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Resumen

La sequia es un tipo de estrés abidtico que influye negativamente en el
crecimiento, desarrollo y productividad de las plantas. En la busqueda de
componentes asociados a la sensibilidad / tolerancia a la sequia esta tesis se
centré en el estudio de la participacion de moléculas lipidicas, principalmente
los esteroles, en las repuestas al déficit hidrico. Para el andlisis de las
respuestas a estrés se utilizé como modelo un mutante de Arabidopsis thaliana
denominado dry2/sgel que presenta una mutacion en el gen que codifica para
la ESCUALENO EPOXIDASA 1. Dicho mutante se caracteriza por ser
hipersensible a la sequia y presentar alteraciones en el perfil de esteroles en
raiz. Ademas, de manera interesante, el mismo desarrolla respuestas a estrés
incluso en ausencia de este: presenta los estomas mas abiertos, niveles mas
altos de prolina, asi como acumulacion de especies reactivas de oxigeno y
nitrogeno, en comparacion con individuos salvajes. Para conocer como los
esteroles pueden estar afectando las respuestas a estrés, se analiz6 el estado
de las membranas celulares. Encontramos que las membranas plasmaéticas se
encuentran altamente fluidas. Por otro lado, observamos deslocalizacion de
proteinas de membranas plasméticas como la NADPH oxidasa o fosfolipasas y
de sistemas endomembranosos internos como RabCl y RabG3f. Tanto la
membrana plasmatica, como el sistema endomembranoso intracelular, permite
la regulacidon de numerosos procesos celulares los cuales son afectados
cuando se sensan factores ambientales desfavorables. Nuestro trabajo sugiere
que el déficit de esteroles afecta el estado de las membranas induciendo en el
mutante, mecanismos de percepcién y respuestas al déficit hidrico en ausencia
de una situacion de estrés, y la imposibilidad de modular dichas respuestas
genera un fenotipo hipersensible.
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Introduccion
Estrés hidrico

El estrés hidrico en plantas se presenta cuando estas se enfrentan a
condiciones ambientales desfavorables, como el exceso o déficit de agua del
suelo, lo que conduce a episodios de anegamiento o sequia (Mahajan and
Tuteja, 2005). El estrés hidrico mas comun encontrado, principalmente en
nuestras latitudes, es el provocado por déficit de agua. Este factor ambiental
limita en gran medida la produccién y el rendimiento de los cultivos, sin
embargo es importante remarcar que a nivel de campo no es el unico factor
ambiental al que se enfrentan las plantas ya que estas suelen sufrir varios tipos
de estrés al mismo tiempo (Atkinson et al., 2013).

Frente a un escenario de sequia las plantas responden utilizando distintas
estrategias, algunas han sido ampliamente estudiadas y pueden explicarse a
nivel: molecular, celular, bioquimico, fisiolégico y/o morfolégico (Fig. 1). La
capacidad de una planta para alterar su fisiologia, morfologia y/o fenologia para
tolerar, evitar o escapar de una situacion de estrés, se denomina plasticidad
fenotipica (Marshall et al., 2012). La severidad del episodio de sequia
(moderado, intermedio o severo) determina como la planta responde para
lograr la supervivencia. En este sentido en respuesta a episodios de sequia
moderada, las plantas utilizan diversas estrategias, por ejemplo reducir la
transpiracion como mecanismo para conservar el agua. Esto se logra por
disminucién en la apertura estomatica mediada principalmente por el acido
abcisico (ABA) (Xu et al., 2010; Marshall et al., 2012). En cambio, cuando la
intensidad de la sequia se incrementa, también lo hacen las respuestas que se
desencadenan, por ejemplo se producen cambios irreversibles en la
maquinaria fotosintética como la pérdida de actividad de la enzima Ribulosa-
1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa comunmente llamada RuBisCO o en la
eficiencia fotoquimica de los fotosistemas, lo que genera una reduccion en el
crecimiento de hojas y raices (Mahajan and Tuteja, 2005). Cada tipo de
respuesta individual o su efecto aditivo no conduce necesariamente a la
tolerancia a la sequia. Por lo tanto, es dificil seleccionar un solo tipo de
respuesta como objetivo para la mejora de la tolerancia a sequia (Tardieu,
2012).

[10]
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Respuestas frente a Déficit Hidrico en plantas

v

Mcleculares Fisiolégicas

Activacion de genes
Inactivacion de genes Cierre estomatico-[| Conductancia estomatica]

Uso de agua-[ | Potencial hidrico de la hoja,
| Tasa transpiracién, | Eficiencia de uso del agua,
| Contenido relativo de agua ]
Cambios en la integridad de la membrana y pared

celular
Fotosintesis-[ | Tasafotosintetica, | [CO2] interno]
\ | Tasa de crecimiento N
Celulares T Estado oxidativo Morfoldgicas
&
Bioquimicas Inhibicién del crecimiento-
[ | Area foliar, | Altura,
Fotosintesis- [ | Eficiencia Rubisco, | Namero de hojas,

| Eficiencia fotoquimica, | Contenido de clorofilas] 1 Relacién raiz/hoja ]

Metabolismo redox- [t ROS y RNS, Temprana maduracion floral
1 Dafio oxidativo, T Defensas antioxidantes ] | Rendimiento
Generacion y acumulacion de ABA | Longevidad de hojas

Osmoregulacion por osmolitos compatibles-
[ 1 Prolina, 1 Poliaminas, 1 Carbohidratos ]

Figura 1. Respuestas desencadenadas frente a episodios de déficit hidrico en
plantas. Esquema general de las diferentes respuestas que se desencadenan en
episodios de déficit hidrico en plantas, desde cambios a nivel molecular dados por
expresion de genes hasta cambios morfolégicos complejos. (Atkinson et al., 2013;
Nezhadahmadi et al., 2013).

dry2/sqel un mutante hipersensible a sequia

En la busqueda dirigida a identificar y caracterizar nuevos componentes
genéticos involucrados en la tolerancia a estrés hidrico, el modelo Arabidopsis
thaliana ha tenido un rol importante y en este sentido el aislamiento de
mutantes hipersensibles a sequia es una estrategia que ha mostrado
resultados importantes (Shi et al., 2000; Borsani et al., 2002; Rubio et al., 2004;
Rosado et al., 2006). En esta busqueda, Posé et al., (2009) caracterizaron un
mutante de Arabidopsis thaliana ecotipo Landsberg Erecta (Ler) por su
hipersensibilidad a la sequia (Fig. 2b), al que denominaron dry2/sqel. La
mutacion se encuentra en el gen que codifica para la ESCUALENO
EPOXIDASA 1 (SQE1) (AT1G58440). Esta enzima cataliza la reaccion que
oxida la molécula de escualeno a 2,3(S)-oxidoescualeno (OE) y es clave en la
sintesis de esteroles a nivel de raiz. La mutacion fue identificada a nivel del
primer nucleétido de un triplete que codifica el aminoacido 183 de la proteina,
generando un cambio de una glicina por una arginina (G183R). Esto provoca
una disminucién en la actividad de la enzima que tiene como consecuencia la
alteracion del contenido de esteroles en raiz en comparacion con el salvaje. El
mutante presenta altos niveles de escualeno y de intermediarios finales

[11]
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asociados a las vias de produccion de brassinoesteroides,y bajos niveles de
esteroles asociados a funciones estructurales como el sitosterol y estigmasterol
(Fig. 2f). Ademas de los cambios observados en la composicion de esteroles,
el mutante dry2/sqel presenta defectos en el desarrollo de la raiz principal y
mayor numero de raices laterales que las plantas salvajes (Fig. 2a) (Posé et
al., 2009). A su vez, en el mutante se observa un cambio en la localizacion de
las especies reactivas del oxigeno (ROS) en pelos radiculares en comparacion
al salvaje (Fig. 2d) (Posé et al.,, 2009; Doblas et al.,, 2013). De manera
interesante, el mutante mostré una expresion diferencial de genes implicados
en respuestas a estrés: especificamente, presenta sobrexpresados genes
como ABA2 asociado a la biosintesis de la fitohormona ABA y al cierre
estomatico (Fig. 2e); P5CS1 y P5CS2 asociados a la biosintesis de prolina
importante molécula de respuesta a estrés y genes asociados al metabolismo
oxidativo como Atrbohb, AtrbohF, CAT2, CAT3; CSD1 y CCS (Posé et al.,
2009). Ademas de genes vinculados a la morfogénesis de raices como ILR2
(IAA-LEUCINE RESISTANT 2,) responsable de la formacion de raices laterales
y la elongacion de la raiz primaria (Posé et al., 2009).

Es importante remarcar que el mutante dry2/sqel tiene afectada la actividad de
una enzima que no esta relacionada directamente con ninguna de las
respuestas a la sequia ya conocidas, por lo que representa un buen modelo
para estudiar nuevos mecanismos involucrados en la tolerancia al déficit hidrico
en plantas (Posé et al., 2009).

[12]
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Fenotipos de parte aérea y raiz Contendio de esteroles

Raiz Hoja
Esterol Ler dry2/sqet Ler dry2/sqet
Cicloartenol 36 + 6° 104 +22° 28+22 28 +6°
24- metilen 46 + 12 86 + 12° 48+ 2 4+2
cicloartenol
Isofucoesterol 63 + 4° 41+9 63+ 3° 69 + 42

Sitoesterol 2579 +144° 1518 £58° 2234 +101® 2056 +34°

Stigmasterol 904 +10° 304 +532 60 + 32 65 + 132

Campesterol 407 £3® 499 +75° 422 +271° 439+ 382

Colesterol 32+122 18 + 62 46 + 4° 451
Escualeno 10+ 42 1206+ 207° 10+22 15+ 42
9) 2501 ;
o - W Ler
% ? 200 O dry2/sqe1
£ 150!
S E b
= ° b b
= E 100¢
0 Q.
=
50 !
0 L L] L J
e) s 8007 Raiz Hojas
& _ 7007 W Ler
S 6007 O dry2/sqet
3 2 500 -
L]
£ E 300 -
2= 200+
S 1004
0 .

Figura 2: Fenotipos del mutante dry2/sqel. En a) fenotipo de parte aérea y en b)
fenotipo radicular de plantas salvajes Ler y del mutante dry2/sqel crecidas en macetas
e in vitro, respectivamente. c¢) Ensayo de tolerancia a sequia. Plantulas Ler y
dry2/sgel de 20 dias cultivadas en perlita como sustrato fueron regadas normalmente
hasta el inicio del ensayo donde el riego fue suspendido. El estado de las plantas fue
evaluado a los 4 y 8 dias luego de suspendido el riego. d) Localizacién de especies
reactivas del oxigeno (ROS) por tincion con NBT en raices de plantulas Ler y
dry2/sqgel. Las flechas negras indican la sefial de las ROS en las puntas de pelos
radiculares de Ler, las puntas de flecha indican la localizacion de las ROS en los pelos
radiculares de dry2/sgel. Las barras de escala representan 50uM. e€) Conductancia
estomatica de plantulas Ler y dry2/sgel bajo condiciones de baja humedad relativa
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(30%). Los datos representan las medias de los valores + SD (n = 3). f) Analisis del
contenido de esteroles y escualeno por espectrometria de masas a partir de plantulas
Ler y dry2/sqel. Las unidades son pg.g* de peso seco y los valores representados
son las medias + SD. n=3. Segun el analisis estadistico los valores con la misma letra
no son significativamente diferentes (P <0,05). g) Actividad HMGR (3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A) en raices y hojas de plantas Ler y dry2/sgel. Los valores
representan el porcentaje de la actividad HMGR en pmol/mg.min. Segun el andlisis
estadistico los valores con la misma letra no son significativamente diferentes (P
<0,05). Adaptado de Posé et al., (2009) y Doblas et al., (2013).

Biosintesis de esteroles

La mayoria de las células eucariotas sintetizan esteroles mediante una
compleja y extensa ruta que requiere de multiples pasos enzimaticos en los
cuales estd implicada la enzima SQE. En la Figura 3 se esquematiza el
metabolismo de esteroles en plantas. Aunque la sintesis comienza a partir de la
molécula de Acetil CoA, es la molécula de Mevalonato la considerada como
precursor principal de los esteroles en todas las ceélulas eucariotas y
principalmente en células vegetales (Benveniste, 2002). El Acetil CoA es
convertido en Mevalonato mediante 4 pasos enzimaticos donde la Ultima
enzima que lo genera es la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMGR),
enzima clave en el metabolismo de esteroles evidenciada por su compleja
regulacion (Stermer et al., 1994) (Fig. 3a). EI Mevalonato sufre una serie de
fosforilaciones, descarboxilaciones, isomerizaciones y condensaciones hasta la
produccion de la molécula de Escualeno (Fig. 3a) (Espenshade and Hughes,
2007). Posteriormente el producto que genera la SQE, el OE, se cicla formando
intermediarios llamados terpenos policiclicos y continua la biosintesis bajo
control enzimatico con adiciones como alquilacién, remocion de grupos metilo,
apertura de anillos, hidrogenaciones, isomerizaciones y de saturaciones entre
otras, hasta llegar a los productos finales (Benveniste, 2002). La biosintesis de
esteroles en plantas puede generar tres clases de productos finales: 1) los
esteroles asociados a funciones estructurales como el estigmasterol y el
sitosterol, que son terpenos ciclicos que derivan a partir del intermediario 24-
etilen lofenol; 2) los brasinoestroides (BRs), que se generan a partir de 24-
metilen lofenol; y 3) el colesterol, que se genera a partir de cicloartenol (Fig.
3b) (Benveniste, 2002; Benveniste, 2004).

Los esteroles estan representados universalmente en las membranas
plasmaticas de las células eucariotas (Mouritsen and Zuckermann, 2004).
Mientras que el ergosterol y colesterol son predominantemente los esteroles en
hongos y vertebrados, respectivamente, las membranas plasmaticas de plantas
superiores contienen una gran diversidad de esteroles principalmente el
sitosterol, estigmasterol o campesterol los cuales son altamente dependientes
de la especie vegetal (Furt et al., 2011). Los esteroles, dentro de las
membranas cumplen un rol en el mantenimiento de la estabilidad y
permeabilidad (Bouillon and Benvensite, 1978). Por otro lado son capaces de
llevar a cabo funciones de regulacién, ya que pueden provocar la transduccion
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de sefales vinculadas por ejemplo a respuestas a estreses ambientales como
la sequia o la salinidad (Hong et al., 2008). Finalmente los esteroles son
precursores de hormonas esteroideas como los brassinoesteroles (BR),
moléculas propuestas como reguladoras del crecimiento, desarrollo y
metabolismo de las plantas (Zhu et al., 2013).

Estudios genéticos en la ruta de biosintesis de esteroles en plantas han
demostrado que los esteroles pueden regular y modular diversos aspectos del
desarrollo (Clouse, 2002). Por ejemplo, la enzima SMT (Sterol-Metil
Transferase), responsable de la biosintesis de esteroles en Arabidopsis, es
codificada por tres genes (STM1, SMT2 y SMT3), los cuales esconden un
motivo S-adenosylmethionine dependiente de C-24 (Parks, 1958). La mutacion
en SMT1 genera una alteracion en la composicion de esteroles, incrementando
el nivel de colesterol y reduciendo el de fitosteroles comunes (Diener et al.,
2000). Esto provoca una reduccion del transporte de auxinas por
deslocalizaciéon de proteinas PIN1 y causa varios defectos en la polaridad
celular (Willemsen et al., 2003). La mutacion en SMT2 reduce el crecimiento de
la planta y su fertilidad (Schaeffer and Bronner, 2001; Sitbon and Jonsson,
2001). Por otro lado, la mutacion a nivel de esterol C-14 reductasa (mutante
fackel) afecta el desarrollo del embrion y el crecimiento de la planta, lo que
lleva un fenotipo de enanismo (Jang et al.,, 2000; Schrick et al., 2000). La
mutacion en esterol C -8,7 isomerasa (mutante hydral) conduce a la
morfogénesis aberrante en la regulacion del tamafio y forma de la célula
(Souter et al., 2002). La manipulacion genética en la composicién de esteroles
reveld diversos defectos a nivel celular indicando que los esteroles
estructurales son indispensables para la integridad normal de la membrana, el
crecimiento celular, y desarrollo de la planta (Clouse, 2002).
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Figura 3: Metabolismo de esteroles en Arabidopsis thaliana. a) Inicio de la
biosintesis desde la molécula de 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMGCoA) hasta
el 2,3 Oxidoescualeno (OE). El * destaca la enzima mutada en dry2/sqel. b) Sintesis
del metabolismo de esteroles desde la molécula de OE hasta los productos finales
més destacados como el colesterol, estigmaesterol y el brasinolide. Los intermediarios
subrayados son considerados importantes o fueron mencionados en el texto.
(Benveniste, 2002)

El mutante dry2/sgel, como ya se mencion0, presenta una mutacion puntual en
el gen SQE1 que codifica para la proteina ESCUALENO EPOXIDASA 1 la cual
tiene funcibn monoxigenasa (Lamesch et al., 2012). La SQE1 en plantas
cataliza el primer paso de oxidacion en la ruta de biosintesis de esteroles,
convirtiendo el escualeno, molécula lineal de 30 atomos de carbono, en 2,3(S)-
oxidoescualeno, precursor de todos los triterpenoides ciclicos conocidos en
Angiospermas (Phillips et al., 2006; Rasbery et al., 2007). En Arabidopsis
existen 6 genes que codifican para SQEs, el gen de SQE1, codifica para una
proteina de 531 aminoacidos. De los seis genes que codifican para las SQEs
en plantas solo tres presentan actividad epoxidasa y es SQE1l el gen
considerado como esencial en procesos vinculados al desarrollo en plantas
principalmente a nivel de raices ya que SQEL es el de mayor expresion en este
este o6rgano (Rasbery et al., 2007). Es curioso que la mutacion en SQE1 no
genere alteracion en la composicion de esteroles a nivel de parte aérea segun
lo describe Posé et al., (2009) y Doblas et al., (2013); aunque esto puede ser
debido a la contribucion de las demas SQEs; como lo sugiere la
sobreexpresion de SQE3 en hojas de dry2/sqel (Pose et al., 2009). Laranjeira
y colaboradores (2015) comprobaron que la actividad de SQE3 complementa la
actividad de SQE1 en hojas (Laranjeira et al., 2015).

Membrana plasmética y microdominios lipidicos en plantas

La membrana plasmatica (MP) en células vegetales es ampliamente diversa,
variable y altamente dinamica (Dufourc, 2008; Furt et al., 2011; Grecco et al.,
2011). Sus propiedades fisicas-quimicas le proveen una funcion de barrera
permeable selectiva a macromoléculas y solutos, delineando la interfaz entre el
espacio intra y extracelular. La descripcion sobre las MP ha evolucionado
mucho desde el modelo de mosaico fluido propuesto por (Singer and Nicolson,
1972), en el cual, las membranas biol6gicas se presentan como una bicapa
lipidica compuesta por proteinas y lipidos embebidos homogéneamente que
pueden difundir libremente en el plano. Actualmente el modelo ha cambiado y
se conoce de la existencia dentro de las MP de determinados dominios o areas
(balsas o en inglés rafts) definidos entre 10-200nm que presentan una
composicién molecular especifica de lipidos y proteinas que son fundamentales
en el mantenimiento y la integridad de las membranas que le proveen de una
gran heterogeneidad (Mongrand et al., 2010). Sin embargo, existen importantes
caracteristicas fisicas asociadas a las membranas que son fundamentales a la
hora de definir un modelo adecuado, e incluso son ignorados en la mayoria de
los modelos mas populares de las membranas biologicas, incluyendo el
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mosaico fluido y la teoria de los lipid rafts (Bagatolli and Mouritsen, 2013). En
este contexto la estructura, dinamica y estabilidad de bicapas lipidicas son
controladas por fuerzas termodinamicas, que desencadenan la formacion de
membranas con curvatura, generadas por las diferentes propiedades
fisioquimicas de las moléculas lipidicas, las cual permiten la interaccion con
proteinas de membrana y generan un conjunto de mecanismos fisicos que
permiten la formacion de lipidos y regiones diferenciadas en el plano de
membrana (Bagatolli and Mouritsen, 2013).

El andlisis de la lipidomica de estos dominios de membrana evidencia que
estan enriquecidos principalmente por un mezcla de esteroles libres,
conjugados como acetil esteril glucosidos (ASG) o esteril glucosidos (SG) y
esfingolipidos como glucosilceramidas (Glu-Cer) o glucosil-inositolfosfo-
ceramidas (GIPC) (Minami et al., 2009) y presentan baja presencia de
fosfolipidos como, fosfatidilinositol-fosfato (PIP) y difosfato (PIP2), los cuales
son mas abundantes en el resto de la MP (Furt et al., 2011). Se han propuesto
propiedades auto asociativas entre esteroles y los esfingolipidos que
constituyen la principal fuerza impulsora de la segregacién de la membrana
lateral in vivo y de la formacion de los dominios de membrana estables (Silvius,
2005). Aunque los lipidos son importantes componentes para la formacion y
funcién de estos dominios, se sabe que las proteinas son también importantes
componentes de estas estructuras (Mongrand et al., 2010). Analisis en la
protedmica de estas balsas han develado que la gran mayoria estan vinculadas
a la asociacioén transitoria con componentes de sefializacion como receptores
kinasa, proteinas G, y otras proteinas implicadas en las respuesta al estrés
biético y abidtico, lo que sugiere que los lipid raft podrian activar cascadas de
transduccion de sefial en respuesta a sefiales ambientales (Cacas et al., 2012),
ademas (Lefebvre et al., 2007) detecta proteinas asociados al sistema redox en
raices. Finalmente, se sugiere que las regiones de la membrana enriquecidas
en esteroles (sitoesterol principalmente) estdn compuestas por un nucleo de
proteinas constante asi como también proteinas de sefalizacion asociadas de
manera dinamica (Kierszniowska et al., 2009); las cuales pueden estar
vinculados a diversos procesos celulares como la polarizacion de la membrana,
trafico vesicular o respuestas frente a patdgenos (Mongrand et al., 2010; Cacas
et al., 2012).

