencia que presenta la linea deficiente de bZIP25 a nivel celular y

fisiolégico a BFA (Figura 16 y 18).

Adicionalmente, realizamos un analisis de sobre-representacion de etiquetas en
los DEG obtenidos en cada uno de los analisis anteriores utilizando la herramienta
Functional Distnibution of gene list del sitio web del Institute of Bioinformatics and

System Biology MIPS del HelmholtzZentrum-Miinchen (http://mips.helmholtz-

muenchen.de/proj/funcatDB/) cuyos resultados son presentados en la tabla 7 y 8. Solo

en el conjunto de DEG obtenidos en respuesta a BFA que cambiaron sus niveles de
transcrito unicamente en mutante bzip25-2 se encuentra sobre-representada las
etiquetas “export and secretion vesicular’, “vesicle docking celular’, “cellular export” y

“exocytosis”. Esta etiqueta no aparece sobre-representada en ninguno de los otros
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grupos de DEG dando soporte a la evidencia que indica la participaciéon de bZIP25 en
la regulacion del trafico de proteinas a través del sistema de endomembrana. Las
etiquetas con mayores indices de sobre-representacién en los DEG entre la linea
bzip25-2 y la linea silvestre en la condicion control son ‘regulafor of G-protein
signaling®, “mRNA editing” y “nitrate fransport” (Tabla 7), entre estas es interesante la
aparicion de la etiqueta “regulator of G-protein signaling” ya que esta efiqueta incluye a
GTPasas monomeéricas como las proteinas, Arf/Sar1 y Rabs, y sus reguladores GEFs y
GAPs. Los DEG encontrados entre la linea mutante bzip25-2 y la planta silvestre en el
tratamiento con BFA se encontrd que las etiquetas mas sobre-representadas son
“biosynthesis of asparagine/phenyalaninefiyrosine”, “siderophore-iron ftransport’ y
‘induction of apoptosis”. En base a estos resultados se sugiere que bzip25-2 podria
estar relacionado con la regulacién de estos 6 procesos, puesto que la pérdida de
funcion de bZIP25 provoca una alteracién en la transcripcién de genes involucrados

con estos procesos en los fratamientos analizados.

En respuesta a BFA ocurren cambios en los niveles de transcrito que son
comunes en la planta silvestre y en la mutante bzjp25-2, Estos DEG tienen sobre-
representadas las etiquetas "mechanical stimulus perception and response”, “nitrate
transport” y “sulfate/sulfite transport”, y por lo tanto constituyen procesos biolégicos que
son parte de la respuesta a BFA que no depende de la presencia o ausencia de
bZIP25. Por otra parte, ios DEG que fueron encontrados en la respuesta a BFA solo en
la planta silvestre requeririan de la presencia de bZIP25 para que su transcripcion sea
modificada. Las etiqueta con mayores indices de sobre-representacion en este grupo

de DEG son “degradation of prolineflyrosine”, ‘receptor binding” y “diterpenes

metabolism”. En contraste, los DEG que fueron enconirados en la respuesta a BFA




Tabla 7: Resumen de las etiquetas Gene Ontology méas sobre-representadas
entre los DEG de las condiciones analizadas en el analisis transcriptémico.

Se realizdé un analisis de enriquecimiento de etiquetas utilizando la herramienta
Functional Distribution of gene list del sitio web del Institute of Bioinformatics and
System Biology MIPS del HelmholtzZentrum-Miinchen (htip://mips.helmholiz-

muenchen.de/proj/funcatDB/). Se muestran las 3 etiquetas mas sobre-

representadas de los DEG de las distintas condiciones estudiadas en el analisis
de secuenciacion masiva de RNA. Se utilizaran las siguientes abreviaciones para
identificar los distintos DEG: bZ/WT CTL cuando corresponde a un DEG entre la
linea mutante bzip25-2 y la linea silvestre en la condicién control, bZ/WT BFA
cuando corresponde a un DEG entre la linea mutante bzip25-2 y la linea silvestre
en el tratemiento con BFA, BFA/CTL bZ cuando corresponde a un DEG entre el
tratamiento con BFA y la condicién control que solo cambian en la planta bzip25-
2: BFA/CTL Wt cuando es un DEG entre el tratamiento con BFA y la condicién
control que solo cambian en la planta silvestres y BFA/CTL cuando el DEG
observado entre el tratamiento con BFA y la condicién control cambia tanto en la
planta silvestre y como en la mutante bzip25-2.

DEG entre Etiquetas mds sobre-representadas
regulator of G-protein signaling
bZWT CTL mRNA editing

nitrate transport
biosynthesis of asparagine/phenyalanine/tyrosine

bZWT BFA siderophore-iron transport
induction of apoptosis
rRNA synthesis
BFA/CTL bZ detoxification by modification

nitrate transport
degradation of proline/tyrosine
BFA/CTL Wt receptor binding
diterpenes metabolism
mechanical stimulus perception and response
BFA/CTL nitrate transport
sulfate/sulfite transport

144




145

tinicamente en la linea mutante necesitaria de la ausencia de bZIP25 para que ocurra
el cambio en los niveles de transcrito. En este caso el analisis de sobre-representacion
de etiquetas muestra que las mdas sobre-representadas son “rRNA synthesis”,
“detoxification by modification” y “nitrate transport”. La aparicion de la efiqueta
“*detoxification by modification” es interesante ya que esta funcion bioldgica podria tener

relacién con la sensibilidad diferencial a BFA que presenta la linea mutante bzip25-2.

