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RESUMEN

Para evitar el efecto detrimental del estrés salino, las plantas son capaces de reducir las
concentraciones citoplasmaticas de Na" mediante el incremento de su compartimentacion en la
vacuola. Para lograrlo, un activo y eficiente mecanismo de transporte de vesiculas,
provenientes desde la Red Trans-Golgi o endosoma temprano, moviliza proteinas y
membranas que se fusionardn con el tonoplasto y permitiran el secuestro de los iones.
Recientemente, se establecid que este proceso requiere del intercambio entre miembros de la
familia de RabGTPasas RabF y RabG, el cual es regulado por el complejo heterodimérico
MON1/CCZ1. La proteina MONI1 actia como efector de RabF, dirigiendo la fusiéon de
vesiculas con el endosoma tardio, mientras que el complejo MON1/CCZ1 actia como una
proteina con actividad GEF (Intercambiadora del Nucledtido de Guanina) activando a RabG y
permitiendo la fusion de vesiculas provenientes desde el endosoma tardio con la vacuola. En
Arabidopsis thaliana, la familia MONI esta compuesto de un solo miembro, mientras que la
familia CCZ1 posee dos (CCZla y CCZI1b). La ausencia de cualquiera de ambas proteinas
involucradas en el complejo causa enanismo y retardo en el desarrollo, evidenciando su
importancia para el desarrollo vegetal. Por otra parte, las familias RabF y RabG estan
formadas por tres y ocho miembros, respectivamente, y todos son blancos de MON1/CCZ1.
Entre ellas se destacan RabF1 y RabG3e, que ha sido involucradas en la tolerancia a estrés
salino de A4. thaliana, al incrementar la tasa endocitica, y la capacidad de compartimentar Na"
en la vacuola, sugiriendo fuertemente el potencial rol del complejo GEF en estos mecanismos.

A partir de genes obtenidos de especies vegetales halofitas, diversas investigaciones
senalan que los mecanismos de endocitosis y el trafico vesicular pre-vacuolar tendria un rol
fundamental en la capacidad de tolerancia a estrés salino. De igual manera, mediante
herramientas biotecnoldgicas, se ha demostrado que esta capacidad puede ser transferida a
especies de interés comercial especialmente sensibles a estrés abidtico. En ese contexto,
Solanum chilense, una especie de tomate silvestre tolerante a sequia y salinidad, evidenci6
poseer genes homologos a los de MONI y CCZI de A. thaliana, ambos denominados
SchMONI1 y SchCCZI, y con capacidad para complementar funcionalmente las lineas

mutantes de A. thaliana monl-1'y cczla/b. Adicionalmente, la fuerte y coordinada expresion



de ambos genes, en raices y hojas de plantas de S. chilense sometidas a estrés salino, sugiri6 el
involucramiento del complejo y la via de trafico pre-vacuolar en la capacidad de tolerancia de
esta especie. Para confirmarlo, andlisis experimentales de expresion y co-expresion heterdloga
de SchMONI y SchCCZI, utilizando un promotor especifico para raices, evidenciaron
incrementar la tolerancia a estrés salino de A. thaliana de forma diferencial. Entre los tres
genotipos obtenidos, la expresion radicular de SchMONI otorgd mayor tolerancia a estrés
salino, debido a una mayor tasa endocitica en sus células radiculares, tanto en condiciones
normales como en estrés. Adicionalmente, se reveld la presencia de grandes estructuras
endosomales que podrian estar asociadas a esta mejorada capacidad para tolerar el estrés en
este genotipo.

El rol modulador que posee el trafico pre-vacuolar durante estrés abidtico ha sido
recientemente investigado en otros ambitos, como el control hormonal, el movimiento
vesicular de especies reactivas de oxigeno y la autofagia. En tal contexto, los tres genotipos
transgénicos analizados evidenciaron reducir la expresion de genes involucrados en la via de
sefializacion por ABA cuando eran sometidos a estrés salino, sugiriendo la activacion de la via
independiente a esta hormona. Esto fue confirmado con la reduccion de la sensibilidad frente a
la aplicacion de ABA exodgeno. Conjuntamente, se redujo del contenido de H,O, en raices, lo
cual fue coherente con activacion transcripcional de genes involucrados en mecanismos
enzimaticos de detoxificacion, como AtSODI y AtAPX, y ademds al verse contenido en
endosomas. Adicionalmente, la reduccion en la expresion de los genes de respuesta a estrés
oxidativo en tejido aéreo sugiriéo un menor efecto del estrés salino en los genotipos tolerantes.
Por otra parte, resultd evidente el incremento en la actividad autofagica en los tres genotipos,
lo cual es coherente con una mayor capacidad de la vacuola para compartimentar el Na". Esto
fue confirmado mediante el incremento en la intensidad de la fluorescencia del indicador de
Na', Sodium-Green, y la correlacién positiva con la induccién transcripcional del gen
AtNHX1.