Los fosfolipidos constituyen el resto de las membranas plasmaticas,
conformando un sistema dinamico que genera moléculas de sefializacibn como
el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), el diacilglicerol (DAG) y el acido fosfatidico (PA)
(Zhu, 2002). Actualmente se conocen los roles de estas moléculas en
respuestas a estrés en plantas. Por ejemplo, el PA es un fosfolipido que se
forma rapida y transitoria durante episodios de estrés osmotico (McLoughlin
and Testerink, 2013). La fosfolipasa D (PLD) es la enzima encargada de
producir el PA a partir de la hidrdlisis de fosfolipidos de membrana como
fosfatidilcolina y fosfatidiletiolamina (Katagiri et al., 2001), la enzima y su
producto juegan multiples funciones reguladoras en diversos procesos de la
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planta, incluyendo el movimiento estomatico por sefalizacion de acido
abscisico o 6xido nitrico (Sang et al., 2001; Distéfano et al., 2012), crecimiento
polar de pelos radiculares (Den Hartog et al., 2001), produccion y respuestas a
ROS (Hong et al., 2010).

Trafico vesicular

Las membranas plasmaticas no son el Unico organelo celular compuesto por
sistemas de membranas en los cuales los esteroles son claves, en el citosol
existe un movimiento dinamico de membranas al cual se le define en su
conjunto como sistema endomembranas o sistema secretor (Carter et al., 2004;
Bassham et al., 2008; Rojo and Denecke, 2008). El trafico de membrana en las
células vegetales comprende de tres principales vias mediadas por organelos
compuestos de membranas (Fig. 4): la via secretora en la cual las nuevas
proteinas sintetizadas en el reticulo endoplasmatico (ER) son exportadas a la
MP o al exterior celular via Golgi y/o al trans-Golgi (TGN) y viceversa, la via
endocitica donde componentes extracelulares o de la MP son reciclados a sus
respectivos destinos o dirigidos a la vacuola donde seran degradados, el
transporte aqui se da por endosomas tempranos y tardios, y por ultimo el
transporte vacuolar el cual esta asociado al almacenaje de proteinas, azucares,
iones y otros metabolitos secundarios asociados a las vias liticas celulares
(Uemura and Ueda, 2014).

Referencias, tipos de transporte \/—\
Vacuola
wdocitico

\/\\/\\

Endosoma tardio O i
- /
Reticulo Q e
Endoplasmatico 5
% (RE) O f R
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©

temprano

O
@)

Figura 4: Trafico vesicular intracelular: Via Secretora, Endocitica y Vacuolar en
células vegetales. La ruta secretora clasica (color rosa) y la retrograda (color celeste)
involucran el RE, el Golgi, la membrana plasmética o al espacio extracelular y en
algunos casos a la vacuola. La via endocitica (color verde) se compone de la
membrana plasmatica y la vacuola. Por ultimo la via vacuolar (color naranja) o
transporte litico involucra todos lo organelos y la vacuola. (Alberts et al., 2002;
Bassham et al., 2008).

Vesiculas
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Especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno (ROS & RNS) en plantas

Curiosamente el mutante dry2/sqel que presenta hipersensibilidad a sequia
presenta también alteraciones en el contenido y localizacion de especies
reactivas del oxigeno (Posé et al., 2009; Doblas et al., 2013). ElI oxigeno
molecular (O2) en nuestra atmosfera se introdujo por evolucion de organismos
fotosintéticos hace ~ 2.7 mil millones afios, esta molécula suele ser llamada
radical libre debido a su configuracion cuantica y esta conduce a la produccion
de especies reactivas del oxigeno (ROS). Las ROS méas comunes son el
peroxido de hidrégeno (H20:2), superdxido (O2), el radical hidroxilo (OH) y el
oxigeno singulete. Las fuentes y la regulacion de la produccion de estas
especies son muy variadas, los organelos mas comunes en su produccion son
los peroxisomas (del Rio et al.,, 2009), cloroplastos (Mullineaux, 2009),
membranas plasmaticas (Simon Plas and Mongrand, 2009) y mitocondrias
(Geigenberger and Fernie, 2014). La localizacion de estas especies se da en
los mismos organelos o tipos celulares donde se producen, como citosol,
apoplasto (Harir and Mittler, 2009), en el apice de pelos radiculares (Foreman
et al., 2003) o el tubo polinico (Liu et al., 2009b).

En este contexto recientes avances de investigacion sugieren y apoyan un
papel importante de las ROS como moléculas sefial fundamentales durante la
homeostasis celular pero también en episodios de estrés abiotico, las cuales
presentan un rol dual donde pueden controlar el metabolismo celular y donde
este las controla a ellas (Geigenberger and Fernie, 2014).

En la dltima década se han puesto a las ROS como moléculas de sefializacion
en las plantas y estdn aceptadas como reguladoras clave del metabolismo,
crecimiento y desarrollo vegetal, por ejemplo se conoce el rol de las ROS
asociadas a vias de sefializacion de hormonas (Izumi C et al., 2009), desarrollo
y crecimiento vegetal (Bell et al., 2009), apertura estomatica (Pham and
Desikan, 2009), modificacion de componentes de las paredes celulares (Ros
Barcel6 and Gomez Ros, 2009) y muerte celular (Vanderauwera et al., 2009).

La generacion y la degradacién de las ROS son dos procesos diferentes que
estan por lo general bajo control celular lento y coordinado y desencadena
concentraciones de ROS en estado estacionario, lo que suele llamarse la
“‘Homeostasis Redox” (Apel and Hirt, 2004). Sin embargo, varios factores
abidticos desfavorables, como la sequia, perturban el equilibrio metabdlico de
las células, lo que lleva a la sobreproduccion de ROS, especies altamente
reactivas y toxicas que causan dafio a las proteinas, lipidos, carbohidratos y
ADN (Huang et al., 2012). La pérdida del equilibrio entre la produccion y
eliminacién de ROS celular conduce a la perdida de la homeostasis redox
llamada estado de "estrés oxidativo" (Lushchak, 2011).

Otros actores claves involucrados en la alteracion de la homeostasis redox
celular son las especies reactivas del nitrégeno (RNS), las cuales asociadas
con las ROS coordinan una red de sefalizacion nitro-oxidativa que modula las
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respuestas celulares frente a estrés (Molassiotis and Fotopoulos, 2011). Las
RNS las componen moléculas de oxido nitrico (‘NO) y sus derivados como el
trioxido de dinitrogeno (N203), dioxido de nitrogeno (NO:2:), el peroxinitrito
(ONOOQO"), S-nitrosotioles (RSNOs) y S- nitrosoglutation (GSNO) principalmente
(Halliwell, 2006). Se conoce al ‘-NO con roles asociados a regular el crecimiento
y desarrollo de la arquitectura radicular (Correa-Aragunde et al., 2004,
Lombardo et al., 2006), mediar el cierre estomatico (Garcia-Mata and
Lamattina, 2001) y tiene asignado un fuerte rol como mediador de respuestas
frente a estrés bidticos (Bellin et al., 2013) y abidticos (Corpas et al., 2008;
Signorelli et al., 2013). Molassiotis and Fotopoulos, 2011 definen la existencia
de una interaccion entre ROS y RNS (Cross-Talk, segun la expresion en inglés)
que se vincula a redes de sefializacion. Un ejemplo de esta interaccion lo
evidencia la existencia del anion ONOO- generado por la reaccién entre ‘-NO y
O2" donde el elemento clave de su interaccion es la alta difusion del 6xido
nitrico (Yamasaki and Sakihama, 2000). El peroxinitrito es un buen indicador
del estado redox pues refleja la relacion ROS/RNS (Molassiotis and
Fotopoulos, 2011).
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Hipotesis

Los mutantes de Arabidopsis thaliana deficientes en esteroles y que ademas
presentan respuestas a sequia alteradas pueden ser una buena herramienta en
la busqueda de nuevos componentes bioquimicos/fisioldgicos involucrados en
las respuestas de sensibilidad/tolerancia a sequia en plantas. Se plantea que
los esteroles pueden funcionar como moléculas involucradas en las respuestas
al déficit hidrico en plantas.

Objetivo general:

Caracterizar mecanismos mediante los cuales los esteroles pueden participar
en la regulacion de las respuestas a sequia en plantas.

Objetivos especificos:

- Determinar el estado redox celular en el mutante dry2/sgel.

- Analizar los componentes y estructuras asociados a membranas celulares de
dry2/sqgel.

- Identificar componentes genéticos asociados a la hipersensibilidad a sequia
mediada por esteroles.

[23]

Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas- PEDECIBA. Lic. Florencia Sena



Materiales y Métodos
Material Bioldgico

Material vegetal

Se utilizaron 2 mutantes y 2 tipos de lineas marcadoras que se detallan a
continuacion:

- mutante de Arabidopsis thaliana llamado dry2/sqel afectado en el gen que
codifica para la ESCUALENO EPOXIDASA 1 (AT1G58440) (Posé et al., 2009);

- mutante supresor de dry2/sqel (sud3) generado por mutagénesis quimica con
EMS (Ethyl Methanesulfonate, segin sus siglas en inglés) sobre fondos
dry2/sgel seleccionado por la recuperacion del fenotipo salvaje. Cedidos por el
Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad de
Mélaga, Espafia;

-lineas marcadoras traduccionales de Arabidopsis thaliana para proteinas de
reconocimiento subcelular. EI marcaje es con la proteina amarilla fluorescente
(YFP, segun sus siglas en inglés) bajo el control de un promotor UBQ10
(Polyubiquitin 10) fusionada a diversas proteinas conservadas de localizacion
especifica en organelos, principalmente con funciones asociadas al transporte
vesicular (Geldner et al., 2009). La proteina RabC1 (AT1G43890) que presenta
localizacion en endosomas tempranos se utilizd en plantas transgénicas con la
linea marcadora UBQ10::RabC1:YFP y la proteina RabG3f (AT3G18820) que
presenta localizaciébn en endosomas tempranos y tonoplasto se utiliz6 en
plantas con la linea marcadora UBQ10::RabG3f:YFP (Rutherford and Moore,
2002). Ver construccion génica (Anexo, Fig. 1);

- lineas marcadoras traduccionales de Arabidopsis thaliana, 35S::roGFP, como
indicadoras del estado d oxido-reduccion celular. La proteina verde
fluorescente (GFP, segun sus siglas en inglés) fue modificada por
incorporacion de dos cisteinas en su sitio activo y se encuentra bajo el control
del promotor 35S del virus del mosaico de coliflor (Jiang et al., 2006). Ver
construccion génica (Anexo, Fig. 2).

Generacion de lineas marcadores en fondo dry2/sgel

Los mutantes dry2/sqel y sud3 se encuentran en fondo genético Landsberg
erecta (Ler), las lineas marcadoras en fondo Columbia-0 (Col-0), por lo que se
utilizaron dichos ecotipos como genotipos salvajes de Arabidopsis.

Se realizaron cruzas entre mutantes y lineas marcadoras usando dry2/sgel
como donador de polen. Flores de dry2/sgel pertenecientes a plantas de 35
dias en el estadio 12 (Smyth et al., 1990) fueron cruzadas manualmente con el
gineceo desnudo de una segunda planta que porta la construccién 35S::roGFP
0 UBQ10::Rabs:YFP. Las semillas obtenidas de la cruza (F1) se crecieron en
sustrato hasta obtener semillas. Estas semillas (F2) fueron sembradas para
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obtener las plantas doble homocigotas, con una prediccidon de proporcion de
1/16 de la progenie con este genotipo. Las semillas identificadas como posibles
dobles mutantes fueron recuperadas y sembradas para su verificacion. Las
dobles homocigotas se analizaron en la primera generacion por seleccion con
herbicidas para las lineas marcadoras que portan la construccion 35S::roGFP y
antibiéticos para la linea marcadora que porta la UBQ10::Rabs:YFP (ver los
genes de resistencia en Fig. 1 y 2 de los anexos), y por fenotipo caracteristico
generado por la mutacion de dry2/sgel. Las cruzas seran llamadas en adelante
35S:roGFP x  dry2/sgel, UBQ10::RabClL:YFP  x dry2/sqel vy
UBQ10::RabG3f:YFP x dry2/sgel.

Tratamiento de las semillas

Las semillas para cultivo in vitro se esterilizaron con tratamiento de etanol 70%
durante 1min, un enjuague con agua destilada estéril, hipoclorito 20%-tween20
0,1% durante 3 minutos, y 5 lavados con agua destilada estéril. Las semillas se
estratificaron por 48 a 96h en oscuridad a 4°C.

Para los ensayos maceteros se realizé un tratamiento de hidratacion de las
semillas en agua destilada durante 24h en oscuridad a 4°C previo a su
siembra.

Condiciones de crecimiento

Las plantas se crecieron en condiciones controladas en camaras del tipo
biotréon: fotoperiodo de dia largo 16h/8h (luz/oscuridad), 50uEm?s? de
intensidad luminica, 22°C de temperatura y 60% de humedad relativa.

Ensayos maceteros Ensayos in vitro

Figura 5: Diferentes formas de crecimiento de Arabidopsis thaliana. Los ensayos
en macetas se realizaron con turba como sustrato de germinacion y crecimiento. En
los ensayos in vitro se utiliz6 medio MS como sustrato de germinacion y crecimiento.
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El crecimiento en placa horizontal se llevé a cabo para obtener mayor cantidad de
biomasa de parte aérea, mientras que el crecimiento en placa vertical se usé con el fin
de visualizar mejor el fenotipo radicular y obtener mayor biomasa.

Medios de crecimiento

Medio MS

Se indica la composicion en la Tabla 1 (Murashige and Skoog, 1962):

Tabla 1: Composicién de macro y micronutrientes que componen el medio de
crecimiento de plantas de Arabidopsis in vitro Murashige y Skoog (MS).

Macronutrentes [g/l] Micronutnentes  [mg/L]

NH,NO; 1,64 H,B0; 6
KNO, 1,90 CaCl, 0,023
KH,PO, 0,168 CuS0, 1,50
CaCl, 0,44 Na,EDTA 37.22
Mg80,-TH;0 0,37 FeS0,TH,0 27,8
KI 0,83
MnSO,-H2 O 15,1
Na,Mo0,-2H,0 0,24
ZnS0,-TH20 8,628

Se ajustd el pH a 5.7 con NaOH y se agregd 10g/L de agar. Por ultimo se
esterilizo el medio con autoclave a 121°C durante 20min.

Turba

Para los ensayos en maceta se utiliza turba (KEKKILA®) como sustrato
previamente esterilizada en autoclave.

Condiciones de crecimiento particulares:

Las condiciones de sequia en macetas se indujeron mediante la siguiente
metodologia experimental:

[26]
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Figura 6: Diagrama del disefio experimental para generar la situacion de estrés
en plantas Ler y dry2/sgel. Semillas Ler y dry2/sgel fueron sembradas en medio MS
en el dia 0 y se incubaron durante 3 dias a 4°C donde se transfirieron a la cAmara de
crecimiento a 22°C. En la etapa de cuatro hojas verdaderas (20d) las plantulas se
trasplantaron a macetas con turba y se mantuvieron en las mismas condiciones de
crecimiento. Luego del dia 30 se comenzd el experimento de estrés mediante la
imposicion de dos regimenes de riego: plantas tanto Ler como dry2/sqgel fueron
regadas con 10ml de agua dos veces por semana durante todo el experimento y
plantas Ler y dry2/sgel sin riego durante todo el ensayo de estrés hasta el dia 19 en
que se levanto el ensayo. Las réplicas biolégicas fueron 4.

Para el caso de los ensayos in vitro se incorporé 200mM de manitol al medio
MS como agente osmético estresante.

Para la obtencién del peso seco, se secO el tejido vegetal durante 48hs en
estufa a 60°C.

Para los ensayos en presencia de nitroPrusito de sodio (SNP) este se agreg6 al
medio MS sélido en concentraciones finales de 1, 10 y 100uM.

Los ensayos de inhibicion de trafico vesicular se realizaron mediante el
tratamiento con 50uM brefeldina A (BFA) (SIGMA®) en medio MS liquido por 30
minutos en plantas con las construcciones UBQ10::Rabs:YFP vy
UBQ10::Rabs:YFP x dry2/sgel.

La seleccion de plantas transgénicas se realizé en presencia de 30uM del
antibiotico hygromicina B (Duchefa) en plantas con la construccién de
35S::roGFP y 35S::roGFP x dry2/sgel y 10uM del herbicida glufosinato de
amonio (PESTRANAL®) en plantas con la construcciéon de UBQ10::Rabs:YFP y
UBQ10::Rabs:YFP x dry2/sgel los cuales fueron incorporados al medio MS.
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Mapeo del supresor sud3

El mapeo genético del mutante supresor de dry2/sgel (sud3) se realizd
mediante el uso de marcadores moleculares por genética directa y luego por
mapeo profundo por secuenciacion masiva.

La poblacion recombinante de los supresores fue generada por el
Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad de Malaga
(Espafa), mediante el cruce entre una linea de introgresion que contiene la
mutacion dry2/sgel en fondo genético del ecotipo Col-0 (Fig.7a) con sud3 que
porta la mutacion dry2/sgel y la mutacion supresora en un fondo genético
ecotipo Ler (Fig. 7b).

Las semillas F2 resultado del cruce fueron germinadas y crecidas en macetas
durante 30 dias, se sometié a sequia a partir de los 15 dias por ausencia de
riego para seleccionar los individuos que expresan fenotipo salvaje y no
presentan hipersensibilidad a sequia.

La estrategia de mapeo genético usada se representa en la Figura 7, donde el
primer paso fue la identificacion de la base genética del fenotipo mutante a
mapear (sud3) mediante la busqueda de marcadores cuya posicion fisica en el
cromosoma es conocida y que estan fisicamente ligados a la mutacion de
interés (Jander et al., 2002). Este método para la localizacion de mutaciones es
posible gracias al conocimiento de los polimorfismos existentes entre las
secuencias de dos ecotipos de Arabidopsis, en este caso Col-0y Ler.

Los marcadores moleculares empleados son del tipo SSLP (Segun sus siglas
en inglés: Simple Sequence Length Polymorphisms) y se encuentran
distribuidos a lo largo de los 5 cromosomas de Arabidopsis thaliana.
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Figura 7: Representacion de la estrategia general utilizada para la identificacion
del gen mutando en sud3. a) Generacién de la linea de introgresion de dry2/sqel, la
cual presenta en homocigosis la mutacion dry2/sqel en un fondo genético Col-0,
excepto en la region del cromosoma donde se encuentra la mutacién en SQE1 que se
encuentra en fondo Ler. b) El supresor sud3, que se encuentra en un fondo genético
Ler y porta la mutacién dry2/sgel y la sud3 se debe cruzar con un parental polimérfico
como lo es la linea de introgresion de dry2/sgel generada en a) para generar la
poblaciéon no segregante entre dry2/sqel y sud3. En la F2 se genera la poblacién que
se mapeara, inicialmente con marcadores moleculares (MM) del tipo SSLP hasta
flanquear una region pequefia para finalmente por secuenciacibn masiva afinar el
mapeo e identificar el gen o los genes candidatos mutando/s en sud3.

La visualizacion del polimorfismo se realiz6 mediante amplificacion por PCR de
la region deseada. Los cebadores utilizados fueron sintetizados por la empresa
INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES (IDT) y/o cedidos por el Departamento
de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad de Malaga, Espafia. Los
marcadores y las secuencias de los cebadores para cada uno se detallan en la
Tabla 1 en el anexo.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo rutinariamente en un volumen final
de 10ul donde se siguié el siguiente protocolo para cada reaccion:
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Tabla 2: Concentraciones finales, [ ]r, de los reactivo necesarias para la
preparaciéon de la mezcla de PCRs. Ver secuencia de los cebadores usados en
Tabla 1 en anexos.

Reactivo: [k
MgCl, 1.5mM
dNTPs mix 10mM
Cebadores Foward 100pM
Cebadores Reverse 100pM
Taq polimerasa (Fermentas) UMl
Taq Buffer KCI, libre de MgCl, 10X
ADN 20-100ng/ul
Hy0q estéril Volumen final

10pL

La mezcla se incub6 en un termocilador Thermo con la siguiente configuracion
en el programa de ciclado: 1 ciclo de desnaturalizacion a 94°C durante 1:30
min, 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 15seg, hibridacion de los
cebadores a una temperatura de annealing entre 3-5°C inferior a la Tm de los
cebadores, durante 15seg, y por ultimo una extensién a 72°C durante 30seg.

La informacion generada con el mapeo por los MM reduce la distancia a
mapear acotando la busqueda de la mutacion sobre una regién flanqueada por
dos MM en el cromosoma lll, luego para la identificacion especifica del gen se
utilizé secuenciacion masiva.

Un total de 20 plantas F4 portadoras de la mutacion sud3 que muestran los
fenotipos de supresion a dry2/sqel se utlizaron para el mapeo por
secuenciacion. El genoma de sud3 en la region del cromosoma 3 entre los
marcadores F18C1 y NIT1.2 se secuencid0 mediante secuenciacion de alto
rendimiento utilizando la plataforma Illlumina con una cobertura de profundidad
de 30, por el servicio de Shanghai Center for Plant Stress Biology (PSC).

Se filtraron los datos crudos de la secuenciacion de sud3 inicialmente
comparando con la secuencia para el ecotipo Ler y posteriormente con la
secuencia de sudl, otro mutante con supresion en dry2/sqel ya identificada y
clonada (Doblas et al., 2013). De los aproximadamente 50 genes obtenidos que
presentaron desde 1 a 20 mutaciones se depuraron hasta obtener 20 genes
candidatos. Esta ultima depuracion se realizé por busqueda de las mutaciones
puntuales del tipo EMS (sustituciones de G por T) y por la busqueda de
mutaciones que caigan en dominios proteicos identificados para cada proteina.
La identificacion de dominios proteicos se realizO usando la herramienta
InterPro: protein sequence del The european Bioinformatic Institute
(http://www.ebi.ac.uk/).
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Extracciones

Proteinas totales de Arabidopsis

Las proteinas totales son extraidas para los ensayos de inmunodeteccion y
para las actividades enzimaticas en geles (Ver méas adelante).