En base a estos resultados obtenidos del analisis transcriptomico observamos
que bZIP25 seria importante para la regulacién de otros genes de trafico como lo indica
el aumento del nivel de transcrito del regulador de GTPasa monomperica de tipo Rho
GDP-dissociation inhibitor activity protein y una proteina epsina de la familia
ENTH/VHS/GAT en la mutante deficiente de bZIP2 comparado con la planta silvestre
en la condicion control. Ademas encontramoes que en respuesta a BFA hay un cambio
de los niveles de transcrito de 11 genes de trafico que Unicamente ocurre en la linea
mutante bzip25-2. Este resultado acompaiiado con la presencia de la efiquetas vesicle
docking, vesicle fusion y vesicular cellular export sobre-representada en el analisis de
sobre-representacion de los DEG en respuesta a BFA que solo cambian en la mutante
deficiente de bZIP25 apoyan la hipbtesis que indica que bZIP25 participa en la

regulacion del trafico, mediante la regulacién de la expresion de genes de trafico.




4. DISCUSION

Capacidad predictiva de la Red Regulatoria del Tréfico

En esta tesis se logré comprobar que uno de los factores de transcripcion
altamente conectados en la Red Regulatoria del Trafico es capaz de reguiar
negativamente ciertas vias de tréfico, particularmente vias endociticas. En este
contexto en esta tesis se describe la participacion de bZIP25 como un regulador
negativo de la ruta endocitica, donde bZIP25 esta involucrado en la regulacion de la
endocitosis desde la membrana plasmatica a endosomas y de compartimentos
endosomales a la vacuola. Adicionalmente, utilizando criterios de seleccién basados en
la conectividad a las redes descritas en el objetivo 1 de los factores de transcripcion de
la Red Regulatoria del Trafico se identificd a bZIP28 como un buen candidato a regular
el trafico de proteinas a través del sistema de endomembrana. bZIP28 ha sido
previamente descrito como un regulador de la respuesta a estrés de reticulo
endoplasmatico, donde es regulada la expresion de genes de trafico secretorio, tal
como SARA1, y de esta forma se podria estar regulando la ruta secretoria (Hayashi et
al, 2013). Esto nos muestra que la Red Regulatoria del trafico y nuestros criterios de
seleccién son capaces de identificar factores de transcripcion involucrados en este

proceso.
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Por ofra parte, NAC017 y NTL9, dos de los ofros factores de transcripcion de la
Red Regulatoria del Tréfico que fueron seleccionados como candidatos a regular el
trafico de proteinas, utilizando los criterios de seleccién descritos en el Objetivo 1,
también cumplen un papel en la regulacién del tréfico endocitico. Esto se concluye a
partir de los resultados del Seminario de Titulo de la alumna de Ingenieria en
Biotecnologia Molecular Claudia Gonzélez en nuestro laboratorio. En esta tesis se
estudio la endocitosis de la membrana plasmatica marcada con el trazador FM4-64 en
dos alelos mutantes de cada uno de estos factores de transcripcién, NACO17 y NTLS,
observando la alteracién de ruta endocitica, particularmente el trafico a vacuola desde
endosomas. NACO017 participaria en la regulacién de esta via como un regulador
negativo, mientras NTL® actuaria como un regulador positivo de la via. De esta forma,
la seleccion utilizando los criterios descritos en el objetivo 1 y estudio de los factores de
transcirpcion bZIP25, NAC017, NTL9 y bZIP28 (Liu et al., 2007), nos muestra que la
Red Regulatoria del Trafico es una poderosa herramienta para la identificacion de

factores de transcripcién relevantes en la regulacion del trafico de proteinas a través

del sistema de endomembrana. Con lo que ha sido posible identificar los primeros
reguladores de la ruta endocitica hasta la fecha dando relevancia a la linea de
i investigacion que esta tesis comienza, asi como al poder predictivo que la biologia de

sistemas tiene al abordar sistemas esenciales como es el tréfico de proteinas.

La Red Regulatoria del Trafico predice 13 genes de trafico como putativos
blancos de bZIP25 (Tabla 7). Se determinaron los niveles de transcrito de tres de ellos,
donde se observd que los niveles de ARA6 aumentan, mientras de SYP122 y SYP71
presenta una tendencia al alza, presentando un p-value mayor a 0,05 y menora 0,1, a

pesar que el cambic no es significativo (Figura 20). Esto nos muestra que la Red

O
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Regulatoria del tréfico si tiene una capacidad predictiva de los genes blancos, aun
considerando que los cambios de los niveles de transcrito no fueron drasticos. El nivel
de cambio de los niveles de transcritc puede explicar que en los resultados de
secuenciacion masiva no fueron detectados pese a que se observd un cambio en el
nimero de lecturas en [a mayoria de ellos (Tabla 7). Adicionalmente, el analisis
transcriptémico global identificd 2 genes de trafico que no estan conectados a bZIP25
en la Red Transcripcional pero que aumentan sus niveles de transcritos en la mutante
deficiente de bZIP25. Estos comresponden a los genes AT1G25240 y AT1G12070, los
cuales codifican a una proteina de la familia ENTH/NVHS/GAT y a una proteina
inhibitoria de la disociacion de guanosina nucleétido (GDIl, Guanosine nucleotide
dissociation inhibitors) de Rho {(www.arabdopsis.org). El que estos genes estén siendo
regulados por bZIP25 pese a no estar conectados a esta factor en la Red Regulatoria
puede ser efecto de que la regulacién sea indirecta, mediada por otro factor de
franscripcion cuyos niveles de transcritos dependan de bZIP25. Otra alternativa es que
estos genes pueden estar siendo regulados por bZIP25 a fravés de un sitio de union
secundario de bZIP25, como ha sido descrito para diversos factores de transcripcion
de Arabidopsis thaliana (Franco-Zomilla et al., 2014). Interesantemente, los genes de
tréfico analizados como SAR7TA y CLC2, los cuales presentaron cambios de sus
niveles de transcrito en la linea deficiente de bZIP25, bzip25-2, estdn conectados a
bZIP25 en la Red Transcripcional. Estos resultados apoyan la capacidad de las redes
de conectividad utilizadas en esta tesis, particularmente la Red Regulatoria del Tréfico
para predecir genes blanco de bZIP25 tales como ARAG, SYP122, CLC2 y SARA1A.
Sin embargo, esta capacidad tiene limitaciones como lo muestra el andlisis de los
niveles de transcrito de otros genes conectados a bZIP25 como son SYP133, VPS26 'y

SYP71. Es importante considerar que bZIP25 puede estar regulando la expresion de
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estos genes de tréfico en otros tejidos o estadios de desarrollo o en respuestia a
estimulos que requieren de la activacion o inhibicidon de vias de trafico particulares,
como ocurre con otros genes de trafico en respuesia a estrés salino y patégenos
(Pizarro & Norambuena, 2014). Ademéas, no podemos descartar la participacion de otro

factor de de transcripcion que tenga una funcion redundante respecto a bZIP25.