Todos estos resultados permiten concluir que SchMONI y SchCCZ1 de S. chilense
tienen la capacidad de participar del intercambio Rab5-Rab7 y del trafico pre-vacuolar en A.
thaliana; y que la expresion o co-expresion radicular de ambos genes incrementa diferencial y
significativamente el grado de tolerancia a estrés salino de A. thaliana, de una manera

independiente de ABA, via la reduccion del estrés oxidativo, el incremento de la actividad
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, . . . . + .
autofdgica, y una capacidad superior para compartimentar Na  de sus vacuolas, mecanismos

potencialmente transferibles a especies agricolas de interés economico.

SUMMARY

To avoid the detrimental effect of salt stress, plants reduce cytoplasmic Na™ concentrations by
increasing its compartmentalization in the vacuole. To achieve this, an active and efficient
vesicle transport mechanism, coming from the Trans-Golgi Network or early endosome,
mobilizes proteins and membranes that will fuse with the tonoplast and allow the sequestration
of ions. Recently, it was established that this process requires the conversion between
members of the RabGTPase family RabF and RabG, which is regulated by the MON1/CCZ1
heterodimeric complex. The MONI protein acts as an effector of RabF, directing the fusion of
vesicles with the late endosome, while the MON1/CCZ1 complex acts as a protein with GEF
activity (Guanine Nucleotide Exchanger) activating RabG and allowing the fusion of vesicles
from late endosome with the vacuole. In Arabidopsis thaliana, the MONI1 family has only one
member, while the CCZ1 family has two (CCZla and CCZ1b). The absence of either of the
two proteins involved in the complex causes dwarfism and developmental delay, evidencing
the importance of both in plant development. On the other hand, the RabF and RabG families
have three and eight members, respectively, and all are MON1 / CCZ1 targets. Among them,
RabF1 and RabG3e have been involved in the tolerance to saline stress of A. thaliana, by
increasing the endocytic rate, and the capacity to compartmentalize Na" in the vacuole, which
strongly suggests a potential role of the GEF complex in these mechanisms.

From genes obtained from halophytic plant species, various investigations indicate that
endocytosis mechanisms and pre-vacuolar vesicular traffic would play a fundamental role in
the capacity for tolerance to salt stress. Similarly, using biotechnological tools, it has been
shown that this capacity can be transferred to species of commercial interest that are especially
sensitive to abiotic stress. In this context, Solanum chilense, a species of wild tomato tolerant
to drought and salinity, showed homologous genes to those of MONI and CCZI of A.
thaliana, both named SchMONI and SchCCZI, and with the capacity to functionally

complement mutant lines of 4. thaliana monl-1 and cczla/b. Additionally, the strong and
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coordinated expression of both genes, in roots and leaves of S. chilense plants subjected to
saline stress, suggested the involvement of the complex and the pre-vacuolar traffic pathway
in the tolerance capacity of this species. To confirm this, experimental analysis of
heterologous expression and co-expression of SchMONI and SchCCZI, using a specific
promoter for roots, showed the differential increase of the tolerance to saline stress of A.
thaliana. Among the three genotypes obtained, the radicular expression of SchMON1 granted
greater tolerance to saline stress, due to a higher endocytic rate in its root cells, both under
normal and stress conditions. Additionally, the presence of large endosomal structures that
could be associated with this improved ability to tolerate stress in this genotype was revealed.
The modulatory role of pre-vacuolar traffic during abiotic stress has recently been investigated
in other areas, such as hormonal control, the vesicular movement of reactive oxygen species,
and autophagy. In this context, the three transgenic genotypes showed a reduction in the
expression of genes involved in the ABA signaling pathway when they were subjected to salt
stress, suggesting the activation of the pathway independent of this hormone. This was
confirmed with the enhance insensitivity to exogenous ABA. Together, the HO, content was
reduced in roots, which was consistent with the transcriptional activation of genes involved in
enzymatic detoxification mechanisms, such as AtSODI and AtAPX, and also with their
compartmentalization in endosomes. Additionally, the reduction in gene expression related to
oxidative stress response in air tissue suggested a lower effect of salt stress in tolerant
genotypes. On the other hand, the increase in autophagic activity was evident in the three
genotypes, which is consistent with a greater capacity of the vacuole to compartmentalize Na".
This was confirmed by the increase in the intensity of the fluorescence of the Na" indicator,
Sodium-Green, and the positive correlation with the transcriptional induction of the A\/NHX1
gene.