El material vegetal se macer6 en nitrégeno liquido (N2g). EI macerado fue
homogenizado en buffer de extraccion frio (50mM Tris-HCI pH 7.5, 10mM KClI,
1mM EDTA, 2mM ditiotreitol (DTT), 0,5mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo,
(PMSF), 0.2% triton X-100 y 1/2000 de inhibidor de proteasas) en una
proporcion 2:1 de buffer y macerado. EI homogenizado se centrifugd a 6000g
por 10min a 4°C y el sobrenadante se utilizé para las distintas determinaciones.

Para optimizar la extraccion de proteinas principalmente para las
inmunodetecciones en las cuales la especificad de los anticuerpos es baja se
procede a la purificacion de los extractos obtenidos anteriormente. Para
purificar las proteinas se realizaron cromatografias de exclusién molecular con
columnas de cromatografia SephadexG25. Se sembraron 250ul de la
extraccion de proteinas totales junto con 450ul de buffer de extraccion en 10%
de glicerol. Luego se eluyeron las proteinas con 500ul de buffer de extraccion.

Se cuantifico el contenido de proteinas totales segun (Bradford, 1976). 10ul de
proteinas se adicioné a 900ul de azul de coomassie (0.01% azul de coomassie
G250, 5% etanol y 10% acido fosférico) y se midié la absorbancia a 595nm en
cubeta de plastico de 1cm de paso O6ptico en espectrofotobmetro UV-1603
SHIMADZU. La concentracidon de proteinas totales se obtuvo a partir la
extrapolacion sobre una curva de calibracion construida con BSA (1, 2,5, 10y
50ug/ml) como solucién estandar.

ADN gendmico de Arabidopsis para mapeo con marcadores moleculares

Se macero 2 hojas pequefias en 800ul de buffer de extraccion (200mM Tris pH
7.5, 250mM NacCl, 25mM EDTA pH 3, 0,5% SDS) hasta que el tejido quedod
totalmente homogéneo. Luego se centrifugd a 17.500g durante 10min. Se
conservo el sobrenadante al cual se le agregd 600ul de isopropanol para
precipitar el ADN, esta mezcla se incub6 a -20°C durante 30min; se volvié a
centrifugar a 17.500g durante 10min, se descarté el sobrenadante y se
conservo el pellet el cual se lavd con etanol 75% (v/v). Se dejé secar el pellet y
se resuspendio en 100ul de agua destilada estéril.

ADN gendmico de Arabidopsis para secuenciacién masiva

Se maceraron 3 hojas con Nz y se agregaron 400ul de buffer de extraccion
(100mM Tris pH 8, 0.5mM NaCl, 20mM EDTA, 0,5% SDS) hasta que el tejido
quedo totalmente homogéneo. Se incubd durante 30min a 65°C. Luego se
homogeneiz6 el extracto en 200ul de fenol/cloroformo/alcohol isomilico
(25:24:1) y se centrifugd a 12.000g por 5min. La fase acuosa fue colectada y
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mezclada con 1pl de RNasa A 50mg/ml, por dltimo se incub6 durante 20min a
temperatura ambiente. Las muestras se volvieron a re extraer en un volumen
igual de fenol/cloroformo/isomilico seguidos de dos re extracciones con
cloroformo/ alcohol isoamilico (24:1). EI ADN de la ultima fase acuosa fue
precipitado con 500ul de etanol y centrifugado en las mismas condiciones
anteriores para obtener el pellet enriquecido en ADN el cual fue lavado con
etanol 70% y se resuspendié en 50ul de aguamg.

El ADN extraido se cuantific6 en un espectrofotometro Nanodrop2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific) a 260nm. En el andlisis de los datos,
una unidad de absorbancia a 260nm (Abszsonm =1) equivale a una
concentracion de 50ug/mL si la muestra es de ADN (Berger, 1987).

La calidad del ADN se evalué por el cociente entre las absorbancias a las
longitudes de onda de 260nm y 280nm que estima si la muestra de ADN esta
contaminada por proteinas y el cociente entre las absorbancias a 260nm y
230nm que es un indicativo de contaminacion de polisacéaridos y fenoles. Los
valores del cociente abs 260nm /abs 2sonm deben estar comprendidos entre 1.7-
1.9 unidades de absorbancia y los valores del cociente abs 26onm/abs 230nm
deben ser superiores a 2 unidades de absorbancia.

El ADN se corrid en electroforesis horizontal en geles de agarosa de 1 a 3% en
buffer TBE 1X (54g/L Tris; 27.5¢/L &cido boérico y 0,5M EDTA pH 8) con
0.0025% de goodview (SDS, China) para su posterior visualizacion. Las
muestras de ADN a separar se mezclaron con buffer de carga (azul de
bromofenol 0.25%, xilencianol (Xc) 0.25% vy glicerol 50%) en proporcién 5:1 de
buffer-muestra. Se siembran las muestras en el gel y paralelamente se
corrieron los marcadores de peso molecular (1kb PLUS y 100bp.
GeneRuler™). Se corri6 el gel a 100mV en buffer TBE 1X durante 40min. La
visualizacion del gel se realiz6 en lamparas de luz UV del equipo Dynalight dual
intensity UV transilluminador.

En la Tabla 2 de los anexos, se representan las cuantificaciones, purezas e
integridad de los ADNSs extraidos.

El ADN a secuenciar fue enviado precipitado a partir de un pool de 20 ADNs de
20 individuos sud3 diferentes en una concentracion final de 20ug de ADN (1ug
por cada uno). La precipitacion se realizé en 2.5 volimenes de etanol al 100%
y en 1/10 de 3M de acetato de sodio pH 5.4. Se incubo durante 1h a -80°C.
Luego se centrifugd a maxima velocidad por 30min a 4°C y el pellet obtenido se
lavd en etanol 70% y una vez seco se envio para la secuenciacion masiva.

Prolina

Para la extraccion de prolina se utilizd el protocolo de (Charest and Phan,
1990). Se macero6 entre 100 y 50mg de tejido fresco de plantulas en 800uL de
solucion de metanol-cloroformo-agua (12:5:1). El homogenizado se centrifugo a
5.000g durante 2min a temperatura ambiente. Al sobrenadante se le adicion6
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200ul de cloroformo y 300ul de agua y se volvio a centrifugar a 5.000g durante
1min. La fase superior acuosa del sobrenadante contiene la prolina y se
conservo para la posterior cuantificacion.

La cuantificacion se realiz6 segun (Troll and Lindsley, 1955). A 500ul de
solucion que contiene prolina se le agregd 1mL de acido acético y 1mL de
reactivo de ninhidrina &cida (H3POs 6M, &acido acético 12.6M y ninhidrina
0.14M). La reaccion se desarroll6 a 90°C durante 60min y se dejo enfriar a
temperatura ambiente. Se le adicioné 1mL de tolueno, se agité vigorosamente
y se incubd durante 5min, y se decanté durante 12hs en heladera hasta la
formacion de dos fases. Se utilizd la fase superior para cuantificar la prolina por
espectrofotometria midiendo la absorbancia a 515nm en celdas de vidrio.
Como blanco se utilizé tolueno.

Electroforesis

Geles nativos

Se utilizd electroforesis de geles no desnaturalizantes para examinar y aislar
las proteinas en su forma "nativa”, en este caso para geles de actividad
enzimatica (ver mas adelante).

Se prepararon dos geles segun (Sambrook et al., 1989), un concentrador en la
parte superior y otro separador en la inferior. La concentracion de Acrilamida
fue de 5% y 12.5% respectivamente. La composicion de los geles se detalla en
la Tabla 3.

Tabla 3: Detalle de la composicién de los geles separador al 12.5% y de Stacking
al 5% de para la preparacion de geles de Poliacrilamida no desnaturalizantes
(PAGE).

Compaosicién Volumen (mL)  Composicidon Gel ~ Volumen (mL)
Gel separador (5mL) Stacking (1.5mL)
Acrilamida 30% 1.67 Acrilamida 30% 0.24
Agua destilada 232 Agua destilada 1.0815
Buffer Tris-HCI 1.8M pH 8.8 1 Buffer Tris-HCI 1.25M 0.15
pH 6.8
TEMED 0.005 TEMED 0.003
Persulfato de Amonio (PSA) 0.0333 Persulfato de Amonio 0.01
(PSA)

La muestra para sembrar se prepardé en una proporcién 4/1 con respecto al
buffer de carga (62.5mM Tris pH 6,8, 10% glicerol y 0.01% azul de bromofenol).
Como buffer de corrida se utilizé 1X de Tris-glicina (25mM Tris pH 8.3 y 0.9M
glicina). La corrida se realiz0 a 30mA hasta que la muestra alcanzo el gel
separador y luego a 35mA. Para visualizar las proteinas se tifié el gel con azul
de Commassie, 0 plata dependiendo de la concentracion de las proteinas a
visualizar.
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Geles desnaturalizantes SDS-PAGE

Los geles SDS-PAGE (Segun sus siglas en inglés, Sodium Sodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel). Se prepararon en forma similar a los nativos con la
diferencia que es generd condiciones desnaturalizantes con la inclusién del
detergente SDS, ver composicion Tabla 4. ElI perfii de proteinas
desnaturalizadas en el gel se utilizd para las inmunodetecciones (Ver mas
adelante).

Tabla 4: Detalle de la composicion de los geles separador al 12.5% y de Stacking
al 5% de para la preparacion de geles de Poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-
PAGE).

Composicion Volumen (mL)  Composicién Gel  Volumen (mL)
Gel separadar (5mlL) Stacking (1.5mL)
Acrilamida 30% 1.67 Acrilamida 30% 0.24
Agua destilada 227 Agua destilada 1.08
Buffer Tris-HCI 1.8M pH 8.8 1 Buffer Tris-HCI 1.25M 0.15
pH 6.8
SDS 10% 0.05 SDS 10% 0.015
TEMED 0.005 TEMED 0.003
Persulfato de Amonio (PSA) 0.0:333 Persulfato de Amonio 0.01
(PSA)

La muestra (20ug) se sembr6 en proporcion 4/1 con buffer de carga (62.5mM
Tris pH 6,8, 10% glicerol, 0.01% azul de bromofenol y 2% SDS) previamente a
un tratamiento de shock térmico que consistié6 en 3min a 90°C y 3min a 0°C.
Luego se procedi6 a la corrida en buffer (25mM Tris pH 8.3, 0.9M glicina y 1%
SDS). Se conecto la fuente de poder y se regulé a 30mA, luego que la muestra
alcanzo el gel separador se aument6 a 35mA vy la corrida se realiz6 hasta que
buffer de corrida salié del gel. EIl gel se tifié con azul de commassie o tincién
de plata segun los requerimientos.

Tincion de geles de proteinas

Azul de Coomasie

El gel se tifié en una solucion de azul de commasie (0,1% azul coomasie, 45%
metanol y 10% &cido acético) durante 60min posteriormente se destifid en una
solucion de decoloraciéon (15% &acido acético y 5% metanol) hasta que
aparecieron las bandas.

Tincion de nitrato de plata

Se realizé segun Blum et al., 1987, se fij6 el gel en una solucion metanol: acido
acético: agua (50:10:40) con 0.5mL/L de formaldheido 37%. Se incub6 durante
45min en agitacion. Luego se realizé 4 lavados en etanol 50% durante 20min
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cada uno en agitacion. Se retir0 el etanol y se adicioné tiosulfato de sodio
0.8mM por 1min, rapidamente 4 lavados con aguamq de 20s cada uno. En otro
recipiente limpio se incubo el gel en una solucion de nitrato de plata 0.2g/mL
con 0.75mL/L de formaldheido 37% durante 20min en agitacion y oscuridad. Se
realizé 2 lavados rapidos con aguamq Yy se revelo el gel en una solucién de
carbonato de sodio 60g/L, tiosulfato de sodio 4mg/L y formaldehido 0.5/mL/L.
Cuando comenzaron a aparecer las bandas se coloco la solucion de parada
(50% etanol y 10% acido acético) durante 10min en agitacion.

Inmunodetecciones
Western Blot

Para detectar la cantidad de proteinas en este caso los niveles de fosfolipasas
presentes en extractos proteicos se ensayo la técnica de inmunodeteccion de
western blot.

Las proteinas previamente separadas en gel desnaturalizante (SDS- PAGE) se
transfirieron a una membrana 0.45um de nitrocelulosa (Bio-Rad) en el buffer de
transferencia (Tris 25mM, glicina 192mM pH 8.3, metanol 20%) a 40mA
aproximadamente durante 1:40hs en un electrotransferidor TE 77 (ECL Semi
Dry Transfer Unit, Amersham Biosciences). La membrana se tifidé en una
solucion de con rojo ponceau (Sigma) 0.5% (p/v) y acido acético 1% (p/v) para
comprobar la correcta transferencia de las proteinas.

A continuacion se lavo la membrana 2 veces en aguamg Yy posteriormente se
incub6 en un buffer TBS (Tris-HCI 20mM pH 7.5 y NaCl 0,5M) por 10min a
temperatura ambiente y en agitacion a 30rpm. Luego se bloqued la membrana
con una soluciéon compuesta por leche en polvo libre de grasa al 5% en TBS
durante 1h. Se lavd la membrana 2 veces con TBS-tween 20 al 0.1% (TBST)
durante 10 min. Se incubd6 con el anticuerpo primario (Ver dilucién para cada
caso en Tabla 5) durante 1h. Se lavo el exceso de anticuerpo primario 2 veces
en buffer TBST durante 10 min y se incubd con el anticuerpo secundario
durante 1 hora (Ver discusion en Tabla 5). Por ultimo se lavd la membrana 2
veces en TBST durante 10min. Se incubo la membrana en la solucion de
guimioluminiscencia (BIO-RAD) durante 5min y la membrana se expuso en
oscuridad a una placa fotogréfica (Kodak) durante 10min. El revelado de las
mismas se realiz6 en las soluciones comerciales de revelado y fijacién
(MediQ®) en placas fotograficas en oscuridad hasta la aparicién de bandas.
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Tabla 5: Diluciones correspondientes de los anticuerpos primarios Yy
secundarios utilizados en las inmunodetecciones.

Dilusion
Anticue I (en TBST +5% Leche en polvo)
Primario- Anti
FosfolipasaDa 1/2 1/1000

(Agrisera AS12 2364)

Secundario- Anti IgG (H+L)
Rabbit conjugado a HRP 112500
(BioRad 170-6515)

Deteccidn de especies reactivas del oxigeno y nitrogeno

Detecciéon de O2- mediante el fluoroforo dihidroetidio (DHE)

DHE es un fluoroforo para la deteccidén de especies reactivas del oxigeno, y es
comunmente usada para la deteccion del radical superoxido. La sonda difunde
a través de la célula donde entra en contacto con el Oz produciendo oxyetidio
gue es el compuesto que fluorece (Zhao et al., 2003).

La plantula entera de Arabidopsis se incub6 segun Chaki et al., 2009 con 10uM
DHE en buffer 20mM Tris-HCI pH 7.4 durante 30min a 37°C en oscuridad. Se
visualizé la fluorescencia de la sonda en un microscopio confocal 6 de
epifluorescencia a una longitud de onda de excitacién de 488nm y de emisién a
520nm. Para las muestras de parte aérea se utilizaron filtros en el microscopio
confocal para evitar la fluorescencia de las clorofilas a y b de excitacion 429nm
y 450nm, y emisiéon 650nm y 670nm respectivamente.

Deteccion de -‘NO mediante el fluoroforo 4,5-diaminofluoresceina de diacetato

(DAE-2DA)

DAF-2DA es un fluoréforo que detecta el 6xido nitrico. Las membranas
plasméticas son permeables a este fluor6foro, pero tiene la particularidad de
gque un enzima intracelular, una estearasa, criba la sonda volviendo la
membrana impermeable a esta. Cuando la sonda reacciona con ‘-NO genera un
producto fluorescente llamado bentriazol el cual se mide para cuantificar los
niveles de ‘NO (Kojima et al., 1998).

La plantula entera de Arabidopsis se incubd segun Corpas et al., 2008 con
10uM DAF-2DA en 10mM de Tris-HCI pH 7.4 durante 60min a 25°C en
oscuridad. Se visualiz6 la fluorescencia de la sonda en un microscopio confocal
0 de epifluorescencia a una longitud de onda de excitacion de 495nm y de
emisién a 515nm. Se utilizaron filtros en el microscopio confocal para evitar la
fluorescencia de las clorofilas a y b de excitacién 429nm y 450nm, y emision
650nm y 670nm respectivamente en las muestras de parte aérea.

Deteccion de NADPH oxidasa en geles de actividad

Este ensayo detecta —de forma cualitativa- la actividad de la enzima NADPH
oxidasa dependiente de Oz en un gel de Poliacrilamida nativo segun el método
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de reduccion del NBT (Lopez-Huertas et al., 1999). Se realiz6 una extraccion
de proteinas totales y posteriormente se corri6 10ug de estas en una
electroforesis no desnaturalizante al 12.5% como fue descripto anteriormente.
El gel se incub6 en una solucién que contiene 50mM Tris-HCI pH 7.4, 0.2mM
de NBT, 0.1mM MgClz y 1ImM de CaClz durante 20min en oscuridad. Luego
para visualizar las bandas se retird la solucion anterior y se agregd 0.5mM
NADPH. Como control negativo se pre-incub6 durante 10min un segundo gel
en 50uM de difenilene de iodo (DPI) que inhibe la NADPH oxidasa.

Deteccion de la actividad enzimatica de la NOX in vitro

La actividad NOX es desarrollada sobre extracciones de proteinas totales y se
basa en la deteccion de la reduccién de XTT (2,3-Bis (2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) por Oz (Able et al.,, 1998). La
reaccion se llevé a cabo por la mezcla de 0.5mM XTT, 10mM Tris-HCI (pH 7.4)
y 100mg de proteinas aproximadamente. La reaccién se inicio tras el agregado
de 20uM de NADPH a temperatura ambiente luego de 1min se midio la cinética
enzimatica a 470nm durante 90s en un espectrofotémetro UV-1603 SHIMADZU
en cubetas de vidrio de 1cm de paso Optico. Se realizd la inhibicion de la
enzima como control agregando a la reaccién 400uM de DPI.

Deteccidn del estado redox intracelular

Como herramienta para el monitoreo de los cambios del estado redox in vivo se
uso6 la medida de los espectros de excitacion de las 35S::roGFPs expresadas
dentro del genoma de Arabidopsis. Estas GFP modificadas se excitan
diferencialmente dependiendo de su estado redox. Los espectros de excitacion
se generaron por un barrido entre [350-504nm] con una Aem= 528nm en un
lector de placa Varioskcan Flash. Las medidas se realizaron sobre hojas
pequefias, 36 de plantulas 35S::roGFP y 36 de 35S::roGFP x dry2/sgel los
cuales se colocaron cada una en un pocillo de placas tipo ELISA con 200ul de
aguamg con la cara abaxial de la hoja hacia arriba. Se tomaron las medidas de
cada pocillo. Luego se removid el aguamq de los pocillos y se colocaron 200ul
de H202 100mM con el fin de medir la fluorescencia de la roGFP cuando esta
totalmente oxidada. Luego de tomadas las medidas se retir6 el H202y se lavo
con abundante agua cada pocillo y se afladieron 200ul de DTT 50mM para la
reduccion completa de las roGFPs. Todas las medidas se tomaron con su
respectivo blanco. Se midieron hojas de plantas en condiciones control y en
estrés moderado por ausencia de riego durante 5 dias. Para reportar el estado
redox intracelular se utilizaron los radios (Riraoo4s0nm) que se obtienen por la
division entre las intensidades de fluorescencia de excitacién (IF) a 400 y
480nm.

Ademas se evaluaron raices de plantulas con la construccién 35S::roGFP y
35S::roGFP x dry2/sgel por microscopia de epifuorescencia. Las plantulas
fueron crecidas en placas con MS con y sin 150mM de manitol para generar
estrés osmotico durante 5 dias.
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Visualizaciones histologicas

Céamara termoqrafia

La toma de fotografias térmicas se realiz6 con una camara infrarroja FLIR
modelo ES50.

Microscopia confocal

Se us6 un microscopio confocal Leica TCS SP5 del servicio brindado por la
Unidad de Biologia Celular del Instituto Pauster Montevideo.

Para la obtencion de los datos espectrales de la emision del LAURDAN se
utilizé una aplicacion de este microscopio llamada Microscopia confocal
espectral. LAURDAN es una sonda fluorescente usada para medir efectos de
relajacion dipolares sobre membranas que esté relacionado con el grado de
penetracion del agua en la bicapa (Weber and Farris, 1979). Este fluoroforo, es
capaz de determinar el grado de fluidez de las membranas, cuando estas se
encuentran empaquetadas, la sonda tiene un maximo de emisién a 440nm, en
cambio cuando se encuentran en fase desordenada o fluida su emision es de
490nm (Golfetto et al., 2015). La aplicacion de la transformacion de Fourier a
los espectros de emision de LAURDAN otorga una nueva dimension al analisis
de los resultados, en donde es posible ver cédmo los corrimientos espectrales y
los cambios en la heterogeneidad en la emisién pueden ser discriminados en
un grafico, denominado fasor espectral (SP, segun las siglas en inglés)
(Golfetto et al., 2015). Actualmente es posible generar combinaciones
espectrales en los pixeles de una imagen dadas por emisién de LAURDAN. En
este trabajo los SP de LAURDAN se generaron usando un total de 32 canales
(de ancho de banda de 9.78nm) de longitudes de onda de emisién en el rango
de 416-728nm.

Por otro lado usamos otra sonda fluorescente sensible a la polaridad del
solvente llamada Rojo nilo (RN). Los datos espectrales del RN se generaron
también usando un total de 32 canales, con longitudes de emision en el rango
del azul a 780nm (asociado a membranas liquido desordenadas) al rojo en
555nm (asociado a membranas liquido ordenadas).