Es interesante destacar [a eficacia de una aproximacién basada en biologia de
sistemas para identificar componentes claves de procesos bioldgicos complsjos, como
son los reguladores transcripcionales. Este tipo de aproximacién ha sido utilizada
exitosamente para la identificacién de factores de transcripcion y otros componentes
claves en modelos animales y también en plantas (Thum et al., 2008; Sardiello et al.,

2009; Canales et al,, 2014; Chen et al., 2014; You et al., 2014).

Rol de bZIP25 en la regulacién de la morfologfa del reticulo endoplasmatico y la

vacuola.

Los analisis suguieren que bZIP25 tiene un rol en la regulacién de la morfologia
del reticulo endoplasmico (Figura 27). En los analisis transcriptomicos realizados no se
encontré6 ningin gen diferencialmenie expresado cuyo producto génico esté
directamente involucrado en ia modulacibn de la arquitectura del reticulo
endoplasmatico como son las proteinas reticulon, atlasting, entre otras (Sparkes et al.,
2009b). Sin embargo, se encontré que el gen AT1G59910 que codifica a una proteina
de unién a actina del tipo FH2 (formin homology 2) se expresa en mayor nivel en la
linea deficiente de bZIP25 que en la planta silvestre. Los cambios de los niveles de
transcrito de este gen pueden tener relacion con la regulaciéon de la arquitectura del

reticulo endoplasmatico. , Por otra parte, la mutante deficiente de bZIP25 presenta
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disminuidos los niveles de transcrito de dos genes secretorios, BiP3 y SARA 1A, cuyos
productos génicos se localizan en el reticulo endoplasmatico, BiP3 participa
directamente en el proceso de plegamiento de proteinas, por lo que una disminucion
de BiP3 podria provocar una sobrecarga de proteinas mal plegadas Y con esto estrés
de retfculo endoplasmatico. Por ofra parte, SARA1A participa en el trafico de vesiculas
desde el reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi, por lo que la disminucién de sy
expresiéon tambien podria Provocar estrés de reticulo y con esto, un cambio en la

mofelogia de este compartimento.

Adicionalmente, bz)P25 también esta involucrado en la reguiacion de |a
morfologia de la vacuola, en los analisis de niveles de transcrito no encontramos genes
que tengan alterados los niveles de transcrito en Ia linea defi:ciente de bZIP25 que
estén directamente involucrados en la determiacién de la morfologia de la vacuoia. Sin
embargo, esto puede ser un efecto tanto de la regulacién de Ia endocitosis mediada
por bZIP25 como del ro} que tendria este factor de transcripcién en la regulacion de [a

expresion de genes endociticos, como del gen FH2.

El factor de transcripcién bZIP25; un regulador negativo de Ia ruta endocitica.

Nuestros analisis muestran que la deficiencia de bZzIP25 provoca una
aceleracion de la endocitosis y el tréfico a vacuola que es revertida e incluso inhibida al
restablecer la expresién de bZIP25 de manera constitutiva. Esto confirma que el
defecto de la mutante bzip25-2 fue causado por la pérdida de funcion de esta proteina,
lo que indica a bZIP25 como un regulador negativo del trafico a través de la ruta
endocitica en células de Ia rajz de Arabidopsis thaliana. En concordancia con esto

bZIP25 es un factor de transcripcién que se expresa a nivel basal en practicamente
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todos los tejidos de la planta y durante las distintas etapas del desarrolio, presentando
una mayor expresién en el tallo, raiz, flor, carpelo y polen, por lo que podria participar
en la regulacion del tréfico a través de la ruta endocitica en la planta completa

(Weltmeier et al., 2009).

bZIP25 es un factor de transcripcién capaz de unirse con el sitic de unidn
CACGTG presente en los promotores de los genes Af2S7, CRU3 y SDH2-3 (Lara et
al,, 2003; Roschzttardtz et al., 2009). Este sitio de unidn es el que estaria presente en
Ja base de datos utilizada para la generacion de la Red Transcripcional, y por lo tanto,
en los genes de tréfico conectados a bZIP25 en esta red y en la Red Regulatoria del
Trafico. De esta forma, bZIP25 podria regular la expresion de genes que poseen en su
promotor este sitio de union canénico como lo son los genes ARA6, SYP122y CLC2.
Sin embargo, es importante considerar que la mayoria de los factores de transcripcion
pueden interactuar con de sitios unién secundarios, de tal forma que bZIP25 podria
regular otros genes blanco a través de algin sitios de unién secundario, tal como ha
sido descrito para diversos factores de transcripcion de Arabidopsis thaliana {Franco-
Zorilla et al., 2014). Por lo que una importante proyeccién de esta tesis es buscar el o
los sitio/s consenso presente en los genes diferencialmente expresados obtenidos en
el andlisis transcriptémico global para luego corroborarlo mediante un ensayc de
movilidad electroforética (EMSA) o de inmunoprecipitacion de cromatina (ChiP).
Considerando que los factores de transcripcion del tipo bZIP funcionan como homo o
heterodimeros (Jakobi et al., 2002) es importante conocer que factor de transcripcion
es la pareja de bZIP25 para la regulacion de los genes de trafico, si es que este fuera
el caso. Se ha descrito que bZIP25 perienece al grupo C de los faciores de

transcripcion y como los otros factores de transcripcion de este grupo puede formar
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heterodimeros con los factores de transcripcion bZIP del grupo $1 (.jakobi et al., 2002).
Particularmente, bZIP25 es capaz de formar heterodimeros con todos los factores de
transcripcion del grupo S1: bZIP 1, 2, 11, 44 y 53, y con el factor de transcripcién ABI3
(Lara et al., 2003; Ehlert et al, 2008). Respecto a la capacidad de bZIP25 para activar
la transcripcion se ha descrito que presenta una moderada/baja fuerza para activar la
transcripcion en un sistema reportero como homodimero, sin embargo cuando forma
heterodimero con algunos de ios factores de transcripcion del grupo S1 aumenta su

capacidad drasticamente (Lara et al., 2003; Ehlert et al., 2006; Weltmeier et al., 2006).