All these results allow us to conclude that SchMONI and SchCCZI from S. chilense
have the ability to participate in the conversion of Rab5-Rab7 and pre-vacuolar trafficking in
A. thaliana; and that the radicular expression or co-expression of both genes increases the
degree of tolerance to saline stress of A. thaliana, in an ABA-independent way, via the
reduction of oxidative stress, the increase of autophagic activity, and a superior capacity to
compartmentalize Na' into its vacuoles, mechanisms potentially transferable to agricultural

species of economic interest.
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1.1 Estrés salino y su efecto molecular en plantas.

El cloruro de sodio (NaCl) es la sal mas comun y soluble de nuestro planeta, y su
presencia en los suelos cultivables es considerado un grave problema para la agricultura
mundial (Deinlein et al., 2014). La salinizacion en diversos grados de intensidad afecta mas de
800 millones de hectéreas, lo que equivale al 12% de las tierras arables e irrigadas del mundo
(Muchate et al., 2016). Se espera que esta superficie aumente, debido principalmente a las
malas précticas de riego que utilizan aguas de baja calidad, con concentraciones que pueden
llegar hasta los 600 mM de NaCl, lo equivalente al uso de aguas ocednicas (Gupta & Huang,
2014).

El estrés salino tiene un efecto significativo en el desarrollo y crecimiento de las
plantas, inhibiendo la germinacion de semillas, el largo de raiz, la biomasa y su fructificacion
(Liang et al., 2018). Las plantas y cultivos de relevancia agricola presentan diversos grados de
tolerancia a la salinidad de los suelos, por ejemplo, el tomate, el maiz o el arroz, entre otros,
tienen baja tolerancia, mientras que el algodon o la cebada tienen tolerancia mayor (Flowers et
al., 2010). Los de baja tolerancia son categorizados como glicofitos, es decir, requieren de
agua fresca para su crecimiento y desarrollo normal, el cual puede verse severamente inhibido
con bajas concentraciones de sal, las que pueden variar entre 20 a 40 mM aproximadamente.
Muchos de estos cultivos son destruidos o no producen frutos a concentraciones que superen
los 100 o 200 mM de NaCl (Park et al., 2016a). Por otro lado, los de alta tolerancia son
denominados halofitos y crecen naturalmente a altas concentraciones de sal, superiores incluso
a 200 mM. Por ejemplo, Atripex, Salicornia, Suaeda, o especies silvestres de tomate como
Solanum chilense, peruvianum y pennellii, entre otras, que pueden tolerar entre 400 mM y 1 M
de NaCl. Las halofitas son encontradas en todas las taxas vegetales, no obstante, constituyen
solo el 5% de todas las angiospermas conocidas y tienen hasta ahora baja relevancia
economica (Yensen, 2006; Park et al., 2016a).

La presencia de Na' en el entorno de las raices tiene un efecto inmediato. La sal
disuelta en el suelo ejerce una alta presion osmotica y una reduccion del potencial de los
solutos, lo cual disminuye la conductancia hidraulica de la planta e impide la absorcion de
agua y nutrientes (Assaha et al.,, 2017). Frente a esto, las raices responden rapidamente

irradiando sefiales internas de larga distancia que involucran a segundos mensajeros, como las
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especies reactivas de oxigeno (ROS), Ca®" y otras de origen eléctrico, basicamente para
establecer un estado de alerta en toda la planta (Choi et al., 2014). Recientemente se identifico
una proteina transmembrana denominada MOCAI, una glucuronosil-transferasa de
esfingolipidos del tipo glicosil-inositol-fosforil-ceramida, capaz de censar la presencia de Na"
extracelular e internar el primer influjo citoplasmatico de Ca” (Jiang et al., 2019). Esta y otras
seflales activan diversos mecanismos de tolerancia al estrés osmotico inicial, como el cierre de
estomas, la detencion de la division celular, la reduccion de la tasa fotosintética, el aumento de
la sintesis de osmolitos compatibles y el retiro de aquaporinas desde la membrana plasmatica
(MP) para disminuir, en parte, la pérdida de agua y permitir el ajuste osmético interno (Assani
et al., 2009). Sin embargo, el Na' comienza a ingresar a las células, acumulandose lentamente
hasta llegar a concentraciones que superan el limite homeostético, llegando a niveles toxicos
para cada una de las células en toda la planta (Munns & Tester, 2008; Hasegawa, 2013). Su
ingreso genera un desequilibrio i6nico severo en las células, al reemplazar las funciones de
otros iones como, por ejemplo, el K'. Esto provoca que se inhiba la absorcion de nutrientes y
la actividad de enzimas, se reduzca el metabolismo y se active la produccion de altas
concentraciones de ROS, lo cual gatilla la oxidacion de proteinas, lipidos y ADN. Un dafio
prologado interrumpe funciones celulares vitales, provocando finalmente la muerte de tejidos
y organos de la planta. No obstante, la célula vegetal ha sido capaz de desarrollar tres
mecanismos para reducir las concentraciones de Na' citoplasmatico y evitar el escenario
descrito: (1°°) minimizando la entrada de Na' a la célula; (2%°) incrementando su salida; y
(3*") maximizando su compartimentacion vacuolar (Figura 1) (Zhu, 2003; Roy et al., 2014;
Gupta & Huang, 2014, Isayenkov & Maathuis, 2019).