Para la deteccion de las construcciones de 35S::roGFP se usd microscopio de
epifluoresencia marca Oympus-New Vanox con filtros de excitacion entre 450-
490nm y la emisién a 515nm.

Herramientas informaticas

Las secuencias de ADN para el disefio de primers se extrajeron de la base de
datos online de Arabidopsis: TAIR (http://www.arabidopsis.org).

Para el disefio de primers se utlizd el programa Primer 3
(http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi). Para evaluar la
calidad de los primers se utiliz6 la herramienta OligoAnalizer que brinda la
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pagina de Integrated DNA Technologies, (IDT segun sus siglas en inglés)
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/).

Andlisis informaticos de software libre para el tratamiento grafico y estadistico
de datos: Excel e InfoStat estudiantil
(http://www.infostat.com.ar/index.php?mod=page&id=37) respectivamente.

Para el tratamiento de imagenes en la cuantificacion de la intensidad de sefal
de fluoroforos en microscopias confocales, se uso la herramienta de intensidad
de sefal (IntDen) que registra la sumatoria de intensidad de cada pixel en un
area seleccionada del software libre Image J (http://imagej.nih.gov/ij/).

Para el tratamiento de imagenes infrarrojas para la cuantificacion de areas
térmicas sobre las fotografias generadas por la camara infrarroja FLIR se utilizo
el software libre FLIR tools (http://www.flir.com/cs/emea/es/view/?i1d=52662).

Para la obtencion de los fasores espectrales se usé el Software SImFCS 3.0,
servicio proporcionado por el Laboratorio de Fisiopatologia del Hospital de
Clinicas.
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Resultados

Respuestas a sequia en el mutante dry2/sqel

El mutante dry2/sgel hipersensible a sequia, presenta alteraciones en el
contenido de esteroles en raiz y en las respuestas fisiolégicas y bioquimicas
asociadas a estrés abidtico (Posé et al., 2009; Doblas et al., 2013). Estas
caracteristicas hacen de dry2/sqel un modelo interesante para estudiar el
posible rol de los esteroles en las respuestas a sequia. Durante el desarrollo de
esta tesis se pretendié evaluar si los cambios en las respuestas fisiologicas y
bioquimicas generados por la mutacibon en SQE1 son similares yl/o
comparables a la forma en que las plantas de Arabidopsis salvajes responden
frente al déficit hidrico. En este sentido nos planteamos dos escenarios
posibles: uno donde la mutacion en SQE1 impide el normal control de la
pérdida de agua y esto es lo que desencadena las respuestas a estrés
descriptas para dry2/sqel; u otro en que la mutacién en SQE1, una vez que las
células se deshidratan, impide una correcta y ordenada respuesta a estrés y
esta incapacidad es la desencadenante del fenotipo hipersensible (Fig. 8). Para
tratar de explicar los posibles escenarios realizamos experimentos que apuntan
a estudiar las respuestas conocidas a estrés: apertura estomatica, niveles de
prolina, evaluacién del estado redox intracelular. Y por otro lado, para entender
la relacion que existe entre la respuesta a estrés observada y la composicion
alterada de esteroles del mutante, estudiamos la abundancia y actividad de
proteinas de membrana asociadas a microdominios lipidicos enriquecidos en
esteroles, también la localizacion de proteinas de tonoplasto y endosomas y
por ultimo la fluidez de las membranas celulares. Los resultados obtenidos en
estos experimentos se describen a continuacion.

dry2/sqe1

|

Percepcion del estrés — Percepcion

.

Transduccion de seiales — Transduccion de seriales

!

Respuestas frente a estrés — Control de la pérdida de agua

l F— Modulacion de las respuestas

Tolerancia Hipersensibilidad

Figura 8: Modelo propuesto para explicar como se genera la hipersensibilidad al
déficit hidrico en el mutante dry2/sqel. El modelo representa como la sgel puede
estar bloqueando algun nivel entre la percepcién y la generaciéon de las respuestas a
estrés. En este contexto dry2/sqel puede estar impidiendo la percepcion del estrés, o
generar una alteracibn en los mecanismos de traduccion de sefiales. Los dos
escenarios que proponemos en el texto son consecuencias de estos. Uno en donde
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sgel bloquea el control de la pérdida de agua y esta desencadena las respuestas y/6
otro donde sgel impide el correcto desencadenamiento de las respuestas a estrés y
esto generara la hipersensibilidad.

Apertura estomatica

El cierre estomético es un fendmeno fundamental para la regulacion del
balance hidrico de la planta en episodios de sequia. Los principales objetivos
del cierre de los estomas son la disminucion de la tasa transpiratoria y en
consecuencia del agua consumida por la planta son (Nadeau and Sack, 2002).
Debido a la imposibilidad de determinar la conductancia estomatica directa por
problemas metodoldgicos se utilizé la temperatura foliar como parametro
indicativo indirecto de la transpiracion de la planta. En la Figura 9 se observa el
perfil térmico entre plantas Ler y dry2/sgel crecidas durante 48 dias (ver
procedimiento experimental en materiales y métodos Fig. 6) en maceta en
diferentes condiciones de riego. Asumimos que la temperatura foliar esta
asociada con la apertura estomética, los estomas abiertos generan la perdida
de agua que enfria la hoja y los estomas cerrados impiden dicha pérdida por lo
que la temperatura foliar se incrementa. En plantas salvajes (Ler) la
temperatura foliar comienza a aumentar a medida que los dias de sequia
incrementan, llegando el maximo (24.5°C) a los 10 dias de impuesta la sequia
(Fig. 9, linea negra). Por otro lado la temperatura foliar del mutante dry2/sgel
en condiciones control de riego (0 dia), es mayor que Ler, lo que sugiere que el
mutante tiene los estomas mas cerrados que el salvaje. Luego de 5 dias de
impuesta la sequia, la temperatura foliar de dry2/sgel disminuye vy
curiosamente es significativamente menor a la del salvaje en las mismas
condiciones (Fig. 9, linea gris). En resumen, las plantas salvajes sensan la
situacion de sequia y responden cerrando los estomas, lo que aumenta la
temperatura foliar, en cambio el mutante dry2/sqel no puede cerrar los
estomas, de la misma forma que lo sugiere (Posé et al., 2009) lo que
desencadena la perdida de agua por los estomas durante el episodio de
sequia, lo que explicaria la disminucién en la temperatura foliar observada.
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Figura 9: Evolucion de la temperatura foliar de Ler y dry2/sqel durante 19 dias
de sequia. a) Plantas Ler y dry2/sgel, crecidas en macetas mediante la metodologia
experimental de la Figura 6, se les registro el perfil térmico a los 0, 5, 10, 15y 19 dias
de imponer la sequia. Las medidas se llevaron a cabo a través de una camara
termogréfica (FLIR) que registra la radiacion infrarroja. Mediante el software
informatico FLIR tools se obtuvieron las temperaturas medias de cada tratamiento. Se
graficaron los promedios de la temperatura foliar y el desvio estandar en funcion de los
dias de sequia. Los * representan aquellas temperaturas que son significativamente
diferentes (p<=0.05 segun el test de Tuckey). n=16. b) Fotografias térmicas
representativas del analisis en a), al inicio del ensayo (dia 0) y al final (dia 20). El
cédigo de colores se representa en la barra de la derecha, siendo el extremo inferior el
violeta con temperaturas de 20°C y el extremo superior, de color rojo con temperaturas
de 30°C.
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Acumulacioén de prolina

La prolina (Pro) es un osmolito compatible muy conocido en células vegetales y
aunque su funcion es muy discutida su acumulacion estd ampliamente
comprobada en episodios de sequia (Borsani et al.,, 1999; Diaz et al., 2005;
Signorelli et al., 2013). Los niveles de prolina intracelulares incrementan
significativamente inmediatamente que la planta comienza a sensar el estrés
(Yoshiba et al., 1997). Resultados anteriores (Fig. 9) evidenciaron que la
sequia genera en plantas salvajes una respuesta fisioldgica asociada al cierre
estomético, visualizado a través del aumento de la temperatura foliar. En
cambio, el mutante dry2/sgel mantiene una menor temperatura foliar luego de
5 dias de sequia (Fig. 9), esta respuesta diferencial del mutante frente a la
condicion de estrés puede ser explicada por una incapacidad de sensar dicho
estrés o por problemas en el mecanismo de cierre de los estomas. Una forma
indirecta de evaluar si el mutante es capaz de sensar la situacion de sequia es
a través de la medida de un marcador de estrés ya conocido, como la prolina.
En la Tabla 6 se observa que las plantas salvajes no presentan variaciones en
el contenido de prolina en condiciones de riego normal. Sin embargo, acumulan
niveles mas altos en situacion de sequia, observandose un pico de
acumulacion a partir del décimo dia de impuesta la sequia. Contrariamente, el
mutante dry2/sgel presenta niveles de prolina méas altos que Ler en
condiciones de riego normal e incrementa estos niveles durante los 5 dias de
impuesta la sequia (Tabla 6). Estos resultados se corresponden con los
diversos trabajos que proponen que la prolina se acumula en respuesta al
estrés hidrico desde (Barnett and Naylor, 1966) hasta la actualidad
(Abdelgawad et al., 2015; Reddy et al., 2015; Saibi et al., 2015).

Tabla 6: Niveles de prolina en plantulas Ler y dry2/sqel bajo condiciones de
déficit hidrico. El riego representa plantas que fueron regadas durante todo el ensayo
para cada genotipo, y el sin riego representa las plantas sometidas al episodio de
sequia. Segun el andlisis estadistico las letras diferentes indican valores
significativamente diferentes, comparando entre los tratamientos hidricos dentro de
cada genotipo (p<=0.05, segun Tuckey). n=16.

Niveles de Pro [ug/mg PS]
Ler dry2/sqet
Dias Riego Sin riego Riego Sin riego
5 10.014+0.0043a {0.073+0.03 a| 0.198+0.0142 : 0.703 +0.124 v
10 [0.024+0.007 a { 0.070 +0.019 a|] 0.238 +0.041a : 1.003 + 0.333 b
15 10.021£0.012a { 0.354+0.195b| 0.148 £ 0.0222 : 1.1£0.212 b
19  [0.012+0.006 2 { 0.355+0.144b| 0.227 +0.0212 { 1.230 £ 0.276 b
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En resumen, el mutante tiene mayores cantidades de prolina en condiciones
control que las plantas salvajes y responde frente a la sequia incrementando
los niveles de manera mas temprana. Estos datos sugieren que el mutante, a
pesar de presentar niveles elevados de prolina en condiciones de riego, tiene la
capacidad de sensar el estrés hidrico y responder incrementando su sintesis.

Evaluaciéon del estado redox intracelular

Factores abioticos desfavorables, como la sequia, perturban el equilibrio
metabdlico de las células, lo que lleva a la sobreproduccion de ROS y RNS,
especies altamente reactivas y toxicas que causan dafio celular tanto a nivel de
proteinas, lipidos, carbohidratos como al ADN (Grene, 2002; Apel and Hirt,
2004). La pérdida del equilibrio entre la produccién y eliminacion de ROS
celular conduce a la perdida de la homeostasis redox llamada estado de "estrés
oxidativo" (Huang et al., 2012).

Posé et al., 2009 sugirieron que el fenotipo de hipersensibilidad a la sequia de
dry2/sqgel podia deberse a la sobreexpresion de ciertos genes que se
encuentran implicados en las respuestas a estrés. Por ejemplo el gen ABA2
asociado a la biosintesis de la fitohormona ABA y al cierre estomatico; asi
como genes de respuesta a estrés asociados al metabolismo oxidativo, tanto
los productores de especies reactivas y a la maquinaria antioxidante como por
ejemplo CAT2 y CAT3 que codifican para catalasas, enzimas asociadas al
catabolismos de peréxido de hidrogeno; asi como Atrbohb y AtrbohF
vinculados a la produccion de radicales superoxido. En relacion a la defensa
antioxidante se encontraron alteradas superoxidos dismutasas como CSD1 y
CCS1 que dismutan el radical superoxido como manera de eliminar estos
radicales produciendo peréxido de hidrogeno.

En esta tesis, para entender si los cambios en las respuestas fisiolégicas y
bioquimicas generados por la mutacion en SQE1 son similares y/o
comparables a la forma en que las plantas de Arabidopsis salvajes responden
frente al déficit hidrico se evalud el estado redox celular y los niveles de las
especies reactivas del oxigeno y nitrégeno en el citosol.

La homeostasis redox citosolica esta alterada en dry2/sgel

Los cambios en el estado redox celular influyen en una gran cantidad de
funciones celulares (Geigenberger and Fernie, 2014). La proteina verde
fluorescente sensible a cambios de reduccion/oxidacion (roGFP) con expresion
en el citosol permite la visualizacion en tiempo real del estado redox celular de
forma no invasiva (Dooley et al., 2004). Esta roGFP fue expresada en el
genoma de Arabidopsis de forma estable bajo el promotor 35S (Jiang et al.,
2006). Dicha proteina presenta dos mutaciones generadas por la incorporacion
de dos cisteinas expuestas en la superficie en las posiciones 147 y 204
adyacentes al grupo croméforo. La formacion de enlaces disulfuros entre los
residuos de cisteina promueve la protonacién del croméforo y aumenta el pico
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del espectro de excitacion cerca de 400nm a expensas del pico cerca de
480nm. La fluorescencia de excitacion a 400 y 480nm indican el grado de
oxidacion y por lo tanto el potencial redox (Dooley et al., 2004). Ambas formas
de roGFP pueden reversiblemente ser tanto reducidas con Ditiotreitol (DTT)
como oxidada con Peroxido de Hidrogeno (H202) permitiendo ver en tiempo
real cambios in vivo (Hanson et al., 2004). Se asume una alta intensidad de
fluorescencia con estados redox citosoilicos oxidados (Jiang et al., 2006).

Para cuantificar el efecto del estrés sobre el estado redox celular, se
observaron raices 35S::roGFP y 35S::roGFP x dry2/sqgel por microscopia de
epifluorescencia en condiciones control y en estrés osmoético generado por
crecimiento de las plantas en medio MS con 150mM de manitol. Tanto para Ler
como para dry2/sgel el tratamiento con manitol genero un aumento
significativo en la sefal de la roGFP (Fig. 10a y b). Por otro lado en
condiciones control, se detectaron diferencias significativas en la intensidad de
fluorescencia entre Ler y dry2/sqel en raices donde dry2/sqgel present6 mayor
intensidad de fluorescencia que el salvaje. En las condiciones de estrés
osmotico generadas, también se observd un incremento significativo en la
sefal de roGFP en raices de dry2/sqel (Fig.10b).
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Figura 10: Estado redox citosdlico de raices de Ler y dry2/sqel mediante la
excitacion de roGFP evidencia que dry2/sqel esta mas oxidado. a) Raices
35S::roGFP y 35S::roGFP x dry2/sqel de 10 dias crecidas en MS sin y con 150mM de
manitol y visualizadas en un microscopio de epifluorescencia. La sefial que se detecta
es la excitacion de la roGFP. El background representa el control negativo, plantulas
sin la construccién 35S::roGFP. Las barras representan 2uM. b) Cuantificacién de la
intensidad de sefial de roGFP en la figura a) Los datos fueron normalizados,
expresados como veces de incremento de la sefial con respecto al control 35S::roGFP
en OmM de manitol. Los * indican valores significativamente diferentes (p<=0.05,
segun Tuckey). n=3.

Por otro lado, se repitidé el experimento pero en condiciones de déficit hidrico.
Se utilizaron hojas de plantas salvajes y mutantes que expresan la roGFP
(35S::roGFP y 35S::roGFP x dry2/sqel respectivamente) para calcular los
radios de fluorescencia de excitacion de la roGFP. En la Figura 12 se muestra
que en condiciones de riego las plantas salvajes que expresan 35S::roGFP
presentaron menor radio (Riraoo4sonm=2.3) que las plantas 35S:roGFP x
dry2/sgel (Rira001480nm=3.7) evidenciando que el estado redox del mutante
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dry2/sgel parece estar mas oxidado que Ler. Cuando las plantas se
sometieron a sequia, se obtuvo el mismo comportamiento donde 35S::roGFP
presentd un radio menor (RiFao0i4800m=2.9) que 35S:roGFP X
dry2/sgel(Rira00480nm=4.1), si bien estos resultados no fueron estadisticamente
significativos (Fig. 11).
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Figura 11: Estado redox citosolico de Ler y dry2/sgel en condiciones control y
sequia. Radios generados por la IF400/480nm a Aem 428mn en hojas con la
construccién de roGFP en plantas crecidas en maceta durante 30 dias con y sin riego,
por suspension del riego durante 5 dias. La fluorescencia fue medida en un lector de
fluorescencia de placa (Varioskan Flash), n=20. En color rojo se representa el maximo
de oxidacion (100mM H20) y en verde el maximo de reduccion (50mM DTT).

Acumulacién de ROS y RNS como repuestas de hipersensibilidad a
sequia

Las especies reactivas del oxigeno, principalmente, han sido propuestas desde
hace décadas como componentes centrales en la adaptacion de las plantas
frente al estrés hidrico. La sequia induce la inhibicion de la fotosintesis e
incrementa los niveles de ROS producidas por los cloroplastos, este ambiente
celular desencadena los primeros mecanismos que producen el estrés
oxidativo, una de las respuestas a estrés por sequia mas estudiados en los
ultimos afios (Smirnoff, 1993; Dat et al., 2000; Lee and Park, 2012; Kocsy et al.,
2013; Signorelli et al., 2013).

Durante el estrés oxidativo el equilibrio redox de las células se ve perturbado
por el aumento en la tasa de generacion ROS tales como el anion Oz y H20:2
que es mayor que la eliminacion de estas especies por los sistemas
antioxidantes enzimaticos o no-enzimaticos (Mittler, 2002). Por otro lado
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recientemente se encontro que las especies reactivas del nitrégeno contribuyen
en alterar el metabolismo nitrosativo (Valderrama et al., 2007; Corpas et al.,
2011). Las funciones celulares son alteradas durante el estrés oxidativo
generado por el incremento de estas especies no sélo debido al dafio oxidativo
per se, sino también porque las ROS y RNS son importantes moléculas de
sefalizacion (Neill et al., 2008).

La idea de que la mutacion a nivel de SQEL1 genera hipersensibilidad a sequia
por alteracion del estado redox intracelular evaluado por roGFP (Fig. 10 y 11)
permite especular con el posible aumento de ROS y RNS. Para detectar ROS y
RNS se usaron sondas fluorescentes in vivo.

Las Figuras 12 y 13 muestran la localizacion de la sonda DHE, que se asocia
con niveles de especies reactivas del oxigeno en especial en el Oz, en hojas y
raices de plantulas de Ler y dry2sgel respectivamente. En hojas de Ler la
sefal se localizé en las membranas de las células epidérmicas (Fig. 12a A-D)
en condiciones control, observandose un incremento de la sefial de 2.15 veces
luego del tratamiento con manitol (Fig. 12a E-H y 12b). En hojas de dry2/sgel
la sefial se localizd en el citoplasma de las células epidérmicas en condiciones
control (Fig. 13a A-D), observandose un incremento de la sefial de 6.5 veces
luego del tratamiento con manitol (Fig. 13a E-H y 13b). En raices de Ler, en
situacién control, se observd que la sefial esta restringida al 4pice donde se
encuentran las regiones meristematicas activas (Fig.12a I-L). Luego de
sometido el estrés osmatico, la sefial se extiende a otras zonas de la raiz y se
incrementa 13.4 veces (Fig. 12a M-P y 12b). Sin embargo, las raices de
dry2/sqel tienen en condiciones control mas intensidad de sefial, asi como una
distribucion mas extendida de la misma en comparacion con las raices de Ler
(Fig. 13a I-L). Luego del tratamiento con manitol, se ve un incremento de la
intensidad de sefal, aproximadamente 1.9 veces, pero de menor magnitud que
en Ler (Fig. 13a M-P y 13b). Cabe destacar que el estrés impuesto generd un
incremento de ROS mayor en raices que en hojas de plantas salvajes y que
este incremento no es tan acentuado en dry2/sgel.
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Figura 12: Deteccion de niveles de ROS en hojas y raices de Ler en respuesta a
estrés osmoético. Plantulas Ler crecidas in vitro en medio MS por 10 dias en
condiciones control y en 150mM de manitol. a) La deteccion de ROS se realiz6
incubando plantulas enteras en 10uM de DHE y midiendo la sefial generada por
CLSM. A-D representa la parte aérea de Ler en condicion control, y E-H en
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tratamientos con 150mM de manitol. Por otro lado I-L representa la raiz de Ler en
condiciones control mientas que en M-P en 150mM de manitol. Las condiciones de
visualizacién fueron: excitacién de la sonda a Aex=514nm y emision entre Aem= 607-
653nm (A-E-I-M), excitacion de las clorofilas fue Aex= 543nm y la emisién 655-731nm
(B-F-J-N), este rango se solapa ademas de con las clorofilas con la emision de la
sonda. Se visualizaron los campos claros (C-G-K-O). Y por ultimo se representa el
merge (D-H-L-P). n=10. Las barras representan 10um. b) Cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia de las microscopias en a). Los datos normalizados fueron
expresados como veces de incremento con respecto al control (Ler en OmM manitol).
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de
Tuckey (P <0,05), n= 3.
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Figura 13: Deteccion de niveles de ROS en hojas y raices de dry2/sqel en
respuesta a estrés osmatico. Plantulas dry2/sqel crecidas in vitro en medio MS por
10 dias en condiciones control y en 150mM de manitol. a) La deteccion de ROS se
realizd incubando plantulas enteras en 10uM de DHE y midiendo la sefial generada
por CLSM. A-D representa la parte aérea de dry2/sgel en condicién control, y E-H en
tratamientos con 150mM de manitol. Por otro lado I-L se representa la raiz de
dry2/sgel en condiciones control mientas que en M-P en 150mM de manitol. Las
condiciones de visualizacion fueron: excitacion de la sonda a Ae=514nm y emision
entre Aem= 607-653nm (A-E-I-M), excitacién de las clorofilas fue Aex= 543nm vy la
emision 655-731nm (B-F-J-N), este rango se solapa ademas de con las clorofilas con
la emision de la sonda. Se visualizaron los campos claros (C-G-K-O). Y por dltimo se
representa el merge (D-H-L-P). n=10. Las barras representan 10um. b) Cuantificacién
de la intensidad de fluorescencia de las microscopias en a. Los datos normalizados
fueron expresados como veces de incremento con respecto al control (dry2/sqel en
O0mM manitol). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas segun
el test de Tuckey (P <0,05), n = 3.
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Por otro lado, la deteccion con el fluoroforo DA-DAF se asocia al contenido de
RNS, especificamente a ‘NO. En hojas de Ler (Fig.14a A-D) y dry2/sgel (Fig.
15a A-D) en condiciones control, la sefial de la sonda se localizé dentro de las
células oclusivas de los estomas. En hojas de ambos genotipos sometidas a
estrés osmotico no se observaron cambios significativos en el incremento del
nivel de -NO con respecto a la situacion control (Fig.14b y 15Db).
Sin embargo, es curioso que dry2/sgel presenta 9 y 12 veces mas sefial en
condicion control y de estrés osmotico, respectivamente, si lo comparamos con
Ler.