Nuestros ensayos no permiten determinar si esta regulacién es directa o
indirecta. Este es un importante punto a dilucidar, considerando que de ser directa es
necesario determinar al sitio de unién de bZIP25 a través del cual bZIP25 regula a los
genes de trafico asi como el factor de transcripcién con el cual forma el heterodimero
para dicha regulacion. De ser indirecta es importante determinar qué factores de
transcripcion regulados por bZIP25 podrian estar regulando de manera directa los

genes de trafico.

En el andlisis transcriptémico global observamos que MYB51, SQUAMOSA
PROMOTER-BINDING PROTEIN LIKE 13, ATBS1 INTERACTING FACTOR 2,
PHYTOCHROME-INTERACTING FACTOR 6, AGAMOUS LIKE 44 y WUSCHEL
RELATED HOMEOBOX 9A aumentan sus niveles de transcrito en la mutante
deficiente de bZIP25. Estos factores de franscripcién podrian regular la expresion de
los genes de trafico de manera directa, participando asi en la regulacién de la
expresion de genes de trafico mediada por bZIP25 de manera indirecta. Sin embargo,

el como se ve afectada la expresion de genes de trafico, y su efecto en las vias de
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trafico, en mutantes de estos factores de transcripcidn no ha sido descrito en la

actualidad.

Es importante destacar que hasta la fecha no se ha asociado a bZIP25 como
regulador de algln proceso biologico. Nuestra aproximacién que estudia a nivel sub-
celular la funcién de bZiP25 ha permitido otorgarle una funcién como un regulador
negativo del tréfico endocitico. Esto es aun mas interesante si consideramos que es el
primer factor de franscripcion descrito en plantas que es capaz de regular el
funcionamiento de la ruta endocitica. Se han descrito dos factores de transcripcion
involucrados en la regulacién de la expresién de genes de frafico. El factor de
transcripcion de Medicago {truncatula llamado “Regulator of Symbiosome
Differentiation” regula de manera directa a un gen de trafico que codifica para la
proteina SNARE VAP721 (Sinharoy et al., 2013). Sin embargo, el efecto que tiene esta
regulacidn sobre el sistema de endomembrana no ha sido descrito. Por otra parte,
R1R2R3-Myb1/4 son factores de franscripcion que dirigen Ia expresion de la t-SNARE
KNOLLE durante el ciclo celular, por lo que mutantes con pérdida de funcién de estos
factores de transcripcién presentan un fenotipo similar al de la mutante con pérdida de

funcion de KNOLLE (Haga et al., 2007).

Relacién entre la requlacidn negativa de la endocitosis y cambios de los niveles de

transcrito de genes endociticos mediada por bZIP25.

Para considerar a bZIP25 como un regulador transcripcional de la ruta
endocitica es necesario que existan genes de trafico que sean genes blancos de

regulacién transcripcional mediada por bZIP25. En este contexto, en esta tesis se

encontré que los genes CLC2, ARA6 y SYP122 son posibles blancos regulados por
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bZIP25 que estan relacionados con la endocitosis y el trafico a vacuola. Estos genes
aumentan sus niveles de transcrito en la mutante deficiente de bZiP25 lo cual

concuerda con el rol como regulador negativo propuesto para bZIP25 (Figura 27).

CLC2 cadifica a una cadena liviana de clatrina cuya funcién como componente
de la maquinaria de trafico endocitico desde membrana plasmatica a endosomas ha
sido demostrada en plantas a través del estudio de mutantes de pérdida de funcién
(Wang et al., 2013). Estas mutantes presentan una disminucion de la endocitosis de
proteinas desde la membrana plasmatica a compartimentos endosomales. De manera
consistente se ha descrito en un modelo animal que existe una cormrelacién directa
entre la concentracion de la cadena liviana de Clatrina y la tasa endocitica (Moskowitz
et al., 2005). Estas evidencias en conjunto nos permiten explicar como la regulacion
negativa de la expresién de CLC2 mediada por bZIP25 permitiria regular la endocitosis
de componentes desde la membrana plasmatica a compartimentos endosomales
(Figura 27). La deficiencia de bZIP25 provoca un aumento de los niveles de CLC2 y
muy probablemente de su producto proteico, lo cual tendria como efecto un aumento
de la endocitosis de componentes de la membrana plasmatica como fue observado en
la mutante bzjp25-2. Por otra parte, ARAG es una GTPasa del tipo Rab5 involucrada en
el trafico desde endosoma tardio o MVB/PVC a membrana plasmatica a través de la
interaccion con SYP121 y VAMP727 pariicipa y permite el reciclaje de componentes de
trafico a la membrana (Ebine et al., 2011). Por lo tanto, el aumento de la expresion de
ARAG en la deficiencia de bZIP25 permitiria incrementar el reciclaje de componentes
de la maquinaria de fréfico lo que a su vez posibilitaria sostener la endocitosis
acelerada desde membrana plasmatica a endosomas que la mutante deficiente de

bZIP25 presenta y aumentar el flujo a través de la ruta endocitica (Figura 27). De




155

manera similar, SYP122 es una t-SNARE de membrana plasmatica asociada al trafico
de reciclaje desde endosomas a membrana plasmatica por lo que su funcion en la ruta
endocitica seria restablecer la localizacion de componentes de la maquinaria
endocitica en la membrana plasmatica a través de la interaccién con VAMP721 (Figura

27) (Kato y Bai et al., 2010; Tyrrell et al., 2007).