Una concentracion citoplasmatica de Na™ que varia entre 0-20 mM le permite a la
mayoria de las plantas sobrevivir (Kader et al., 2010). Durante una condicion de estrés salino,
el Na' entra pasivamente a las células de la raiz mediante receptores de glutamato (GLR),
canales cerrados por nucledtidos ciclicos (CNGCs), canales de cationes no selectivos voltaje
independiente (NSCC), o por medio de algunos transportadores de K™ de alta afinidad (HKT),
llegando a concentraciones similares a la del suelo. Se ha determinado mediante microscopia
confocal basada en indicadores fluorescentes que la concentracion citoplasmatica de Na”
puede variar entre 5 y 70 mM cuando la concentraciéon externa varia entre 5 y 100 mM de

NaCl (Isayenkov & Maathuis, 2019). El Na" se distribuye rdpidamente en los distintos tejidos
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que componen la raiz, en cantidades que se van reduciendo progresivamente desde las células
corticales hacia la endodermis, pero que se incrementan nuevamente en los tejidos vasculares
que movilizan los iones hacia los tejidos aéreos (Munns & Tester, 2008). Evitar o reducir el
libre desplazamiento del Na' entre los érganos o tejidos de la planta, es uno de los grandes
desafios en la biotecnologia de cultivos. Se ha descrito que un mecanismo que permite
minimizar el ingreso pasivo de Na', y reducir su contenido citoplasmatico, es la presencia de
nucleodtidos ciclicos como cAMP o ¢cGMP en el entorno de la raiz. Estas moléculas son
capaces de bloquear o modular el influjo de iones que realizan los canales CNGC, otorgandole
tolerancia a plantulas de Arabidopsis thaliana sometidas a 100 mM de NaCl. (Maathuis &
Sander, 2001).

P-ATPasa \

’ \

[Na*] 0-20 mM ATP ‘.‘

Citoplasma
Vacuola P AR ,.
[Na*] hasta 0-200 mM H
Na* sos
+ Compartimentacion
Na'vac Na“ci Salida
NHX Na*
-=-» H* Na*
e Entrada Na*,,
i N NH
I’ ’
7 / #, CNMP =] % Na*
1 1 H* CNGCs
V-ATPasa S\ Ppasa Vesicula Na
HKT
2Pi
ATPT L, “ADP PP He ".! »
pH7.S clrRT Na*
pH 5.5 NSC
Na*