La seflal de esta sonda en raices tanto de Ler como dry2/sqel, esta
distribuidahomogéneamente a lo largo de la raiz, y solo dry2/sqel incrementa
significativamente los niveles de ‘NO en este Organo tras el tratamiento con
150mM de manitol (Fig. 14b y 15b).

Para complementar los ensayo in vivo, donde los niveles de ‘NO en dry2/sgel
fueron claramente superiores que en las plantas salvajes se evaluaron los
niveles in vitro de ‘NO, confirmandose la observacién de los ensayos in vivo,
donde el mutante dry2/sgel presenta significativamente mayores niveles de
‘NO que Ler, en condiciones control (Fig. 16).

[52]
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Figura 14: Deteccion de niveles de RNS en hojas y raices de Ler en respuesta a
estrés osmotico. Plantulas Ler crecidas in vitro en medio MS por 10 dias en
condiciones control y en 150mM de manitol. a) La deteccion de RNS se realiz6
incubando plantulas enteras en 10uM de DA-DAF y midiendo la sefal generada por
CLSM. A-D representa la parte aérea de Ler en condicion control, y E-H en

[53]
Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas- PEDECIBA. Lic. Florencia Sena



tratamientos con 150mM de manitol. Por otro lado I-L se representa la raiz de Ler en
condiciones control mientas que en M-P en 150mM de manitol. Las condiciones de
visualizacién fueron: excitacién de la sonda a A«x=488nm y emision entre Aem= 510-
530nm (A-E-I-M), excitacion de las clorofilas fue Aex= 588nm y la emisién 560-750nm
(B-F-J-N). Se visualizaron los campos claros (C-G-K-O). Y por ultimo se representa el
merge (D-H-L-P). n=10. Las barras representan 10um. b) Cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia de las microscopias en a). Los datos normalizados fueron
expresados como veces de incremento con respecto al control (Ler en OmM manitol).
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas segun el test de
Tuckey (P <0,05), n= 3.
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Figura 15: Deteccion de niveles de RNS en hojas y raices de dry2/sqel en
respuesta a estrés osmoético. Plantulas dry2/sgel crecidas in vitro en medio MS por
10 dias en condiciones control y en 150mM de manitol. a) La deteccién de RNS se
realizé incubando plantulas enteras en 10uM de DA-DAF y midiendo la sefal
generada por CLSM. A-D representa la parte aérea de dry2/sqel en condicién control,
y E-H en tratamientos con 150mM de manitol. Por otro lado I-L se representa la raiz de
dry2/sgel en condiciones control mientas que en M-P en 150mM de manitol. Las
condiciones de visualizacion fueron: excitacion de la sonda a Aex=488nm y emision
entre Aem= 510-530nm (A-E-I-M), excitacién de las clorofilas fue A= 588nm vy la
emision 560-750nm (B-F-J-N). Se visualizaron los campos claros (C-G-K-O). Y por
ultimo se representa el merge (D-H-L-P). n=10. Las barras representan 10um. b)
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de las microscopias en a). Los datos
normalizados fueron expresados como veces de incremento con respecto al control
(dry2/sgel en OmM manitol). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas segun el test de Tuckey (P <0,05), n = 3.
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Figura 16: Acumulacién de ‘NO en raices y hojas de dry2/sqel. Deteccion in vitro
de ‘NO presente en hojas a) y raices b) de plantulas Ler y dry2/sgel crecidas durante
15 dias. La deteccién para ambos 6rganos se realiz6 incubando 10uM de 4,5- DAF en
extractos enriquecidos en ‘NO y se midid la emisién de fluorescencia Aex=491nm y
Aem=513nm de la sonda en una espectrofluorimetro. Segun el analisis de varianza,
utilizando el test de Tuckey las medias con * son significativamente diferentes
(p<=0.01), (n=5).

En resumen, el estudio comparativo del estado redox de Ler y el mutante
dry2/sgel a través de diferentes estrategias (cambios en la oxido-reduccién de
roGFP, deteccion de ROS y RNS a través de sondas fluorescentes) develd que
el citosol de dry2/sgel se encuentra mas oxidado que el citosol del salvaje en
situacion control y que el estado de oxidacion se incrementa en situaciones de
estrés osmatico.

El crecimiento de raiz principal del mutante dry2/sqel no es inhibida por
‘NO.

El mutante dry2/sqel presenta mayor desarrollo de raices laterales y una
marcada disminucién del largo de la raiz principal (Posé et al., 2009; Doblas et
al., 2013), ademas de una mayor acumulacion de ‘NO en raices en
comparacion con el genotipo salvaje (Fig. 2ay b, 14, 15y 16). El ‘NO juega un
rol central en el desarrollo de raices adventicias, laterales y en pelos
radiculares que contribuye a la correcta arquitectura radical en plantas (Correa-
Aragunde et al., 2004; Lombardo et al., 2006). La generacion de ‘NO promueve
el desarrollo de raices laterales mas largas y disminucién en la longitud de la
raiz primaria, en cambio cuando los niveles de ‘NO se reducen se generan
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raices primarias mas largas y laterales mas cortas evidenciando un rol crucial
de esta molécula en la regulacion del crecimiento y desarrollo del sistema
radicular (Correa-Aragunde et al., 2004). Ademas, el ‘NO se ha descripto como
una molécula fundamental en el proceso que conduce a la formacion de pelos
radiculares a través de su implicancia en cascadas de sefializacion vinculadas
a las auxinas (Lombardo et al., 2006).

Para evaluar si existe una relacion entre los niveles de ‘NO detectados en la
raiz de dry2/sgel y su arquitectura radicular se crecieron plantas de dry2/sgel
y Ler durante 20 dias en presencia de un donador de ‘NO de forma exdgena
(SNP). En la Figura 17a se observa la respuesta de la raiz principal a
concentraciones crecientes de SNP, el genotipo salvaje mostré una reduccion
de la longitud de raiz principal mientras que el crecimiento de la raiz de
dry2/sgel no fue afectada. Es interesante destacar que a 1uyM de SNP los
niveles de ‘NO dentro de la raiz de Ler son similares a los del mutante con OuM
de SNP y son suficientes para generar una disminucion significativa en la
longitud de la raiz del salvaje y un aumento en la cantidad de raices laterales
(Fig. 17a y b). A 100uM de SNP, los niveles de ‘NO generados en Ler
producen una disminucién de la longitud de la raiz del mismo orden que en
dry2/sqel sin el generador de ‘NO. A su vez, a esta concentracion de SNP se
ve un aumento de la cantidad de raices laterales de Ler (Fig. 17c).
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Figura 17: La generacion de ‘NO mediante SNP afect6 la longitud de raiz en el
salvaje y no en dry2/sgel. Plantulas Ler a) y dry2/sqel b) crecidas durante 20 dias
en medios MS enriquecidos con en 0, 1, 10 y 100uM SNP, y c) cuantificacion de raices
laterales. Al final del ensayo se midi6 la longitud radicular absoluta expresado como
numero de raices laterales (RL)/Longitud de raiz principal (RP) y los niveles de ‘NO in
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vivo. Segun el analisis estadistico los valores con diferentes letras son
significativamente diferentes (p <0,01), n=5.

Composicion y estado de las membranas en dry2/sqel

La estructura de las membranas en las células eucariotas estad determinada,
entre otros componentes, por la presencia de esteroles (Benveniste, 2002). Los
esteroles no son los Unicos componentes lipidicos en las membranas celulares,
existen diversos mensajeros lipidicos citosélicos que dependen de la
composiciéon y funcionamiento de las membranas plasmaticas, como por
ejemplo el &cido fosfatidico (PA), que su produccién depende de fosfolipidos de
membrana que son hidrolizados por fosfolipasas (Wang, 2005). Ademas se ha
vinculado a estas moléculas con respuestas frente a estrés (Hong et al., 2010).
En este contexto evaluamos el nivel de lipidos totales a través de tincion con
Sudan 1l en el mutante dry2/sgel, como manera indirecta de medir los niveles
de triacilgliceridos (TAGs) como forma de estudiar si otros componentes
lipidicos de las membranas de dry2/sqgel estan también alterados, pues ya
sabemos que el mutante presenta menor contenido de sitoesterol y
stigmosterol en raices (Posé et al., 2009).

La Figura 18 muestra que el mutante dry2/sgel acumula mas TAGs que Ler,
tanto en raices (Fig. 18a) como en pelos radiculares (Fig. 18b).

)
i

Figura 18: Tincion de lipidos con reactivo de Sudan lll en raices de dry2/sqely
Ler. Plantulas Ler y dry2/sgel crecidas 10 dias in vitro y tefiidas con el reactivo de
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Sudan lll. Las raices a) y los pelos radiculares b) son visualizados en microscopia de
campo claro. Las barras blancas representan 5um.

Por otro lado, la organizacion de las membranas celulares y sus propiedades
biofisicas pueden ser evaluadas por el uso de un fluoréforo denominado
LAURDAN (6-Dodecanoyl-2-Dimethylaminonaphthalene) sintetizado por Weber
en 1979 (Weber and Farris, 1979). LAURDAN es una molécula fluorescente
que detecta cambios en las propiedades de fase de las membranas a través de
su sensibilidad a la polaridad del ambiente en las bicapas. Como forma de
obtener un analisis simple y en forma gratuita de los datos sobre los cambios
en la polaridad del LAURDAN es que se trabajo sobre imagenes espectrales
las cuales fueron transformadas en SP (Golfetto et al., 2015).

Las bicapas lipidicas pueden adoptar diferentes estados los cuales se suelen
clasificar como 3 fases: Fase solida- ordenada (So), Fase liquida- ordenada
(Lo) y Fase liguida-desordenada (Ld). Estas fases dependen de la composicion
de lipidos y esteroles, de la instauracion de las cadenas acilo de los
fosfolipidos, temperatura y presion entre otros (Cacas et al., 2012). Por ejemplo
en células vegetales, el campesterol presenta una fuerte capacidad para
promover la formacion de dominios ordenados y de organizar la distribucién
espacial en la superficie de las membranas, y en un rango menor los (-
sitosterol, ademas de otros productos finales de la biosintesis de esteroles,
fueron reportados recientemente por tener capacidad de ordenar bicapas
lipidicas (Mannock et al., 1970). También algunos tipos de esteroles
conjugados, solos o en sinergia con esteroles libres, exhiben una capacidad
sorprendente para ordenar membranas (Grosjean et al., 2015). Sin embargo es
importante tener en cuenta que no todos los esteroles tienen la capacidad de
ordenar membranas celulares, este es el caso del estigmasterol el cual fue
descripto por Mannock et al., 1970 con baja capacidad para ordenar bicapas
lipidicas y en consecuencia para promover la formacion de fases ordenadas.

En esta tesis estudiamos el grado de orden de las membranas celulares, en
pelos radiculares de Ler y dry2/sgel incubadas in vivo con 5uM de la sonda
LAURDAN, a través de imagenes generadas utilizando microscopia confocal
de dos fotones con el objetivo de constatar si la deficiencia en esteroles
encontrada en el mutante se traduce en alteraciones en el orden y estado de
fluidez de las membranas con respecto al salvaje. La Figura 19 muestra el
analisis de los fasores espectrales con la sonda LAURDAN que evidencia una
distribucion de pixeles diferencial entre el mutante y el salvaje. Los cursores
gue agrupan los pixeles en el SP fueron disefiados con un modelo continuo de
arcoiris entre los cursores azul y rojo (azul: membranas ordenadas y rojo:
fluidas). Las coordenadas de centro y ancho representan la posicion espectral
de cada cursor, donde los cambios en la longitud de onda de emision de la
sonda generan el corrimiento en la posicion angular en sentido antihorario
(coordenada de centro), mientras que los incrementos en el ancho de pico
mueven la posicion del espectro hacia el centro del grafico de manera radial
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(coordenada de ancho). Los cambios de centro representan corrimiento del
espectro desde el azul (solido ordenado) hacia el rojo (liquido desordenado) y
los cambios en ancho en el SP representan la complejidad de las membranas
(mayor ancho, mayor complejidad). Segun la Figura 19a, dry2/sgel presenta
mayor acumulacién de pixeles en el cursor rojo que representa mayor
poblacion de membranas fluidas y las coordenadas de ancho en Figura 19b,
evidencia menor complejidad de membranas que en Ler. Pese a que la
emision de LAURDAN indica que las membranas de dry2/sqel son mas fluidas
que las del salvaje, la autofluorescencia en pelos radiculares asociadas a las
ligninas (Anexo, Fig.3) impide una correcta separacion de la emision del
LAURDAN.
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Figura 19: Estudio de la fluidez de membranas de pelos radiculares de Ler y
dry2/sqel a partir de las propiedades espectrales de LAURDAN. a) Comparacion
de fasores espectrales de raices de Ler y dry2/sqel utilizando LAURDAN. Distribucion
de los pixeles en el SP, usando el segundo harménico de la transformacién espectral.
Ademas se representan en la tabla las coordenadas de posicion de los cursores de
colores en los fasores espectrales en ancho (nm) y centro espectral (nm). Pese a que
la emision de LAURDAN indica que las membranas de dry2/sqel son més fluidas que
las del salvaje, la autofluorescencia en pelos radiculares asociadas a las ligninas
impide una correcta separacion de la emisiéon del LAURDAN.

Dado que el uso de la sonda LAURDAN no fue efectiva para nuestro modelo
celular, pelos radiculares de Arabidopsis, por problemas espectrales con la
autofluorescencia del tejido, se utilizé la sonda rojo nilo (RN) como alternativa,
ya que presenta un maximo de emision en 628nm (Greenspan and Fowler,
1985) que no interfiere con la autofluorescencia de las ligninas. Esta sonda
junto con el LAURDAN son ampliamente usadas como sondas especificas de
membranas celulares (Klymchenko and Kreder, 2014).

Utilizando la misma estrategia de fasores espectrales con RN se seleccionaron
cinco cursores de color representados en el fasor espectral (Fig. 20a B y D)
gue permiten distinguir al menos cinco grupos de membranas presentes en los
dos genotipos indicados en el grafico con distintos colores: fucsia, azul, rojo,
verde y celeste (Fig 20b). Dos de estos grupos se asocian principalmente a
raices de Ler (pixeles fucsia, azul) y dos a raices de dry2/sgel (rojo y verde),
que se caracterizan por presentar diferencias en la fluidez de las membranas
celulares.

A través del SP se encontraron en las membranas de pelos de raices de Ler
regiones de baja y mediana fluidez coloreados con pixeles fucsia yazul que
corresponden a emisiones de bajas longitudes de onda del RN (Fig 20). De
manera interesante, las membranas de pelos radiculares dry2/sqel son mas
fluidas asociados con pixeles coloreados principalmente con verde y rojo que
corresponden a emisiones de altas longitudes de onda del RN (Fig 20a y b).
Los cambios observados fueron estadisticamente significativos. Para regiones
de la membrana que presentan mayor fluidez, representadas por el cursor
celeste, la sonda no es lo suficientemente sensible para detectar diferencias
entre los genotipos.
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Figura 20: Estudio de la fluidez de membranas de pelos radiculares de Ler y
dry2/sgel a partir de las propiedades espectrales del rojo nilo y con andlisis de
fasores espectrales (SP). La emision del rojo nilo indica que las membranas de
dry2/sgel son mas fluidas que las del salvaje, la autofluorescencia en pelos
radiculares para esta sonda es nula. a) A y C representan pseudo-imagenes
generadas a partir del andlisis de fasores espectrales representativos de pelos
radiculares de plantulas Ler y dry2/sqel incubados con 10uM de rojo nilo, los pixeles
son coloreados usando cinco cursores de colores (fucsia, azul, rojo, verde y celeste)
donde el orden de fluidez aumenta del fucsia hacia el celeste. Las barras blancas
representan 1uM. B y D representan la distribucién de los pixeles en grafico polar de
las imagenes en A y C usando el primer harmoénico de la transformacion espectral. b)
Representacion grafica de la fraccion de pixeles de cada cursor para cada genotipo.
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Los valores representan la media y las barras de error el desvio estandar. El analisis
estadistico segun el Test de Tuckey (p<0.10) indica que * representa medias
significativamente diferentes, n=7.

dry2/sgel mostro alteraciones en la cantidad y actividad de proteinas de
membrana plasmética

Las NADPH oxidasas (NOXs) son complejos enzimaticos con multiples
subunidades embebidos en las membranas plasmaticas de las células
vegetales, los cuales presentan componentes transmembrana y citosolicos.
Existen varias isoformas identificadas en Arabidopsis: AtrbohA, AtrbohB,
AtrbohD, AtrbohF en hoja y AtrbohC/RHD2 en raiz. Se suele proponer que las
NOXs se localizan dentro de micro-dominios de membrana enriquecidos en
esteroles (Mongrand et al., 2010). Estudios previos en dry2/sgel mostraron un
cambio en la localizacién de estas enzimas en las membranas plasmaticas de
pelos radiculares y los autores sugieren que el déficit de esteroles estructurales
podria ser la causa de este cambio (Posé et al., 2009). Para evaluar si los
cambios en la localizacion celular afectan la actividad enzimatica, se midi6 la
misma a través de ensayos de oxidacion del reactivo XXT o en geles de
actividad. En la Figura 21a se observa una mayor actividad NOX en hojas que
en raiz, tanto en el salvaje como en el mutante. Esto puede deberse a la
presencia de mas isoformas en hojas, evidenciado por la intensidad disminuida
de las isoformas en el mutante (Fig. 21b). Ademas, dry2/sqel presenté menor
actividad NOX tanto en hojas como en raices en comparacién con Ler (Fig.
21a).

[64]

Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas- PEDECIBA. Lic. Florencia Sena



a)

3
=
E 25
g uler
2]
= —1— O dry2/sqet
S 1.5
=
g 1
E *
< 05 '
0 S|
Hojas Raices

b)

Ler dry2/sqe1
Raiz Hoja Raiz Hoja

d
c
a
b

Figura 21: La actividad NADPH oxidasa (NOX) de membranas plasmaticas es
menor en dry2/sgel que en el salvaje. a) Extractos de proteinas totales de hojas y
raices Ler y dry2/sqel crecidas por 20 dias. La actividad NOX se midi6é por reduccion
del reactivo XTT usando anlisis espectrofotométrico a As7onm, con &= 2.16x10* M1s,
Segun el andlisis de varianza, utilizando el test de Tuckey las medias con * son
significativamente diferentes (p<=0.01), n=5. b) 50ug de proteinas totales de raices y
hojas de Ler y dry2/sqel fueron separadas por electroforesis en gel nativo de
poliacrilamida y revelado por actividad NOX. DPI indica el control con inhibidor de
NOX. Las letras indican las diferentes isoformas de la NOX, a) AtrbohA, b) AtrbohB, c)
AtrbohD, d) AtrbohF y e) AtrbohC/RHD2.

También es interesante sefalar que se observé que el mutante presenta mayor
cantidad de proteina PLDa en raices, en comparacion con el salvaje (Fig. 22).
Esta enzima participa en la generacién a partir de fosfolipidos de membrana del
acido fosfatidico (PA), mensajero lipidico citdésolico (Wang, 2005) asociado a
respuestas frente a estrés (Hong et al., 2010).
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Figura 22: Inmunodeteccion de PLDa en raices de dry2/sqgel y Ler. 20ug de
proteinas totales de raiz y parte aérea de Ler y dry2/sqel, purificadas por Sephadex
G25 fueron sembrados para el blot. Se incubaron con 1/1000 de anti-a-PLD. Las
flechas indican la banda correspondiente a la isoforma de PLDa (=92KDa), segun el
marcador de peso molecular.

Estructura de organelos y trafico vesicular

El reticulo endoplasmatico (RE), el aparato de Golgi, la vacuola y la membrana
plasmatica constituyen los componentes del sistema de secrecion celular en
plantas (Bassham et al., 2008). La comunicacion entre estos organulos esta
mediada por pequefias GTPasas de la Subfamilia de Rab (Stenmark and
Olkkonen, 2001). Miembros de esta familia se han localizado en los
compartimentos de distintas membranas y ejercen funciones en diferentes
etapas de la secrecion y las vias endocitica (Kotzer et al., 2004). Estas
proteinas son Utiles para el estudio del trafico vesicular. A partir de plantas
transgénicas con fusiones de YFP con diferentes Rab con localizacion definida
€S que nos proponemos investigar como es el trafico vesicular en el mutante
dry2/sqel y analizar como la alteracion en el metabolismo de esteroles puede
afectar dicho tréafico.