Como fue mencionade anteriormente, el analisis transcriptomico global mostré
que aumenta el nivel de transcritos del gen AT1G25240, el cual codifica para una
proteina ENTH/VHS/GAT anotada en la base de datos TAIR como una proteina de
cubierta de interaccion a clatrina y a membrana. En base a esta anotacién sugerimos
que el gen codificado en el locus AT1G25240 es otro componente la maquinaria del
trafico de la ruta endocitica que es regulado por bZIP25 y que permite modificar el
trafico desde membrana plasmatica a vacuola, como ei observado en la mutante
deficiente de bZIP25 (Figura 27). El gen codificado en el locus AT1G12070, el cual
codifica a una proteina GDI de Rho y presenta mayores niveles de transcritos en la
mutante deficiente de bZIP25, tiene una funcidén asociada a la organizacion de los
filamentos de actina segun su anotacién en ia base de datos TAIR. Puesto que los
filamentos de actina son necesarios para el frafico celular tanto de la ruta secretoria
como endocitica no es posible asociar los cambios de los niveles de transcrito de gen
AT1G12070 a una via de trafico particular, sino mas bien podria ser un efecto general
en el trafico de componentes celulares. Se ha mostrado farmacolégica y genéticamente
que alteraciones en el citoesqueleto pueden causar diversos grados de severidad en
los fenotipos celulares y de organismos completos. Por ellos es altamente probable
que el impacto en el citoesqueleto de actina debido a la deficiencia de bZIP25 sea poco

severa.
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Por lo tanto, observamos coherencia en la funcién de los productos génicos de
los genes que presentan un aumento de los niveles de transcrito como ARAS, CLC2,
SYP122 y AT1G25240 y la aceleracion de la endocitosis y del trafico a vacuola en la
linea deficiente de bZIP25, dando soporte al rol como regulador negativo directo o

indirecto del trafico a través de la ruta endocitica de bZIP25.

Adicionalmente, bZiP25 también participaria en |la regulacion de genes de
trafico involucrados en la ruta secretoria como SARATA, BiP3y SYP71. Se ha descrito
que la GTPasa monomérica SARA1A se localiza en los sitios de exportacidn a reticulo
endoplasmatico y participaria en el trafico de proteinas desde este compartimento al
aparato de Golgi (Hanton et al., 2008). Por lo tanto un aumento de los niveles de
transcrito de SARA 1A, y consecuente aumento de niveles de proteinas, podria facilitar
la formacion de vesicular cargadas con proteinas y de esta forma el flujo. Por ofra
parte, SYP71 ha sido descrita como una t-SNARE de reticulo endoplasmaético que
participaria en la recepcién de vesiculas provenientes desde el Aparato de Golgi
(Moreau et al., 2007). De esta forma SYP71 participaria en el trafico refrégrado desde
el aparato de Golgi a reticulo endoplasmatico, lo cual es necesario para la
relocalizacién en el reticulo endoplasmatico de la maquinaria de trafico involucrada en
el trafico desde reticulo endoplasmatico a aparato de Golgi. Respecto a BiP3 es una
proteina chaperona del sistema de endomembrana que participa en plegamiento de
proteinas, y ademas forma parte de los componentes de sefalizacion del estrés de
reticulo endoplasmatico. Si bien BiP3 no corresponde directamente a un componente
de la maquinaria de trafico es una proteina importante para el funcionamiento del
sistema de endomembrana, particularmente del reticulo endoplasmatico (Srivastava et

al., 2013). El efecto que la regulacion de BiP3 tendria sobre el trafico a fravés de la
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ruta secretoria no ha sido determinado. Sin embargo la mutante deficiente de bZIP25
presenta una alteracién en la morfologia del reticulo endoplasmatico lo que nos

entrega indicios acerca del posible rol de bZIP25 en la regulacién de la ruta secretoria.

Interesantemente, se ha descrito que SYP71 presentaria una localizacion duai y
una funcién de {-SNARE en la membrana plasmatica participando en la recepcion de
vesiculas provenientes desde endosomas como EE/TGN (Suwastika et al., 2008;
Tyrrell et al., 2007). Por lo tanto, SYP71 en la membrana plasmatica podria permitir el
restablecimientc de la maquinaria de trafico endocitico en la membrana plasmatica
cumpliendo una funcién similar a la propuesta para SYP122 en la ruta endocitica en
concordancia con el fenotipo de endocitosis acelerada encontrado en la mutante

deficiente de bZIP25.

Sensibilidad diferencial a BFA y Wm en la linea deficiente de bZIP25.

La deficiencia de bZIP25 provoca una respuesta a BFA y a Wm distinta a la
observada en plantas silvestres a nivel celular, lo que es acompaiiado de una menor
sensibilidad a nivel de planta completa, Esto puede deberse a un efecto del mayor

trafico endocitico el cual podria compensar el efecto de estas drogas.

En respuesta a BFA SYP122 y SYP71 presentan mayores niveles de transcritos
en la mutante deficiente de bZIP25 y podrian estar facilitando la recepcién de vesiculas
en la membrana plasmatica pudiendo aumentar el trafico desde endosomas a la
membrana plasmética y de esta forma compensando la inhibicidn mediada por BFA.
En este mismo sentido y en base a que se ha descrito que el tréfico desde EE/TGN a

membrana plasmatica ocurre a través de vesiculas cubiertas de clatrina {Chen et al.,
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2011), muy probablemente la induccion de CLC2 en el tratamiento con BFA también
facilitaria el tréfico desde endosomas a membrana plasmatica aportando a la

sensibilidad diferencial a BFA.