La localizacion subcelular en plantas salvajes de RabC1 se detectdé en forma
de granulos que representan los endosomas a lo largo de todo el citoplasma de
la misma forma que reporta (Geldner et al., 2009). Sorprendentemente, la
proteina RabC1 en el fondo genético de dry2/sqel presenta una localizacion
diferente, proxima a la membrana plasmatica interna (Fig. 23).
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Figura 23: dry2/sqel no presenta la localizacion subcelular caracteristica de
RabC1 en endosomas tempranos. Las imagenes de la derecha muestran células de
raices de plantulas transgénicas UBQ10::RabC1:YFP en fondo Col-0 y dry2/sgel en
situacion control y las imagenes de la izquierda muestran células de raices de
plantulas crecidas in vitro en presencia de 50uM de BFA durante 20min y visualizadas
por CLSM. Las barras blancas representan 10um.

La sefal de la proteina RabG3f se localizé en la membrana vacuolar 6
tonoplasto de las células del apice radicular y en el citoplasma en forma de
granulos que representan endosomas en plantulas de Ler (Fig. 24). La sefial
presente en tonoplasto coincide con la descripta por Geldner et al., 2009. La
sefial de RabG3f en las plantulas dry2/sqel no presentd la localizacion
caracteristica del salvaje, en membranas vacuolares, y los granulos asociados
a endosomas se ubicaron proximos a la membrana plasmatica.

El tratamiento con el metabolito fungico Brefeldina A (BFA) genera disrupcion y
perdida de funcion en el aparato de Golgi (Dinter and Berger, 1998). En este
trabajo usamos este metabolito para interrumpir el trafico vesicular en las
plantas salvajes y comparar esta situacion con lo que ocurre en el mutante en
condiciones control. Las Figuras 23 y 24 muestran como luego de la aplicacion
de BFA en plantas salvajes, RabC1l y RabG3f adoptan una localizacion similar

[67]

Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas- PEDECIBA. Lic. Florencia Sena



a la que presenta el mutante en condiciones control; lo que sugiere que el
mutante puede tener alterado el trafico vesicular. La aplicacion de BFA a

plantas mutantes no provoc6 un cambio en la localizacion de dichas proteinas
(Fig. 23y 24).

UBQ10::RabG3f:YFP

50pM BFA

Col-0

50pM BFA

dry2/sqe1

Figura 24: dry2/sqel no presenta la localizacion subcelular caracteristica de
RabG3f en vacuolas y endosomas. Las imagenes de la derecha muestran células de
raices de plantulas transgénicas UBQ10::RabG3f:YFP en fondo Col-0 y dry2/sgel en
situacion control y las imagenes de la izquierda muestran células de raices de

plantulas crecidas in vitro en presencia de 50uM de BFA durante 20min y visualizadas
por CLSM. Las barras blancas representan 10um.
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En resumen, se observaron cambios en la fluidez de membranas celulares en
raices de dry2/sqel, las cuales fueron evaluadas mediante el uso de la sonda
LAURDAN y RN las cuales evidenciaron que las membranas de los pelos
radiculares se encuentran mas fluidas, lo que podria ser explicado por la
alteracion del contenido de esteroles en el mutante. Ademas, los cambios en
localizacion celular de las proteinas RabCl y RabG3f encontrados en el
mutante sugieren que el trafico vesicular podria estar afectado. Estos cambios
de composicién, fluidez o biogénesis de las membranas pueden explicar los
cambios observados en la localizacion y actividad de la NADPH oxidasa.

Identificaciéon de la mutacién de un supresor de dry2/sgel (sud3)
mediante clonacion posicional

En general la busqueda de segundas mutaciones que supriman el fenotipo de
un determinado mutante es una estrategia genética muy utilizada que permite
identificar nuevos componentes genéticos relacionados con la mutacion de
interés y permite estudiar y conocer rutas de transduccién de sefales, por
ejemplo en Arabidopsis en la busqueda de identificar supresores en genes
implicados en distintas rutas, se han aislado mutantes asociados a la
sefalizacion por las hormonas auxina, giberelina y ABA (Xiao et al., 2004) o
incluso se ha identificado un supresor del mutante dry2/sqel el cual mediante
el gen E3 ubiquitin ligasa regula positivamente enzimas del metabolismo de
esteroles (Doblas et al., 2013). Con el fin de conocer mecanismos e identificar
nuevos componentes genéticos implicados en la regulacion de la
hipersensibilidad a sequia y el desarrollo de dry2/sgel se realizd el mapeo de
un nuevo supresor del mutante dry2/sqel.

En este trabajo se conté con un mutante supresor de dry2/sgel cedido por el
Dr. Miguel Angel Botella (Universidad de Malaga) generado por mutagénesis
de dry2/sgel. Se consideraron supresores a los mutantes que recuperaron el
fenotipo salvaje. En esta tesis se seleccion6 para trabajar el supresor 3 (sud3,
segun sus siglas en ingles suppressor 3 of dry2/sgel) por recuperar
parcialmente el fenotipo salvaje de la parte aérea y parcialmente el fenotipo
radicular (Sena et al., 2012)

sud3 se caracteriza por recuperar parcialmente el fenotipo salvaje, perdido de
hipersensibilidad a la sequia y recuperacién del fenotipo normal de raiz y parte
aérea (Fig. 25).
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Figura 25: La caracterizaciéon fenotipica de sud3 evidencia la reversién parcial al
fenotipo salvaje tanto en parte aérea como en raices. a) Crecimiento en maceta de
plantas del tipo salvajes (Ler), dry2/sgel y sud3 durante 30 dias para visualizacion de
parte aérea. b) Plantulas crecidas in vitro durante 20 dias se les medio la longitud final
de la raiz principal. Los datos representados son las medias, y segun el test de Tuckey
las mediadas con * son significativamente diferentes para una p<=0.01, n=10.

Para la determinacion de la base molecular de los fenotipos supresores de
sud3 se llevo a cabo la identificacién del gen afectado usando la estrategia de
clonacion posicional. Para ello se contd con una poblacion recombinante sud3,
con polimorfismo del ecotipo Ler y Col-0. Esta poblacion fue generada por el
Laboratorio de Biologia Molecular en Malaga, Espafia. Para el mapeo inicial de
la mutacion se analizaron 20 plantas de la F3 usando marcadores moleculares
distribuidos en los 5 cromosomas de Arabidopsis. En ausencia de ligamiento
entre la mutacién y el marcador molecular la proporcién de individuos esperada
segun una segregacion de Mendelina es de 25% individuos homocigotos Col-0,
50% individuos heterocigotos Col/Ler y 25% individuos homocigotos Ler para
un determinado marcador. A medida que se incrementa el grado de ligamiento
entre la mutacién sud3 (de fondo genético Ler), se enriquecera la proporcion de
individuos con genotipo homocigoto Ler, lo que es visualizado a través del
marcador. En la Figura 26 se presentan los marcadores moleculares usados y
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su ubicacion estimada en cada uno de los cromosomas segun la base de datos
de Arabidopsis, TAIR. En los anexos (Tabla. 2) se cuantifico la concentracion,
pureza e integridad de los ADNs de cada genotipo sud3 usados. La Tabla 7
muestra el andlisis de los diferentes marcadores moleculares usados, con la
excepcion del cromosoma 3, la distribucion de los marcadores para los
genotipos se aproxima a la segregacion tedrica de no ligamiento 1:2:1. Los
marcadores moleculares del cromosoma 3 F18C1, LDM1 y LDM4 presentan
una desviacion hacia Ler que sugiere que la mutacién sud3 se encuentra
situada en el cromosoma 3, flanqueada entre estos marcadores. Segun la base
de datos TAIR de Arabidopsis, estos marcadores delimitan una region de
aproximadamente 3.8Mb.

~—T16N11

=—T16F16 F18C1 —

A we

LDM 1

. il

FEN13 = PAT 1.2

—F14123

—F26P21
—T2%6 — MJG14
—F58D20
5K13
—T16B12 _"T9M4
—NIT 1.2  K19E20

Figura 26: Representacion de los 5 cromosomas de Arabidopsis thaliana con la
posiciéon de los marcadores moleculares del tipo SSLP empleados para mapear a
sud3. En gris oscuro se representa la region que flaguea la mutacién en sud3.
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Tabla 7: Distribucién de los marcadores moleculares a lo largo de los 5
cromosomas de Arabidopsis en la poblacién F3 de sud3. El mayor nimero de
individuos en homocigosis Ler para los marcadores F18C1, LDM1 y LDM4 sugieren
gue la mutacion esta ubicada en el cromosoma 3.

Cromosoma | Marcador Homocigotas | Hetrocigotas | Homocigotas Total
Molecular Col-0 Col-0/Ler Ler

1 T16N11 ? 10 . m
F14mM2 1 13 6 2

T2ES 2 15 el 2

2 T16F16 4 10 5 2
T16812 5 11 1 %0

3 F13C1 2 4 1 =
LDM 1 3 3 1 -

LOM4 2 4 1 -

K5K13 1 7 12 .

NIT 1.2 1 g 6 15

4 FEN15 7 3 3 m
F13C5 4 10 5 19

F26P21 3 12 A 10

Fa020 5 1 4 2

ToA14 2 14 4 2

5 FAT 1.2 5 13 9 2
F14123 5 10 A %0

MJG14 7 12 " 20

K19E20 5 11 1 10

Una vez acotada la mutacion de sud3 entre los marcadores F18C1y NIT1.2 en
el cromosoma lll, se llevé a cabo el afinamiento del mapeo por secuenciacion
masiva sobre la regién de interés en un pool de 20 lineas que portan la
mutacion sud3. Los datos crudos generados en la secuenciacién fueron
comparadas con las secuencias de referencia Ler. De este andlisis se
obtuvieron 84 genes candidatos que presentaron mutaciones (desde 1 a 20) en
el genotipo sud3. Los 84 genes fueron sometido a una triple depuracion: 1) nos
guedamos con los genes que presentan mutaciones del tipo que genera EMS,
gue es el agente mutagénico que genero la poblacion sud3; 2) por otro lado se
realizé el analisis sobre las secuencias de las proteinas candidatas mediante la
herramienta informética libre InterPro del instituto de bioinformética europeo
(EBI), para evaluar si las mutaciones identificadas en la secuenciacion
coinciden con dominio proteicos de importancia biologica; 3) y por dltimo se
compararon las secuencias de sud3 contra otro supresor de dry2/sqel ya
identificado y clonado, llamado sudl. La Tabla 8 muestra los 22 genes
candidatos identificados y su descripcion segun la base de datos
Arabidopsis.org (TAIR).
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Tabla 8: Genes candidatos para la mutacion de sud3.
secuenciacion masiva de sud3 en el cromosoma Il entre los marcadores moleculares
F18C1 y NIT1.2 y de la posterior depuracion. La tabla representa el ID de cada gen 'y
su descripcion segun TAIR.

ID_TAIR

Descripeion

Extraidos de

AT3G05720
AT3GO5T80
AT3G06210
AT3G06230
AT3G06290
AT3G06300
AT3G06340
AT3G06350
AT3GO63T0
AT3G06530
AT3GO6560
AT3G06560
AT3G06E40
AT3GO6780
AT3G06EE0
AT3GO69E0
AT3G06S60
AT3GOTMO
AT3GOTOB0
AT3GOT120
AT3GOT130
AT3G36659

Puiafve imporiin alpha isoform
Member of the Lon protease-iike prodeins

ARM repeat superfamily profein

MAF Kinase Kinase

SAC3GANF/Nin1/mis3felF-3 p2b famiy

Frolyl-4 hydroxylase

DMAJ heat shock

Bi-funciional dehydroquinate-shikimaie dehydrogenase enzyme
Member of Sodium proton exchanger family

ARM repeat superfamily profein

Poly(A) polymerase

Protein with galaciose kinase acivily

PAS domain/Proiein tyrosine kinase family
Glycine-rich protein

Transducin/WD40 repeat-ike superfamily prodein
Trigalaciosyldiacyiglycerol 4 (TGD 4)
DEA(DVH)-box RNA helicase family protein
Pedin lyase-iike superfamily prodein

EMERYC DEFECTIVE 1374 (EMB 1974)
RING/U-box superfamily profein

Purple acid phosphatase 15

Plant invertase/pecin methylesierase inhibiior superfamily protein
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Discusion

En un escenario de sequia las plantas responden utilizando distintas
estrategias, algunas de estas han sido bien estudiadas y pueden explicarse a
distintos niveles: molecular, celular, bioquimico, fisiolégico y/o morfolégico
(Fig.1). La capacidad de una planta para alterar su fisiologia, morfologia y/o
fenologia para tolerar, evitar o escapar de una situacion de estrés determinada,
se denomina plasticidad fenotipica y es la que determina la capacidad de un
planta de sobrevivir a un episodio de estrés ambiental (Marshall et al., 2012).

La busqueda dirigida a identificar y caracterizar nuevos componentes geneéticos
y procesos involucrados en la tolerancia a déficit hidrico en el modelo
Arabidopsis thaliana se ha centrado en el aislamiento de mutantes
hipersensibles a sequia. En esta basqueda, Posé et al., (2009) caracterizaron
un mutante de Arabidopsis thaliana aislado por su hipersensibilidad a la sequia,
denominado dry2/sgel.

El mutante dry2/sgel hipersensible a la demanda de agua, presenta
alteraciones en el contenido de esteroles en raiz y en las respuestas
fisiolégicas y bioquimicas asociadas a estrés abidtico (Fig. 2; Posé et al., 2009;
Doblas et al., 2013). Estas caracteristicas hacen de dry2/sgel un modelo
interesante para estudiar el posible rol de los esteroles en las respuestas a
sequia y principal objetivo de esta tesis. Durante el desarrollo de este trabajo
se pretendi6 evaluar si los cambios en las respuestas fisiologicas y bioquimicas
generados por la mutacion en SQE1 son similares y/o comparables a la forma
en que las plantas salvajes perciben y responden frente al déficit hidrico. En
este sentido propusimos el modelo de la Fig. 8 donde planteamos dos posibles
escenarios para explicar la hipersensibilidad de dry2/sgel:

- sqel genera una alteracion en el perfil de esteroles y esta bloquea de alguna
forma el normal control de la pérdida de agua en las células vegetales, lo que
desencadena respuestas de hipersensibilidad al estrés y/o

- la alteracion en el perfil de esteroles causada por sgel, una vez que las
células se deshidratan, impide el correcto y ordenado desencadenamiento de
las respuestas a estrés y esta incapacidad genera el fenotipo hipersensible.

En esta tesis se intentd trabajar sobre estos escenarios para analizar el rol de
los esteroles en la sensibilidad a sequia en el mutante dry2/sgel. Ademas de
identificar cuales podrian ser los mecanismos bioquimicos/celulares/fisiolégicos
0 moleculares que podrian estar mediando el fenotipo de dry2/sgel.

En la busqueda de comprender a que nivel y como se genera la
hipersensibilidad en dry2/sqgel encontramos diversos mutantes que
desencadenan sensibilidad al déficit hidrico mediante diferentes estrategias
gue son representadas en la Figura 27. Las mutaciones descriptas a
continuacion representan todos los niveles desde que se percibe el estrés
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hasta los mecanismos de respuesta que se desencadenan para lograr evadir el
déficit hidrico u otros tipos de estrés abidtico.

A nivel de la percepcion de estrés, los receptores del tipo LRR pueden tener un
rol importante en la regulacién tanto positiva como negativa de las respuestas a
estrés (Osakabe et al., 2005; Osakabe et al., 2010; Lee et al., 2011; Tanaka et
al., 2012; Finkelstein, 2013). La percepcion mediada por este tipo de receptores
desencadena la activacion de proteinas quinasas del tipo SnRK (SNF1-
RELATED PROTEIN KINASE, segun sus siglas en inglés), quienes mediante la
fosforilacion de factores de transcripcion (FT) como AREB (ABSCISIC ACID
RESPONSIVE ELEMENTS-BINDING FACTOR 2) a nivel nuclear regulan
positivamente genes de respuesta a ABA y estrés como las proteinas del tipo
LEA (Late Embryogenesis Abundant, segun sus siglas en inglés) o HAI2
(HIGHLY ABA-INDUCED PP2C GENE 1) (Fuijita et al., 2009). El mutante rpk1l
presenta mutado uno de los diversos receptores de membrana del tipo LRR
RLK (leucine-rich repeat receptor-like kinase), en este caso es el receptor
RPK1 (Receptor protein kinase 1) el cual regula positivamente las vias de
sefalizacion del ABA inducidas por déficit hidrico (Osakabe et al., 2005;
Osakabe et al.,, 2010). La pérdida de funcibn de RPK1 resulta en la
insensibilidad al ABA y en la expresion reducida de varios genes de respuesta
a estrés tales como RD22 (responsive to dehydration 22), AtIMYC2 (Jasmonate
insensitive 1), ERDs (Early respone to dehydration), AREB1 (Osakabe et al.,
2005). La insensibilidad al ABA se genera por no poder sensarlo al presentar el
receptor mutado y esto desencadena en un fenotipo sensible al estrés debido
al incremento en la perdida de agua consecuencia del no cierre estomético
(Osakabe et al., 2010).

Expresion de genes

Estrés = ABA = RPK1 = SnRK = FT—= " 46 respuesta

— Cierre estomatico — Tolerancia

Estrés = ABA — rpk1 — SaRK — +F — : — Cierre estomatico—> Sensibilidad

Por otro lado, vinculado a mecanismos de transduccion de sefales
encontramos al gen PLDa?1. PLDa1 codifica para una enzima del tipo
fosfolipasa D (PLD) que hidroliza lipidos estructurales como la fosfatidilcolina
(PC) y fosfatidiletanolamina resultando en la formacion del acido fosfatidico
(PA) (McLoughlin and Testerink, 2013). PLDa1 y PA median positivamente el
proceso de sefializacion por ABA; PA se une a ABI1 inhibiendo su accién
(Zhang et al., 2004a). La retencion de ABI1 mediada por PA en la membrana
plasmatica disminuye su translocacion del citosol al nudcleo (Zhang et al.,
2004a), donde une y activa ATHB6, un factor de transcripcion que regula
negativamente las respuestas al ABA (Himmelbach et al., 2002). p/da, un
mutante con pérdida de funcion de la PLDa1 (Zhang et al., 2004a), presenta
incrementada la perdida de agua a través de los estomas, debido a la inhibicion
del cierre estomatico (estomas mas abiertos), consecuencia de la perdida de la
regulacion negativa del ABA mediada por ABI1(Mishra et al., 2006; Lu et al.,
2013). Ademas, se conoce que el PA se une a la NADPH oxidasa que induce la
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formacion de ROS importante en la sefalizacion por ABA durante el cierre
estomatico (Zhang et al., 2009).

Estrés — ABA — PLD a1— PA— PA-ABI1 — ABH~-ATHB6 — Cierre estomatico— Tolerancia

Estrés =& ABA — pldal — PA— PA-ABH — ABI1-ATHB6 — Cierre estomatico— Sensibilidad

A nivel de expresion de genes de respuesta a estrés encontramos un mutante
vinculado con la sintesis del ABA llamado abal (Koornneef et al., 1982). ABAl
codifica para una zeaxanthin epoxidase (ZEP) que estd involucrada en la
sintesis de ABA (Rock and Zeevaart, 1991), la perdida de funcion le confiere
deficiencia de ABA (Koornneef et al., 1982). abal presenta el mismo contenido
de agua que las plantas del tipo salvaje (Barrero et al., 2005), pero cuando se
someten a un episodio de estrés presentan un fenotipo con defectos en el
cierre de los estomas que genera aumento en la pérdida de agua y
desencadena un fenotipo hipersensible al estrés (luchi et al., 2001; North et al.,
2007).

En cuanto a las respuestas a estrés de abal, se ha visto que la acumulacién de
Pro es tanto dependiente (Strizhov et al., 1997) como independiente a la
sefializacion por ABA (Savouré et al., 1997), también se han descripto
fenotipos para abal que con problemas en la promocion del crecimiento incluso
sin estrés impuesto (Barrero et al., 2005), y presentan baja expresion de genes
de respuesta a estrés osmotico y ABA como RD29A (RESPONSIVE TO
DESSICATION 29A), COR15A (COLD-REGULATED 15A), KIN1 (PROTEIN
KINASE 2A), RD22 (RESPONSIVE TO DESSICATION 22), ADH (ALCOHOL
DEHYDROGENASE 1) (Xiong et al., 2002).

Sintesis Control de la

Estrés — ABA1 — de ABA pérdida de agua — Cierre estomatico — Tolerancia

Si ;
Estrés — aba1— deABA. paddaﬂezgua_'mme”eo — Sensibilidad

Por ultimo, dentro de los genes asociados a la modulacion de las respuestas a
estrés encontramos a ABI1, que es un regulador negativo en la transduccién de
sefales del ABA durante el cierre estomatico. ABI1 presenta alta homologia
con la familia de las proteinas fosfatasas 2C (PP2C), quien interactia a nivel
nuclear con diversos componentes modulando procesos celulares y respuestas
a estrés (Finkelstein, 2013; Babula-Skowronska et al.,, 2015). abil presenta
insensibilidad al ABA (Koornneef et al., 1984) e impide el correcto
desencadenamiento de respuestas a estrés (Babula-Skowronska et al., 2015).
abil cierra los estomas mediado por ABA frente a déficit hidrico pero al no
existir la regulacion negativa de ABI1 estos genotipos acumulan niveles altos
de ABA (Murata et al., 2001). La incorrecta modulacion de la respuestas a
estrés conducen a incrementar la sensibilidad al estrés, por ejemplo se discute
que la acumulacion de ABA es requerida para la acumulacion de Pro, pero no
solo la acumulacion de ABA alcanza para acumular Pro (Verslues and Bray,
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2006), también presenta alteraciones en la produccion de ROS (Murata et al.,
2001) y estas alteraciones conducen a incrementar la sensibilidad al estrés
(Xiong and Zhu, 2003).