Por otra parte, la sensibilidad diferencial a BFA presentada por la linea
deficiente de bZIP25 podria ser efecto del rol regulatorio que tendria bZIP25 en la ruta
secretoria, la cual también es inhibida por BFA a nivel del trafico entre reticulo
endoplasmatico y aparato de Golgi (Robinson et al., 2008). En este contexto la mutante
bzip25-2 presentaria una sensibilidad diferente en base a los menores niveles de
transcrito de SARATA y de BiP3 que presenta en comparacion a la planta silvestre,
siendo menos eficiente en el montaje de la respuesta al estrés de reticulo que es
provocado por esta droga. Sin embargo, de ser este el motivo se esperaria una mayor
sensibilidad a BFA a nivel de planta completa al no ser capaz de responder
eficientemente al estrés de reticulo endoplasmatico, como ocurre en la mutante
deficiente de bZIP28, un regulador positivo de la respuesta a estrés de reticulo

endoplasmico (Liu et al., 2007).

La sensibilidad diferencial observada en respuesta a Wm a nivel celular y a
nivel de planta completa se puede explicar por los cambios de los niveles de transcrito
de los genes de tréfico endocitico tales como ARAG y CLC2 en la planta deficiente de
bZIP25 lo que aumentaria la endocitosis y el flujo del trafico a vacuola como fue
observado en este tratamiento y en el tratamiento control en la linea deficiente de
bZIP25. Otra posibilidad es que los niveles de transcrito de los genes blancos de Wm,
PI3 quinasas y Pl4 quinasas, o los genes blancos de BFA, determinadas proteinas
ARF-GEF, sean mayores en la linea deficiente de bZIP25. Por lo tanto, las

concentraciones de drogas utilizadas no permitirian la inhibicién completa de las vias
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de trafico donde participar estas enzimas provocando una diferencia en la sensibilidad

a estas drogas.

La sensibilidad diferencial observada a nivel celular a las drogas que alteran el
trafico endocitico, BFA y Wm, apoya el rol de bZIP25 como un regulador de las vias de
trafico endocitico. El aumento de los niveles de transcrito frente a estas drogas en la
linea deficiente de bZIP25 de algunos genes de endociticos es consistente con el rol

como regulador negative que hemos mostrado de bZIP25.

Efecto fisiolégico de la regulacién de la endocitosis mediada por bZIP25: Raices

laterales y resistencia a salinidad.

La iinea deficiente de bZIP25 gue tiene acelerada la endocitosis y el tréfico a
vacuola presenta una correlacion con dos procesos fisiolégicos relacionados con el
trafico endocitico como son; la induccion de raices laterales y la tolerancia a salinidad.
Se ha descrito que la aceleracion del trafico a vacuola mediante el uso del compuesto
Sortin2 genera un aumento de la densidad de raices laterales que es independiente del
complejo SCF™ (Peréz-Henriquez et al., 2012). Este efecto también se observa en la
mutante deficiente de bZIP25 la que presenta una mayor densidad de raices laterales
respecto a la planta control. Este resultado muestra una correlacion directa entre un
fenotipo asociado a la aceleracidn del tréfico hacia la vacuola y la funcion de bZIP25,
sugiriendo que el rol regulatorio de bZIP25 sobre el trafico a vacuola y [a endocitosis
podria tener un efecto sobre la regulacion de la arquitectura de la raiz (Figura 27).

Adicionalmente, el analisis transcriptdmico mostré la disminucion del nivel de transcrito
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del gen NRT2.1. NRT2.1 en una proteina de membrana que participa en la regutacion
del desarrollo de las raices laterales, actuando como un regulador negativo en
respuesta a cambios nutricionales del medio (Little et al., 2005). En este contexto, la
participacion de bZIP25 en la regulacion del desarrolio de raices laterales podria ocurrir
a través de NRT2.1, a través de la regulacion de la endocitosis o mediante un sistema

combinado (Figura 27). .

Por otra parte, se ha descrito que la sobre expresion de genes de trafico que
codifican para componentes de la maquinaria de tréfico a vacuola presentan mayor
tolerancia a salinidad (Mazel et al., 2004; Leshem et al., 2006; Kim et al, 2011).
Particularmente se ha descrito que la mutante de ARA6 presenta menor tolerancia a
salinidad y que la expresién de una versién constitutivamente activa de la GTPasa
monomérica ARAS otorga mayor tolerancia a salinidad (Ebine et al, 2011). En ralacion
a esto el aumento de toleracia en la linea deficiente de bZIP25 puede ser
correlacionado con la regulacién de bZIP25 sobre ARAS y con el aumento de los
niveles de transcrito de ARAS en esta linea mutante. Adicionalemente, se ha descrito
que mutantes que presentan acelerada la endocitosis presentan resistencia a salinidad
(Golani et al, 2013). Este efecto es andlogo al que observamos en la linea deficiente de
bZIP25 sugiriendo que la tolerancia a salinidad es efecto de la aceleracién de la
endocitosis. Por lo tanto, la regulacion que bZIP25 tendria sobre los genes ARASG,
CLC2, SYP122 y AT1G25240 y la funcién de ellos en el proceso de endocitosis y
trafico a vacuola podrian estar directamente ligados a la sesibilidad a salinidad (Figura

27).
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En resumen,esta tesis muestra evidencia celular, farmacolégica, transcripcional
y fisiolégica que sugiere a bZIP25 como un regulador negativo del tréfico endocitico y

de procesos asociado a esta funcion.
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Figura 27: Modelo de las funciones regulatorias de bZIP25.