Modulacién de las
respuestas a estrés
y

Estrés — ABA — Cierre estomatico— abi1 — ABHH=ATHBE — Feepues&as-a-eskés_' Sensibilidad

Estrés =& ABA — Cierre estomatico— ABI1— ABI1-ATHB6 — — Tolerancia
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Déficit hidrico
A& Déficit hidrico

l Cambios osmoticos a nivel celular ABA
Cambios en la fluidez de MP v
e . Receptores de superficie celular:
Percepcion del estrés — "~ receptorike kinases (RLKs) como BRI, BAK1, CLVA, RPK1 F—rpk1 | [Rek1] =
- G-protein-coupled receptors (GPCRs) Ya"
l - Two-component histidine kinase receptor como Craf PZDG 1 PA—> PA-ABI1

Ty Transduccion de sefiales por segundos mensajeros
Transduccion (Ca2+, CDPK, MAPK, Fosfolipidos, Diacilglicerol, Fosfatidico) F—pldat

de seﬁa|es ] Expresion de FT(AP2/ERF, bZip, Zn finger, bHLH, MYB, ATHB6)
Expresion de genes responsivos a estrés (LEA, acuoporinas, HSPs)

Zeaxantin

ABA1

Inhibicion
de ABI1

Violaxantin

Citosol

l Sintesis de ABAF—aba1
Ajuste osmotico

Respuestas de estrés — o . conde Pro
Produccion de ROS

ABI Inhibicion en |

\ sefalizacion
de ABA
ADN ATHB6
Moduladores de las respuestas Nucleo

(Regulacion genica, positiva, negativa,...)F— abit / \
\ 4

Incorrecta sintesis de ABA Incorrecta sefalizacion de ABA
NO respuestas a estrés Incapacidad de controlar respuestas a estrés
Hipersensibilidad Hipersensibilidad

Tolerancia  Hipersensibilidad

Figura 27: Modelo sobre la sefializacion que ocurre a nivel celular en respuesta al déficit hidrico en plantas. El estrés es percibido mediante receptores de
superficie celular como RLKs, G-protein-coupled receptors, Two-component histidine kinase. También se conocen cambios en las propiedades de las MP y cambios
osmoticos a nivel celular, resultado del déficit hidrico. La percepcion desencadena una cascada de sefializacion intracelular que incluye la generacion de segundos
mensajero como Ca?*, CDPK, MAPK, Fosfolipidos, Diacilglicerol 6 Acido fosfatidico. Como consecuencia se genera la expresion de diversos FTs y finalmente la
expresion de multiples genes de respuesta a estrés asociados a la sintesis de ABA, control osmatico, sintesis de Pro, entre otros. La generacion de las respuestas de
estrés conduce a la tolerancia o a la sensibilidad al estrés. Los mutantes rpkl, plda1, abal y abil mencionados en el texto por presentar hipersensibilidad son
indicados en la figura. Abreviaciones: MP, membrana plasmatica. RLKs, Receptor-like-kinase. BRI1: Brassinosteroid receptor. RPK1: Receptor protein kinasel.
BAK1: BR1-associated receptor kinase. CLV1: Clavatal. GPCRs: G-protein-coupled receptors. Cral: cruciferina. Ca*": Calcio. CDPK: Calcium-dependent protein
kinases. MAPK: Mitogen-activated protein kinases. FT: Factores de transcripcion. LEA: Late Embryogenesis Abundant proteins. HSP: Heat Shock Proteins. ABA:
Acido abscisico, Pro: Prolina, ROS: Especies reactivas del oxigeno. (Xiong et al., 2001; Lopez-Pérez et al., 2009; Huang et al., 2012; Bhargava and Sawant, 2013;

Osakabe et al., 2014).
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El mutante dry2/sqely las respuestas a sequia

dry2/sgel presenta temperaturas foliares mas elevadas que el salvaje en
condiciones control, lo que indica de manera indirecta que sus estomas estan
mas cerrados. Las plantas en general frente a episodios de sequia, entre otros
factores ambientales, controlan el movimiento de los estomas, como estrategia
para evitar la pérdida de agua intracelular (Schroeder et al., 2001). Sin
embargo, frente a la situacion de estrés impuesta la temperatura foliar del
mutante fue menor a la del salvaje, evidenciando que el mismo fue incapaz de
cerrar los estomas para controlar la perdida de agua (Fig.9), indicando una
diferencia en el comportamiento de la respuesta de las plantas del tipo salvaje.

El cierre estomatico esta asociado a la acumulacion de acido abscisico y a
segundos mensajeros como las ROS inducidas en condiciones de estrés
hidrico (Borsani et al., 2002; Finkelstein, 2013). Nuestros datos concuerdan con
la informacion reportada por Posé et al. (2009) donde mostraron que dry2/sqel
no cierra los estomas frente a la aplicacion externa de ABA con respecto a Ler,
lo que indica que se requiere a SQE1 para el correcto cierre estomatico
inducido por ABA, ademas el gen ABA2, asociado a la biosintesis de la
fitohormona ABA y al cierre estomatico, esta sobreexpresado en dicho mutante.
dry2/sqel presenta incapacidad de cerrar estomas mediante las vias de
sefalizacion desencadenadas por ABA (Posé et al., 2009), lo que podria
explicar la incapacidad de cerrar estomas en episodios de sequia.

Sin embargo, esta incapacidad no es total, ya que se ha visto que frente a la
aplicacion externa de H202, se obtiene una correcta respuesta estomatica, lo
que indica que la sefalizacién es posterior a las ROS (Wang and Song, 2008)
es funcional en el mutante dry2/sqel (Posé et al., 2009).

Para comprender cual puede ser la causa de la alteracion en la via de
sefalizacion del cierre estomético en dry2/sqel, comparamos las respuestas
con algunos mutantes con genotipo similar. Un mutante que presenta la misma
imposibilidad en el cierre estomatico y disminucion en las temperaturas foliares
frente al déficit hidrico es el mutante ostl (OPEN STOMATA 1, segun las siglas
en inglés) mutado en una proteina quinasa del tipo SnRK2 (AT4G33950) que
podria actuar en la red de sefalizacibn de ABA, en el intervalo entre la
percepcion de ABA vy la produccion de ROS (Mustilli et al., 2002). dry2/sgel
podria encontrarse alterado a este mismo nivel. En este sentido seria capaz de
sensar el estrés lo que permitiria que se acumule ABA, pero es incapaz de
sensar el aumento de esta fitohormona impidiendo desencadenar el cierre
estomatico. Existen diversas mensajeros entre la percepcion de ABA y la
produccion de H202 que pueden estar alteradas en dry2/sqgel. Algunos de
estos mensajeros son: MAPK (mitogen-activated protein kinases),
concentracion de calcio intracelular e interesantemente mensajeros lipidicos
como el acido fosfatico y fosfolipasas entre otras (Wang and Song, 2008).
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Una forma indirecta de evaluar si efectivamente el mutante es capaz de sensar
la situacion de sequia es a través de la medida de un marcador de estrés ya
conocido, como la prolina (Pro). La acumulaciéon de este osmolito es conocida
durante episodios de sequia y ha sido usado como marcador de estrés para
diversas especies vegetales (Borsani et al., 1999; Signorelli et al., 2013).

En este trabajo, observamos que durante la sequia impuesta en nuestros
ensayos se incrementan los niveles de Pro en las plantas salvajes a partir del
décimo dia (Tabla 6). Curiosamente, el mutante dry2/sgel presentd niveles
significativamente mayores a Ler en situaciéon de riego normal, lo que se
correlaciona con la menor conductancia presente en esta situacion, y dichos
niveles se mantienen constantes durante todo el ensayo de sequia (Tabla. 6).
Estos resultados son concordantes con la observacion de (Posé et al., 2009)
que muestra que los genes P5CS1 y P5CS2 asociados a la biosintesis de Pro
estan sobreexpresados en el mutante.

La mayor acumulaciéon de Pro en el mutante indica que el mismo esta sometido
a una mayor situacion de estrés que el genotipo salvaje incluso en situaciones
con estrés. Esto indicaria que el mutante sensa adecuadamente el estrés, pues
responde, pero es incapaz de poner en marcha los mecanismos necesarios
para evitar la pérdida de agua, lo que genera respuestas de hipersensibilidad al
estrés.

Los mutantes en genes asociados al metabolismo de prolina comunmente
incrementan los niveles de Pro, y en consecuencia se incrementa la tolerancia
a diversos estreses, por ejemplo sobreexpresando la enzima Al-pirrolina-5-
carboxilato sintetasa se acumula Pro y las plantas presentan un fenotipo de
tolerancia a estrés osmotico (Kavi Kishor et al.,, 1995) o mutando una E3
ubiquitin ligase se obtiene acumulacion de Pro y en consecuencia plantas con
mayor tolerancia a la sequia (Ju et al., 2013). Sin embargo la mutacion en
dry2/sgel presenta acumulacion de Pro antes y durante el episodio de sequia
impuesto y su fenotipo es de hipersensibilidad sugiriendo que el mutante sensa
el estrés e incrementa los niveles de prolina para intentar evadir el episodio de
estrés pero es incapaz de poner en marcha en forma adecuada los mecanismo
de tolerancia.

Evaluaciéon del estado redox intracelular

El estado redox en todas las células vegetales es generalmente reductor en
condiciones O6ptimas de crecimiento, esto asegura la homeostasis del
metabolismo redox en organismos que viven en una atmoésfera oxidante
(Kocsy et al.,, 2013). Sin embargo, como respuesta frente a condiciones de
estrés, se producen grandes cambios en el equilibrio redox celular cuando la
produccion de especies reactivas del oxigeno sobrepasan las barreras
antioxidantes (Jaspers and Kangasjarvi, 2010; Geigenberger and Fernie, 2014).
En este trabajo, se estudio el estado redox de Ler y el mutante dry2/sgel a
través de diferentes estrategias (cambios en la oxido-reduccién de roGFP (Fig.
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10 y 11) y deteccion de O2"y ‘NO a través de sondas fluorescentes (Fig. 12,
13, 14 y 15) donde se observé que el citosol de dry2/sgel se encuentra mas
oxidado que el citosol del salvaje en situacion control. Estos resultados
concuerdan con los cambios de expresion encontrados por Posé et al., (2009)
en el mutante dry2/sqgel en el que genes de respuesta a estrés asociados al
metabolismo oxidativo (Atrbohb; AtrbohF; CAT2; CAT3; CSD1 y CCS) estan
sobreexpresados. A su vez, en esta tesis encontramos que el estado de
oxidacion se incrementa en situaciones de estrés osmotico para plantas
salvajes pero mas aun para dry2/sgel.

La acumulacion de ROS y RNS en dry2/sqgel ya sea con 0 sin sequia impuesta,
evidencia que el mutante es capaz de sensar el estrés e incluso lo percibe en
presencia y ausencia de déficit hidrico en el suelo. Diversos estudios
evidencian que la acumulacion de estas especies reactivas tanto del oxigeno
como del nitrégeno son encendidas como respuestas frente a diversos tipos de
estreses (Grene, 2002; Jaspers and Kangasjarvi, 2010; Lee and Park, 2012;
Grob et al., 2013) y oxidan los compartimentos celulares (Kocsy et al., 2013).

En los dltimos afios se han publicado diversos trabajos donde se propone al
‘NO como molécula clave en el desarrollo y determinacién de la arquitectura
radicular. Por ejemplo, se propuso un rol central en el desarrollo de raices
laterales en plantas de tomate (Correa-Aragunde et al., 2004), en la elongacién
de raices de maiz (Manoli et al., 2014), 6 como regulador positivo del
crecimiento de pelos radiculares (Lombardo et al., 2006). Esta tesis mostroé que
el aumento de la concentracion de ‘NO (por un dador exdgeno, el SNP) hasta
niveles de ‘NO similares a los encontrados enddégenamente en el mutante
dry2/sgel, provocan en el genotipo salvaje un enlentecimiento del crecimiento
en longitud de la raiz principal y un aumento en el niamero de las raices
laterales (Fig. 16 y 17). Sin embargo, para concluir que el fenotipo radicular
observado en dry2/sqel se pueda deber a una mayor concentracion de ‘NO
seria fundamental lograr revertir el fenotipo de este mutante con un
secuestrador de ‘NO. En esta tesis se intentd secuestrar ‘NO con el fin de
recuperar el crecimiento radicular en dry2/sqel. Estos ensayos fueron
realizados con reactivos conocidos que capturan ‘NO como el cPTIO 6 con
medios sin nitrato para disminuir la actividad de la enzima nitrato reductasa
principal fuente de ‘NO en plantas (Yamasaki and Sakihama, 2000; Rockel et
al., 2002; Sakihama et al., 2002). Los ensayos mostraron inhibicion en el
crecimiento de las plantas, cuestionando la verdadera funcion secuestradora
del cPTIO y del correcto crecimiento de plantas en medios sin nitrato (datos no
mostrados). De todas formas el cPTIO es usado en la literatura como
scavenger de -‘NO, donde incluso se han inhibido raices laterales e
incrementado el largo total de raices de plantas salvajes de tomate (Correa-
Aragunde et al., 2004). Actualmente se discute la fiabilidad del cPTIO con
scavenger de ‘NO (D’Alessandro et al., 2013).
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En base a los resultados generados hasta el momento podemos especular
sobre los escenarios propuestos en la Figura 8 para definir al mutante
dry2/sgel. Hemos discutido que dry2/sgel tiene la capacidad de sensar el
estrés, ademas sin déficit hidrico impuesto el mutante responde como si el
estrés estuviera presente. Por ejemplo, a nivel estomatico, aunque presente la
incapacidad de cerrar estomas, el estrés es percibido. Ademas, mediante un
indicador de estrés como la prolina, detectamos acumulacion en dry2/sgel,
incluso en ausencia de estrés, demostrando que el estrés es percibido. Por otro
lado, dry2/sgel presenta las respuestas desencadenadas frente a estrés
hidrico, como el desplazamiento de la homeostasis redox celular, lo que
confirma esta hipétesis. Por esto podemos plantear un escenario donde la
mutacion en SQE1 impide un control adecuado de la homeostasis hidrica
induciendo la maquinaria celular de defensa frente al estrés. Resta por conocer
que cambios celulares, genéticos o fisiologicos y a qué nivel se desencadena la
hipersensibilidad en este mutante con una SQE1 disfuncional. A continuacién
se discuten los resultados obtenidos a partir de las estrategias experimentales
dirigidas a contestar esta pregunta.

La alteracion en la composicion de membranas celulares en dry2/sgel
contribuye al fenotipo hipersensible

Existe evidencia reciente sobre la participacion de lipidos en la deteccion
primaria frente a cambios ambientales y en la activacion celular y hormonal
asociadas a la regulacion de cascadas de sefalizacion (Golldack et al., 2014).
Por ejemplo, el estrés por sequia induce cambios en el contenido de lipidos de
membranas de cloroplastos necesarios para mantener y estabilizar las
membranas bajo condiciones de estrés (Torres-Franklin et al., 2007), ademas
existen lipidos que reorganizan las membranas para enfrentar a los episodios
de estrés como el acido fosfatidico (Hong et al., 2010). Es posible que
dry2/sqgel tenga un fenotipo de hipersensibilidad a sequia por presentar
alteracion en las membranas causado por la mutacién en SQE1.

Para entender la relacidén que existe entre las respuestas a estrés observadas y
la composicion alterada de esteroles del mutante, estudiamos la abundancia y
actividad de proteinas de membrana asociadas a microdominios lipidicos
enriquecidos en esteroles, la localizacion de proteinas de tonoplasto y
vesiculas y la fluidez de las membranas celulares.

Las fases ordenadas asociadas a membranas, son denominadas
frecuentemente como fases colesterol dependientes debido a su
enriquecimiento en colesterol en las células animales (Almeida et al., 2005;
London, 2005; Almeida, 2009), y ademas se ha observado por presencia de
otros esteroles como ergosterol en hongos y estigmaesterol y sitoesterol en
plantas (Beck et al., 2007; Dufourc, 2008). Con el fin de evaluar la fluidez de las
membranas nos basamos en algunas propiedades fisico-quimicas de las
moléculas de agua presentes en las membranas biolégicas. El grado de
empaquetamiento de los lipidos en las membranas bioldgicas puede ser
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evaluado asumiendo que cuanto mas empaquetamiento hay en la membrana,
mas ordenada esta y esto excluye las moléculas polares de agua de la bicapa
lipidica no polar. Esto resulta en cambios en la polaridad del entorno que
pueden ser detectados por medio de sondas fluorescentes sensibles a cambios
en la polaridad del entorno, tales como LAURDAN (Golfetto et al., 2015) o Rojo
Nilo (Klymchenko and Kreder, 2014). En esta tesis se evalud la fluidez de
membranas in vivo a través del andlisis de fasores espectrales aplicados a la
emision de fluorescencia de la sonda LAURDAN y del Rojo Nilo. El andlisis de
fasores de las membranas de pelos radiculares del mutante dry2/sgel
evidencié que el mismo presenta membranas mas fluidas que el salvaje Ler
(Fig. 19y 20).

Aunque existe fuerte evidencia que LAURDAN es efectivo en la deteccion de
distintos estados de fluidez de membrana en diversos tejidos u érganos in vivo,
por ejemplo se ha detectado una gran heterogeneidad de dominios de
membranas de embriones de zebrafish in vivo de diferentes 6rganos (Owen et
al., 2010) con LAURDAN y ademés en cultivos celulares de mamifero se
identificaron regiones con diferente fluidez e incluso se pudo distinguir entre las
diferentes membranas celulares segun el analisis de fasores espectrales del
LAURDAN (Golfetto et al., 2015). Sin embargo el uso en plantas mostré ciertos
inconvenientes. La autofluorescencia que presentan las raices por la
contribucion de las ligninas se solapa con la emision de fluorescencia de esta
sonda, e impide la correcta visualizacion de su emisién (Fig. 19). Como
alternativa utilizamos la sonda fluorescente Rojo Nilo (Fig. 20), la cual no
presenta solapado su espectro de emision con el de las ligninas y permitio
continuar el estudio de la fluidez de las membranas.

Nuestros resultados concuerdan con Posé et al. (2009) y Doblas et al. (2013)
que muestran que la composicion de estigmaesterol y sitoesterol en raices de
dry2/sgel es menor en comparacion con Ler. Estos dos tipos de esteroles son
generadores de dominios altamente ordenados en las membranas de las
células vegetales (Mannock et al., 1970; Grosjean et al., 2015) lo que explicaria
los resultados de fluidez de membrana encontrados en el mutante.

La fluidez de las membranas plasmaticas juega un rol clave en la formacion los
microdominios, donde un ambiente rigido favoreceria a la formacion de estos
Lipid Raft (Golfetto et al., 2015). Los microdominios de membrana tienen la
capacidad de influir en la organizacién espacio-temporal de los complejos de
proteinas, por lo tanto permiten la regulacién de diversos procesos celulares
(Cacas et al., 2012). Roche et al., (2008) describieron como el secuestro de
esteroles de las membranas plasmaticas de células vegetales genera
alteracion en la formacién de microdominios lipidicos. En este contexto, se
evalu6 en dry2sgel, que presentd mayor fluidez de membranas, que sucede
con proteinas conservadas en estas regiones como lo son las NADPH oxidasas
(NOX). Se detecto que en dry2/sgel la NOX de pelos radiculares no tiene la
localizacion habitual (Sena et al., 2012) y su actividad enzimatica esta reducida
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(Fig. 21). Resultados similares se encontraron en Picea meyeri donde se ha
sugerido que los microdominios enriquecidos en esteroles favorecen la
localizacion y actividad de la NOX, ya que la inhibicion de la produccion de
esteroles genera su deslocalizacion y la disminucién de su actividad en tubos
polinicos (Liu et al., 2009a). También hay que tener en cuenta que la activiadad
NOX esta relacionada a la produccion superdxido, el cual actuaria como
molécula que modula el crecimiento y desarrollo en las células vegetales
(Foreman et al., 2003; Carol et al., 2005), en este contexto podriamos atribuir
algunos de los defectos en el desarrollo que presenta dry2/sqel a la perdida de
funcion de esta enzima.

Por otro lado, el principal y mas abundante componente lipidico de las
membranas plasmaticas no son los estroles, sino que son los fosfolipidos (Furt
et al., 2011). La funcién de los fosfolipidos no es solo estructural sino que
ademas cumple funciones de sefalizacién, donde participarian en “detectar”
sefiales extracelulares desencadenando transducciones de sefales
intracelulares (Lin et al., 2014). Por ejemplo, frente a estreses ambientales se
generan cambios sobre la composicion de fosfolipidos de las membranas
celulares como mecanismo de respuesta (McLoughlin and Testerink, 2013). Se
ha visto que inhibiendo la SQE1 con terbinafina en suspensiones celulares de
tabaco se genera aumento de escualeno y aparicion de TAGs (Wentzinger and
Bach, 2002) de manera similar que en dry2/sqel (Fig.18), sin embargo el
mecanismo por el cual ambos metabolitos aumentan no ha sido descrito. Por
otro lado, se cuantifico la fosfolipasa Da (PLD), enzima que hidroliza
fosfolipidos estructurales de membrana para generar el acido fosfatico (PA)
(Distéfano et al., 2012), un segundo mensajero implicado en las respuestas a
estrés ampliamente estudiando en plantas (Hong et al., 2010; McLoughlin and
Testerink, 2013). Las raices de dry2/sqel mostraron un incremento en la
cantidad de PLD (Fig. 22), el cual es un comportamiento también observado en
plantas en respuesta a estrés (Munnik et al., 2000; Katagiri et al., 2001,
Darwish et al., 2009; Vu et al., 2015). Ademas, se ha visto que cambios en las
membranas plasméaticas podrian generar aumentos en la actividad de PLDs
como mecanismo para mantener la homeostasis celular (Li et al., 2009).