En respuesta a alteraciones del funcionamiento de vias de trafico se producen cambios
transcripcionales de genes de tréafico de tipo secretorios y endociticos (1). bZIP25 un factor
altamente conectado en la Red Regulatoria del Trafico participa en la regulacién de la
expresion de estos genes en condicion control o en respuesta a la alteraciéon de vias de
trafico, actuando como un regulador positivo de genes secretorios y negativo de genes
endociticos (2). bZIP25 esta involucrado en la regulaciéon de la endocitosis actuando como
un regulador negativo de ésta (3). bZIP25 participa en la regulacion de la morfologia del
reticulo endoplasmatico y de la vacuola (4). En términos fisiolégicos bZIP25 participa como
un regulador negativo del desarrollo de raices laterales y de la tolerancia a salinidad (5).
bZIP25 regula la expresion del regulador negativo del desarrollo de raices lateral NRT2.1
(6). Se propone que la regulacion transcripcional, mediada por bZIP25, de genes
endociticos como ARAB y CLC2, dado el role de estos en la endocitosis (Ebine et al, 2011;
Wang et al., 2013), esta directamente relacionada con la regulacién de la endocitosis.
Adicionalmente, se sugiere que la regulacién de la endocitosis tendria una participacién en
el rol regulatorio de bZIP25 sobre la morfologia del reticulo endoplasmatico y la vacuola,
asi como la arquitectura de la raiz y la tolerancia a salinidad (Golani et al., 2013; Pérez-
Henriquez et al., 2012; Ebine et al, 2011).




5. CONCLUSIONES

» A través del andlisis de la Red Regulatoria del Tréfico se identificaron factores
de transcripcién capaces de regular el sistema de endomembrana. A través del
analisis topoldgico y de la jerarquizacion de los factores de transcripcion de la
Red Regulatoria del Trafico se seleccionaron siete factores de transcripcién
candidatos: dos factores de transcripcion del tipo bZIP, bZIP25 (AT3(G54620) y
bZIP28 (AT3G10800); dos factores de transcripcién del tipo NAC, ANACO17
(AT1G34190) y NTLO (AT4G35580); y tres factores de transcripcion del fipo
bHLH AT4G02590, AT5G46760 y AT1G03040.

» Los criterios de seleccién ufilizados para la busqueda de los factores de

transcripcion candidatos fueron eficaces y pertinentes para la seleccién de
factores de franscripcién que regulan el funcionamiento del sistema de

endomembranas y el tréfico de componentes a través de él.
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En esta tesis se describe que el factor de transcripcion bZIP25 participa en la
regulacién de compartimentos del sistema de endomembranas, particularmente
en la morfologia del reticulo endoplasmatico y de la vacuola.

bZIP25 es un regulador negativo de la endocitosis y del trafico a vacuola
bZIP25 regula de manera negativa la expresibn de genes de tréfico,
particularmente genes involucrados en el tréfico endocitico tanto en condiciénes
normales como en respuesta a la alteracién de vias endociticas especificas,
indicando que bZIP25 participaria en la regulacién de estas vias de trafico en
respuesta a cambios en los requerimientos celulares.

bZIP25 esta también involucrado en la regulaciéon de otros procesos fisiolégicos
tales como: la sefalizacion de proteinas G, edicion de mRNA, el transporte de
Nitrato, biosintesis de aminoacidos, induccién de apoptosis y sintesis de rRNA.
La funcién de bZIP25 impacta en la regulacion de procesos fisiolégicos
relacionados a la endocitosis tales como el desarrollo de las raices laterales y la
resistencia a salinidad.

Por lo tanto, a fravés del andlisis de la Red Regulatoria del Trafico se
identificaron factores de transcripcién capaces de regular el sistema de

endomembrana.




6. PROYECCIONES

Identificacién del sitio de unién al DNA de los blancos regulatorios directos del bZIP25.

La mutante deficiente de bZIP25 presenta una aceleracion de la ruta endocitica,
tanto a nivel del trifico desde membrana plasmatica a endosomas como desde
endosomas, EE/TGN o MVB/PVC, a vacuola y no observamos cambios de los niveles
de transcrito de los genes de trafico que codifican para componentes de la maquinaria
de trafico desde MVB/PVC a vacuola en la mutante deficiente de bZIP25. Por lo que
seria importante identificar blancos candidatos de bZIP25 que estén directamente
involucrados con el trafico desde PVC a vacuola. Para esto podemos utilizar dos
estrategias complementarias: 1) Identificacién del sitio de union putativo de bZIP25 en
los genes de trafico involucrados en el trafico desde MVB/PVC a vacuola, a través de
la busqueda el motivo repetido (Logo) entre los genes que cambian [0s niveles de
transcrito en la mutante deficiente de bZIP25. 2) Determinacién de los niveles de
transcritos de genes de trafico asociados al trafico desde membrana plasmatica a
vacuola en la mutante deficiente de bZIP25 tales como, ARA7, RHA1, VAMP727,

VTi11 o VTI12, y con particular interés aquellos que estan conectados a bZIP25 como

son CLC3, ARFC1, VPS20 y Miosina 2.
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[dentificacién del factor de transcripcion que forma el heferodimero con bZIP25 y
participa en la regufacién del tréfico endocitico desde la membrana plasmalica a

vacuola.

La identificacion de la pareja de bZIP25 puede ser abordada a través del
analisis de la endocitosis y los niveles de transcrito de genes de trafico que son
blancos de bZIP25, como CLC2 y ARAG6, en lineas mutantes de los factores de
transcripcion del grupo S1 asi como en las dobles mutantes de estos factores y la linea
bzip25-2. Donde se espera encontrar fenotipos similares en la simple mutante del
factor de transcripcion acompariante de bZ{P25 y exacerbado en la doble mutante si es
que hay redundancia funcional. Sin embargo, se debe considerar que una fuerte
alteracién del trafico endocitico podria generar una severa deficiencia en el

funcionamiento celular poniendo en riesgo la viabilidad de las plantas.

Analizar el rol regulatorio de bZIP25 en la regulacion del frafico secretorio.