Las membranas plasmaticas ademas de una barrera biolégica entre el espacio
extracelular e intracelular, son esenciales para el mantenimiento de la
integridad celular. En el espacio intracelular existe un extenso sistema
endomembranas que se compone de muchos organelos compuestos por
membranas los cuales intercambian lipidos y proteinas mediante el trafico
vesicular (Bassham et al., 2008). Los esteroles al igual que en las membranas
plasmaticas son componentes fundamentales del sistema endomembrana en
particular del trafico vesicular. Plantas dry2/sgel con proteinas en tonoplasto
(RabG3f) y endosomales (RabC1) fusionadas a YFP de manera estable fueron
utilizadas como herramienta para analizar el trafico vesicular. Las proteinas del
tipo Rabs son reguladores claves en los eventos de fusion que se producen en
el sistema endomembrana intracelular (Numrich and Ungermann, 2014) . El
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mutante dry2/sgel mostré una deslocalizacion de la sefial de la proteina
RabG3f la cual en el salvaje se encuentra embebida en el la superficie del
tonoplasto y en endosomas tempranos (Fig. 24). RabG3f o también llamada
Rab7 participa en el trafico desde la maduracion de los endosomas tempranos
hacia la superficie de las vacuolas (Numrich and Ungermann, 2014). La
deslocalizacibn de sefial en el tonoplasto y la aparicion de agregados
endosomales indica la disrupcion del trafico a este nivel. Ademés nuestros
resultados usando brefeldina (BFA) indican disrupcion o inhibicion del trafico
pues las imagenes de dry2/sgel son similares a los encontrados con los
tratamientos con BFA. La perdida de funcién de Rab7 genera una maduracion
endosomal defectuosa y reduccion de proteinas que median la sefalizacion
entre el trafico desde los endosomas hacia la vacuola como la familia de las
proteina kinasas TOR (target of rapamycin) que median el crecimiento celular
(Numrich and Ungermann, 2014). Aqui proponemos que la falta de esteroles en
dry2/sqel genera la maduracion endosomal defectuosa debido a la localizacion
incorrecta de la proteina Rab?.

Por otro lado, mediante la construcciéon con RabC1l se observo también la
aparicién de agregados endosomales sobre la cara interna de la bicapa lipidica
en raices de dry2/sqel, perdiéndose la sefial de agregados homogéneamente
distribuidos en el citosol de las plantas salvajes (Fig. 23 y 24). La RabC1 o
también llamada Rab 18 se asocia con el trafico de endosomas entre el aparato
de Golgi y el reticulo endoplasmatico y también puede estar asociado con el
reciclado de la membrana plasmética (Rutherford and Moore, 2002; Dejgaard
et al., 2008). Se ha visto ademas que la sobrexpresion de esta proteina genera
tolerancia frente a diversos estreses (Shi et al., 2014; Xinli and Lei, 2015).

En base a nuestros resultados sobre las proteinas RabCl y RabGa3f,
proponemos que la deficiencia de esteroles en dry2/sgel genera
endomembranas defectuosas llevando a la pérdida en la localizacion de estas
proteinas y alteraciones en el trafico vesicular. Estos cambios de composicion,
fluidez o biogénesis de las membranas pueden explicar también los cambios
observados en la localizacion y actividad de la NADPH oxidasa (Fig. 21).

En busqueda de explicar cdmo la alteracion en las membranas celulares
desencadenan la sensibilidad a sequia en dry2/sqel encontramos que afios
atrds era una enigma como los lipidos podian asociarse al estrés abibtico y
participar en la traduccion de sefiales que se desencadenan, pero en los
altimos afios se ha avanzado en este conocimiento (Golldack et al., 2014). El
trafico vesicular se requiere para muchos procesos de transduccion de sefales
desencadenadas por la percepcion del estrés. Por ejemplo, proteinas inducidas
por el ABA como RHD3 (ROOT HAIR DEFECTIVE 3) ¢ syntaxin-like proteins,
estan involucradas en el trafico vesicular entre el ER y el Golgi o con otros
componentes asociados al trafico vesicular respectivamente (Xiong and
Ishitani, 2006). Estas evidencian apoyan la idea que la generacion de un
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sistema endomembranas defectuoso, generado por la mutacion en SQEL1,
contribuiria a un fenotipo sensible, como sucede con dry2/sqel.

La adaptacion de las plantas frente a los cambios en la demanda y suministro
hidrico ambiental requiere de una rapida deteccion de la situacion de estrés y
de las sefiales que se inducen, en este contexto un desafio que deben
atravesar las células vegetales es el mantenimiento tanto de las membranas
plasmaticas como del sistema endomembrana (Golldack et al., 2014).
Actualmente existe evidencia sobre la importancia de las moléculas lipidicas en
la organizacion de las membranas celulares durante la deteccion de cambios
ambientales desfavorables y en el desencadenamiento y regulacién de
cascadas de sefializacion como forma de tolerar diferentes tipos de estreses
(Torres-Franklin et al., 2007; Darwish et al., 2009; Du et al., 2013; Gasulla et
al., 2013; Lu et al., 2013). Por ejemplo, un mutante en Arabidopsis con una
LTP3 (Lipid Transfer Protein 3) disfuncional presenta un incremento en la
perdida de agua por transpiracion y es hipersensible a la sequia, los autores
proponen que cambios en lipidos de membranas estan vinculados a la
regulacion de la transpiracion y contribuyen a la tolerancia frente a la sequia
(Guo et al., 2013).

Finalmente, apoyados en la Figura 28 a partir de nuestro trabajo podemos
sugerir que el déficit de esteroles generado por la disminucion de la actividad
de SQEI1, podria provocar alteraciones a nivel de la membrana plasméatica
(MP) , simulando la perdida de integridad que sufren las MP de las plantas
cuando se impone un déficit hidrico. Hemos visto que la percepcién del estrés
es iniciada principalmente a este nivel, por esto sugerimos que la alteracion en
las membranas en dry2/sgel podrian estar simulando una situacién similar a
cuando se esta sensando el estrés. Receptores de membrana del tipo LRR
asociados a la percepcion al estrés, algunos descriptos por (Osakabe et al.,
2013) como por ejemplo, DISEASE RESISTANCE PROTEINS (TIR-NBS),
ERECTA (ERL1), CLAVATA (CLV2), CYSTEINE-RICH RLK (RECEPTOR-LIKE
PROTEIN KINASE 1) (CRK1) se encuentran sobreexpresados en dry2/sgel
(Posé et al., 2009). Es interesante también mencionar que hemos descripto
alteraciones en el trafico vesicular en dry2/sgel, que podrian imposibilitar el
correcto transporte de proteinas a las membranas plasmaticas.

Comunmente, luego de que se genera la percepcion del estrés se
desencadena la transduccion de sefiales mediada por segundos mensajeros
para terminar en la generacion de las respuestas a estrés. En esta tesis
encontramos que el mutante tiene mas PLD y mayor actividad de la misma, lo
que indicaria de manera indirecta que segundos mensajeros como el PA
podrian estar alterados en dry2/sgel. Hemos discutido que una vez establecido
el déficit hidrico en plantas la actividad de esta enzima es clave para el
desencadenamiento de la transduccién de sefales, por ejemplo para la
produccion del ABA o de ROS. Al igual que nosotros, también Posé et al.,
(2009) encontré sobreexpresadas muchas de las isoformas de las fosfolipasas
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en el mutante. También es interesante comentar que si bien no conocemos los
niveles de ABA en dry2/sqel, suponemos por trabajos anteriores de Posé et
al., 2009 y Doblas et al., 2013 que se encuentran incrementados. El aumento
en el contenido de PA mediado por la PLD secuestra a un regulador negativo
de la sintesis de ABA, llamado ABI1, que regula los niveles intracelulares de
esta fitohormona, principalmente mediante la unién al ADN de un factor de
transcripcion llamado ATHB6. En este sentido no existiria esta regulacion
negativa en dry2/sqel (ATHB6 presenta baja expresion en dry2/sqel, segun
Posé et al.,, 2009) lo que desencadenaria en la continua sintesis de ABA
potenciado la activacion de genes de respuesta a estrés dependiente de ABA,
como lo mostr6 Posé et al. (2009). Sin embargo dry2/sqel no cierra los
estomas.

La localizacién del PA en las membranas plasmaticas afecta directamente la
localizacion, actividad y funciones bioldgicas de sus efectores proteicos (Zhao,
2015). Se ha sugerido ademas la localizacion de este mensajero lipidico en
regiones de membrana particulares como en microdominios lipidicos (Wang et
al., 2006). Hemos visto que el PA une ABI1 anclandolo en regiones de
membrana plasmética, de manera de que se generen mecanismos de
respuesta al ABA necesarios para evadir la situacion de estrés (Zhang et al.,
2004b). En este contexto el estado de las membranas de dry2/sgel podria
estar causando la no correcta localizacion del PA, el cual no ancla
correctamente ABI1, el cual bloguea las respuestas al ABA, imposibilitando el
cierre de estomas.

Otro punto importante es que la modulacion de las respuestas en el mutante no
esta siendo controlada, ya que se detectaron altos niveles de Pro y oxidacion
intracelular mediada. Es posible que esta imposibilidad en modular las
respuestas sea a causa de la constate simulacion en la percepciéon del estrés
dada por el genotipo de dry2/sqel, que presenta membranas afectadas.
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Figura 28: Modelo final propuesto para explicar la hipersensibilidad de dry2/sgel. La mutacién en SQE1 genera la perdida en la integridad de las membranas
celulares, tanto plasmaticas como endomembranas, y podria estar simulando el inicio de la percepcion del estrés, de la misma forma que las plantas perciben el
estrés cuando el déficit hidrico se impone. Como consecuencia se inicia la traduccion de sefial para desencadenar el encendido de las respuestas. En esta tesis
observamos que enzimas como las PLD, que participa en la transduccion de sefiales durante el cierre estomatico en plantas sometidas a estrés, o el contenido de
fosfolipidos estan alterados y segun Posé et al., 2009 genes sensibles a estrés también lo estan. Por otro lado hemos encontrado respuestas como cierre estomatico,
acumulacion de Pro, perturbacion del estado redox dado por acumulacion de ROS y RNS afectado en dry2/sqel. La incapacidad de controlar estas respuestas,
generaria el desencadenamiento del fenotipo hipersensible. Esta incapacidad puede ser debida a la constante percepciéon de estrés generada por las membranas
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Mapeo de sud3, un mutante supresor de dry2/sqel

Como estrategia para identificar componentes genéticos que ayuden en la
comprension de dry2/sqel, a partir de una busqueda en condiciones donde
dry2/sgel expresa su fenotipo, fueron aislados varios mutantes (llamados sud
porque son supresores de dry2/sqel) que revierten la mayor parte de los
defectos en el desarrollo de mutante (Posé et al., 2009). En este sentido,
Doblas et al., 2013 identificé un supresor de dry2/sqel, llamado sudl, el cual
codifica para una E3 ubiquitin ligasa la cual estaria regulando positivamente la
actividad de la HMGR u otra enzima varios pasos metabdlicos antes de la
reaccion catalizada por SQE1 lo que restableceria el flujo de esteroles,
revertiendo el fenotipo. Siguiendo esta misma estrategia utilizando otro
supresor (sud3), en esta tesis intentamos identificar el gen afectado utilizando
mapeo genético. sud3 presenta una reversion parcial al fenotipo salvaje tanto
en raices como en parte aérea (Fig.25).

Mediante el mapeo genético con marcadores moleculares del tipo SSLP,
iniciamos el mapeo de sud3, y se logr6 mapear una region en el cromosoma |l
flanqueada entre dos marcadores moleculares F18C1 y NIT 1.2 (Fig 26 y
Tabla 7). Posteriormente mediante secuenciacion masiva y analisis
informaticos profundizamos en el mapeo, logrando identificar 22 genes
candidatos que portan mutaciones que podrian estar asociadas a la mutacion
buscada (Tabla 8). Esta tesis llegd hasta este punto, sin poder lograr definir el
gen responsable de la supresion dentro de los 22 genes candidatos. Como
alternativas para poder avanzar en la identificacion de sud3 se podrian seguir
varias estrategias. Arabidopsis al ser un organismo modelo presenta su
genoma completamente secuenciado y presenta un completo banco de
germoplasma con mutantes en la gran mayoria de los 22 genes, esto nos
permitiria obtener cada uno de los 22 genes identificados mutados para poder
realizar cruzas genéticas con dry2/sqel y analizar si el doble mutante tiene
fenotipo salvaje.

Pese a no obtener la identificaciéon del gen mutado en sud3, realizamos la
bdsqueda de cada uno de los 22 genes candidatos, y seleccionamos para el
analisis uno que podria ser de interés.

MAP KINASE KINASE 8 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 8) fue uno
de los genes candidatos identificados. MKK8 esta vinculada con la activacion
de MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) mediante su fosforilacion para el
desencadenamiento de cascadas de sefializacion (Fig.29) (Déczi et al., 2007).
El genoma de Arabidopsis thaliana presenta 10 MKKs, pero solo algunas,
incluida la MKK8 se han visto relacionadas directamente con la activacion de
genes inducidos por estrés o por ABA, como por ejemplo RD29A y RD29B
(Hua et al., 2006).
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Figura 29: Cascada de MAPK tipica. Las cascadas de MAPK se organizan
generalmente como vias modulares en los que la activacion de MAPKKK inicia la
fosforilacion y la posterior activacién secuencial de MAPKKs y MAPKs. A través de su
actividad quinasa, las cascadas de MAPK traducen sefiales ambientales en diferentes
tipos de respuestas, por ejemplo, activacion de factores de transcripcion, para
reorganizar la expresion génica y adaptacion al estrés. (Danquah et al., 2014)

En este contexto, proponemos que la perdida de funcion de MKK8 en fondos
dry2/sgel generaria una modulacion de las respuestas a estrés que impediria
el desencadenamiento excesivo de respuestas al déficit que presenta
dry2/sgel y le permitira evadir la situacion de estrés que presenta este
mutante. Resultados que apoyan esta hipoétesis son por ejemplo que los niveles
de expresién de los genes RD29A y RD29B que son activados por MKK8 estan
sobreexpresados en dry2/sgel (Posé et al., 2009), de la misma forma que son
sobreexpresados en plantas cuando son sometidas a diferentes tipos de estrés
abidticos (Danquah et al., 2014).
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Conclusiones

- La alteracion del perfil de esteroles generada como consecuencia de la
mutacion en SQEL induce mecanismos de percepcion y respuestas al
déficit hidrico en ausencia de una situacion de estrés.

- La alteracion de la localizacién de proteinas de membrana como las
NOX, consecuencia del déficit de esteroles, podrias estar vinculado con
algunos de los defectos en el desarrollo radicular.

- El tréfico vesicular parece ser altamente dependiente de esteroles y este
seria necesario para una correcta respuesta a déficit hidrico.

- Laimposibilidad en modular las respuestas al estrés generan un fenotipo
hipersensible.

[51]
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Anexos

Tabla 1: Secuencia de cebadores usado en el mapeo inicial de sud3. Se detallan
las secuencias nucleotidicas en sentido 5 —3’ y las temperaturas de melting (Tm) para
todos los cebadores. Ademas se especifican los tamafios en pares de bases
esperados de los productos de PCR para cada genotipo.

Nombre MM | Secuencia 5-3' Tm (°C) | Fragmentos (ph)
_ | T8N11-F | TGCATCTGCTGAAATCGAA 52 Col-0: 1131
E T16MN11-R  |CCTCATGTGGAGTTTGCTCA 52 Ler 508
2 F14M2-F  |GGTTTTTAGGGAAAGATATTGATG 50 Col-0: 507
E F14M2-F  |CAAAACAATATACGAAGAGACGCA b4 Ler: 303
E T2EG-F CAAGAATGGBAGTCCCGGTTA 51 Col-0: 837
T2EG-R. TGEAGCATGGTTCAGTCAAG 52 Ler: 60D
= | TI6F16-F |TCTATACGAATGATAACGGTTTATGG 54 Col-0: 500
E T16F16-R | TGAGCACATTGATTAGAGACTTGA b4 Ler: 353
E T16B12-F  |GTAATCAGTCTAAAGTACACATG 4341 Col-0: 585
E T16B12-F  |CTAATTTTTGTTTTCGATACT 4821 Ler: 273
F1aC1-F  |CAAAAATGGGAATTGTGATGE 48 Col-0: 1022
F18C1-R  |GTTTTGCATCGGACGGTTAT 51 Ler 435
_ LOM 1-F  |GCGATGTGGATGATGAACTG 64,30 Col-0: 174
i LOM 1-R  |GACGGAATCTCCTCGTTGAC 63,70 Ler: 145
E LOM4-F  JCACGCTGTGTCGTTTTTCTG 64,50 Col-0: 207
E LOM4-F  |TTCTCTGTTTCGGCCTTTTC 63,20 Ler: 189
E KBK13-F  |GGAAACTGCCGTAGACGAAG 54 Col-0; 699
KBK13-R  |AGTCCTCATTCCCCCACAC 50 Ler: 400
MNIT1.2-F |CGGAATTGATGTTTTGGACC 49 Col-0: 850
MNIT1.2-R |CCCTACATTCTACAACCATGTAGC 54 Ler: 1000
FEM15-F  |GTGTGGTCAGGGCTTCAAA 51 Col-0; 984
FEN15-R  |TGGTGACTTCCATTGTCTGE 51 Ler: 830
= F13C5-F | TTGAATGTTTAGGGTGAAAAG 46.5 Col-0; 692
o F13CE-R  |TCTTTCATCCCACCGTACTTG 52 Ler: 320
E F2erP21-F |GCCCTTGAGGACTTGATGAG 53 Col-0: 148
E F26F21-R  |TGGTTGTGAGTTTCGCATGT 52 Ler: 138
E FBOZ20-F  |GCTTTGAGCTGTCTTTCGAA 52.5 Col-0: 850
FE0Z20-FR  |CCACGGUTTCAACTTCAGAC 53.5 Ler: 851
TOA14-F  |COCGCAGCTGCACTTTCTTCAA 58 Col-0: 502
TOA14-R  |TGCATTGATTTCCGTCTTGA 51 Ler: 258
FAT 1.2-F  JCATGCTTCATCATTGCCC 48 Col-0: 706
FAT 1.2-F  |AGCTGAAGCTCTGCCACC b4 Ler: 608
ﬁ F14123-F  |GGTGGAGAAATTGCCATTA 49 Col-0: 521
E F14123-F | TAATAATTTGGAATCACATGTTT 46 Ler: 165
E MJG14-F  |CCOTGAATCCTTGTTTGCTT 51 Col-0: 758
S MJG14-F  |CACGACGAACCCTAGAAACC 52 Ler: 385
KISE20-F  |ATGAGAGCATATGAGAGGAAA 50 Col-0: 649
KISE20-R  |GATGGATTGTTGATGTGTTC 46 Ler: 360
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Tabla 2: Cuantificacion, pureza e integridad del pool de ADNs de sud3 a
secuenciar. Se cuantifico 1pl de cada ADN extraido en nanodrop obteniendo los
mg/ul ademas del cociente Agsonso Y Azeorzo que permitidé evaluar el grado de
contaminacion por proteinas o polisacaridos, respectivamente. Por Gltimo se evalué la
integridad del ADN por la corrida electroforética de 3 pl de ADN de cada individuo en
un gel de agarosa al 1% en TBE. MP es el marcador de peso molecular usado donde
la primer banda representa 20.000pb.

Indiviuduos Sud-3 |[ADN], ng/uL |A se0200 |A 260230 KL ¢/ADNg p/10mg finales
1 1845 19 194 108401084
2 H387 19 193 3712641544
3 300.6 1.92 1.92 6.653359947
4 3897 185 207 5132152938
5 2016 184 195 6858710562
6 5939 192 196 3.367570298
7 4534 186 196 4 411116012
8 424 3 19 2 4 713646005
9 3514 184 199 5691519636
10 521 193 215 3.838771593
11 271.8 1.9 202 7.358351729
12 543 193 205 3683241252
13 473 185 193 4 792715073
14 5312 185 209 3.765060241
15 4158 19 193 4 81000481
16 5798 19 192 3449465333
17 290 3 19 193 6889424733
18 hh2 2 183 214 3621876132
19 286.8 1.92 1.97 6.973500697
20 693 9 188 199 2 882259692

1 2 3 4 5.6 7 8 9 10 1M1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

— v — —

- -
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Figura 1. Construcciones para la expresion de RabCl::YFP y RabG3f::YFP .
Segun Geldner et al.,, 2009 (Geldner et al., 2009) las secuencias de las lineas
marcadoras (RabCl y RabG3f con YFP) se clonaron individualmente mediante la
recombinacion en un marco de lectura abierto (U-clon) en un vector generado por el
sistema de recombinacion CRE-lox. El vector de origen fue pNIGELQ7 el cual presenta
entre otros componentes, un promotor UBQ10 y el gen de resistencia para ampicilina y
al herbicida Basta (flechas en rojo) para la seleccion de las cepas de Agrobacterium y
de las plantas transformadas respectivamente. El vector fue introducidoen Arabidopsis
thaliana ecotipo Columbia-0 a través de cepas GV3101 de Agrobacterium.
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Figura 2: Construcciones que expresan roGFP.1 Segun Jiang et al., 2006 (Jiang et
al., 2006) se clono el gen de roGPF1 en un vector binario del tipo pCAMBIA-1304
sustituyendo la secuencia que codifica la proteina de fusion mGFP5-GUSA por la de la
roGFP. Los componentes principales del vector son el promotor 35S del virus de
mosaico del coliflor (CaMV 35S) y entre otros el gen de resistencia a Hygromicina B
gue le proveerd la resistencia a las plantas transformadas. Este vector se transformo
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en Agrobaterium y luego se incorporé por inmersion floral a plantas de Arabidoposis
thaliana ecotipo Columbia-0.
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Figura 3: Autofluorescencia del LAURDAN. a) Espectros de emision de
fluorescencia de LAURDAN y autofluorescencia normalizados. Se incub6 con 10uM
(lineas grises) de LAURDAN raices Ler y dry2/sqel de 5 dias e iguales raices pero sin
sonda fueron utilizadas para adquirir la autofluorescencia. b) Distribucion de los
pixeles en el SP usando el primer harmonico de la transformacion espectral, en
plantulas salvaje y dry2/sgel en ausencia del LAURDAN. Ademas se representan en
la tabla las coordenadas en ancho y centro (nm) espectral de la posicion de los
cursores de colores en los fasores espectrales.
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