La deficiencia de bZIP25 provoca cambios en el nivel de transcrito de genes
secretorios en condicién control y en respuesta a la inhibicibn mediada por BFA,
sugiriendo que este factor de transcripcion podria actuar como un regulador positivo de
estos genes de trafico y las vias secretorias. Esta observacion es apoyada por los
resultados de secuenciacion de RNA que nos indica que bZIP25 actuaria como un
regulador positivo de genes de trafico asociados al funcionamiento del reticulo
endoplasmético y a formacion de vesiculas como son los genes trafico que codifican a
proteinas del tipo ENTH/ANTH/VHS. Sin embargo, para verificar esto se deberia

analizar la respuesta de esta mutante frente a ofras drogas que alteran

especificamente la ruta secretoria y estudiar la secrecion y destinacién de algunas
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proteinas como Aleurin-GFP o la secrecién de componentes de la pared celular para

determinar

si

esta

via

fambién

esta

siendo

regulada

por

bZIP25.
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Anexo 1: Imagen representativa de las electroforesis de RNA en gel denaturante

obtenidos en esta tesis.

Electroforesis de RNA obtenido del tratamiento de plantas silvestres (Wf), bzip25-2y la
linea 35S::bZIP25.1-GFP bzip25/bzip25-2 con Wm 30 UM por 3 horas. La electroforesis

fue realizada segun lo descrito en la seccion 2.3.3.

Wt bzip25-2 E2-4A

D T D T D T
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Anexo 2; Informacidn de las lineas mutantes insercionales que fueron adquiridas

desde el banco de semillas ABRC.

Se indica el nombre del factor de transcripcion seleccionado, el locus asociado, el

nombre del germoplasma correspondiente al alelo mutado, el sitio que interrumpe la

mutacién segun lo descrito en la base de datos. Con un signo positivo (+) se marca si

es que fue identificada-una linea homocigota y la disponibilidad actual de semillas. (*)

Lineas disponibles su uso gracias a una colaboracion con el Dr. Ariel Orellana

(Universidad Andres Bello) previamente caracterizadas por Liu et al, 2007.

Sitio . .
Gen Locus Germoplasma Insercioén Homocigotas Semillas
salk_025104C 5'UTR + +
NACO017 | AT1G34190 salk_022174C Exon 2 — —_
salk_02689373 3'UTR + +
salk_102041C Promotor + +
NTLO AT4G35580
salk_065051 Exon 3 + +
bzip28-1 {*) 5'UTR No confirmada +
bZIP28 | AT3G10800 -
bzip28-2 (%) Exon 1 No confirmada +
bzip25-3,
salk_102979 Promotor * *
bzip25-2,
bZipP25 AT3G54620 salk 148423C Exon 1 + +
bzip25-1 '
salk_119931C SUTR * *
UNE12 AT4G02590 salk_010825C Exon 5 —_ —_
myc3-1, No
MYC3 | AT5G46760 | Salk 012763C Exon 1 * disponible
salk_048028C Promotor —_ -
salk_005407C [ntron 2 —_ -_—
UNE12- I
LIKE AT1G03040 salk_137338C niron 5 — —
salk_079917 Exon1 —_— —_
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Anexo 3: Analisis de restriccion del clonamiento de bZIP25 en el vector

pPCR8/GWITOPOITA.

Se analizd6 mediante digestion con enzimas de restriccion clones provenientes del
clonamiento del producto amplificado de AT3G54620.1 y AT3(54620.2 en el vector
pCR8/GW/TOPO/TA que fueron previamente analizados por PCR. En A se muestra el
andlisis de restriccion del clonamiento de AT3G54620.1 En B se muestra el andlisis de
restriccion del clonamiento de AT3G54620.2. Los tamarios esperados de estas
digestiones corresponden a las esperadas tedricamente. Electroforesis de agarosa

1.2%. M indica el estandar de peso molecular.

A at3g54620.1 B at3g54620.2

M sD EcoRV Aval Apal M «D Aval Apal EcoRV
Nirel Nhel
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Anexo 4: Andlisis de restriccion del clonamiento de bZIP25 en vectores binarios.
Se analiz6 mediante digestion con enzimas de restriccion clones provenientes del
clonamiento AT3G54620.1 y AT3G54620.2 en los vectores de clonamiento pGWB5 y
pGWB17. En A se muestra el andlisis de restriccién del clonamiento de AT3G54620.1
en el vector pGWBS5, en B se muestra el analisis del clonamiento de AT3G54620.2 en
el vector pGWBS. El andlisis de restriccion del clonamiento de AT3G54620.1 y
AT3(G54620.2 en el vector pGWB17 son presentados en C y D, respectivamente. Los
ensayos de restriccion fueron realizados usando las enzimas Ncol, Ncol y Spel, y
EcoRV. Los tamafios esperados de los productos de estas digestiones corresponden a
Iso esperados tedricamente Electroforesis de agarosa 1.2%. M indica el estandar de
peso molecular. E) Esquemas de las contrucciones de sobre-expresion generadas en
esta tesis a partir del vector pGWBS: 35S::bZIP25.1-GFP y 358::bZIP25.2-GFP; v a
partir del vector pGWB17: 355::bZIP25.1-MYC y 35S::bZIP25.2-MYC.
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pGWBS PGWRBSA
at3g54620.2 at3gs4620.2
A - : B ‘ .
M - Ncol Neol EcoRN M - Ne¢ol Nceol EcoRV
Spel Spel
pGWBIL™ PGWBI™
C at3gs4620.1 D at3gS4620.2
M - Ncol Ncol EcoRV M ~ Ncol Ncol EcoRV

Spel Spel

M

35
T oo ORI, o R
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Anexo 5: Red Regulatoria del Trafico versién 2.0

Los nodos circulares representan a 276 factores de transcripcion y los cuadrados a 124
genes de trafico. El tamario (pequerio a grande) y el color (verde a rojo) de los nodos
representan el grado del nodo (menor a mayor). El grosor (delgado a grueso) y color
(verde a rojo) de las lineas represetan el indice de betweenness centrality. La Red
Regulatoria del Tréfico fue dibujada utilizando Cytoscape (©2001-2014

http://www.cytoscapeconsortium.org).