Figura 1. Mecanismos generales para la reduccion citoplasmatica de Na". Para reducir el sodio
citoplasmatico (N a+cit) y mantener concentraciones homeostaticas que varian entre 0 y 20 mM, la célula
activa tres mecanismos principales (indicados en las fechas de color morado): I) incrementando la
salida de Na',; al medio extracelular mediante el sistema SOS (SOS1, SOS2 y SOS3), II) evitando la
entrada de Na' mediante el bloqueo de canales CNGCs, utilizando nucleétidos ciclicos (c(NMP), y
retirdndolos de la membrana plasméatica mediante endocitosis, y III) compartimentando el exceso de
Na',; en la vacuola y vesiculas mediante el sistema NHX o por endocitosis. Modificado de Nieves-
Cordones et al. (2016).
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Por otra parte, Na" citoplasmético puede ser excretado de la célula mediante un sistema
de antiportadores Na'/H" de MP, pertenecientes a la familia SOS1 (“Salt-Overly-Sensitive 1),
no obstante, su funcionamiento es energéticamente costoso. En 4. thaliana, SOS1 es parte de
la ruta de sefializacién y eflujo de Na” denominada SOS, que involucra ademas a las proteinas
SOS2 y SOS3 (Park et al., 2016a). SOS3 es una proteina de union a Ca®’, que detecta
indirectamente el aumento de la concentracion de Na®, producto del co-transporte con Ca*'
hacia el citoplasma. Bajo esta condicién, SOS3 interactiia fisicamente con la proteina quinasa
SOS2, induciendo la fosforilacion, estabilizacion y activacion de SOS1 (Ji et al., 2013). La
sobreexpresion constitutiva de SOS1, SOS2 o SOS3 ha sido asociada con el aumento de la
tolerancia a estrés salino, pero sélo la sobreexpresion de SOS2 o SOS3 disminuye el contenido
de Na' radicular (Yang et al., 2009). Esto se debe a que SOSI se asociaria en alto grado con el
eflujo y depésito de Na” en tejido vascular, mientras que la sobreexpresion de los genes SOS2
y SOS3 estaria alterando la funcion de otras proteinas (Shi et al., 2002). No obstante, la
pérdida de funciéon de SOS1 genera hipersensibilidad al estrés salino en la especie halofita
Thellungiella salsuginea, una especie emparentada a A. thaliana, lo cual confirma su
importante rol en la exclusion de Na" y la tolerancia a estrés salino (Oh et al., 2010). Por otro
lado, interesantemente, aprovechando la capacidad del Na" de ingresar a las células a través de
proteinas HKT, se ha propuesto que algunos miembros de esta familia también pueden
excluirlo y limitarlo a tejidos especificos (Wu et al., 2018). En ese sentido, se ha demostrado
que TmHKTI1;5 y TmHKTI;4 son capaces de reducir el contenido de Na" en hojas de
Triticum monococcum, mediante su exclusion desde el floema y acumulaciéon en la vaina,
incrementando la tolerancia a estrés salino de esta especie (Byrt, et al., 2014; Tounsi, et al.,
2016).

Aunque se impida su entrada o incremente su salida, el Na inevitablemente ingresa a
todas las células de la raiz, y eventualmente a todos los tejidos y 6rganos de la planta (Jiang et
al., 2010). En ese escenario, las células activan el mecanismo de compartimentacion de Na'
para reducir su concentracion citoplasmaticas, confindndolo en la vacuola (Apse & Blumwald,
2007). Diversos estudios han demostrado que su inclusiéon vacuolar es mediada por
antiportadores Na'/H', denominados NHX (“Na'—H" eXchanger”), localizados en el
tonoplasto (Deinlein et al., 2014). A. thaliana posee seis miembros (NHXI-NHXG6),

reportandose que la sobreexpresion de NHX1 aumenta la tolerancia a estrés salino al
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compartimentar activamente Na™ en la vacuola (Apse & Blumwald, 2002; Bassil et al., 2012).
Otros dos miembros, NHX5 y NHX6, también participan en la tolerancia a estrés salino, no
obstante, ambos antiportadores se localizan en endosomas (Bassil et al., 2011). Esta
localizacion sugiere la posibilidad de compartimentar Na™ en organelos pre-vacuolares, que
serian movilizados posteriormente a la vacuola. Si bien, Bassil et al., (2011) no determinaron
que NHX5 ni NHX6 realizan inclusién endosomal de Na', esta opcion seria considerada como
una estrategia para la reduccion de su concentracion citoplasmatica y su desplazamiento a
otros tejidos (Bassil et al., 2012). En este sentido, los mecanismos que controlan la endocitosis
y el trafico pre-vacuolar estarian aportando al mecanismo de compartimentacion de Na', y al
aumento del grado de tolerancia a condiciones de estrés salino mediante estrategias que aiin no
estan del todo claras (Mazel et al., 2004; Leshem et al., 2006; Hamaji et al., 2009; Tarte et al.,
2015).

1.2 Endocitosis y trafico vesicular pre-vacuolar.

En plantas, la MP y los organelos que componen el sistema de endo-membranas, como
el reticulo endoplasmico (RE), el complejo de Golgi (CG), el endosoma, y la vacuola, entre
otros, estan fisica y funcionalmente interconectados a través de diversas y especificas rutas de
trafico vesicular (Pizarro & Norambuena, 2014). En términos generales, las membranas
utilizan un complejo mecanismo para formar, movilizar y fusionar vesiculas que cargaran
proteinas, iones, lipidos y/o nutrientes, entre otras moléculas (Reynolds et al., 2018). Los
principales elementos involucrados en estos procesos son: lipidos, proteinas receptoras de
membrana, proteinas del tipo SNARE (“Soluble Nsf Attachment protein Receptor”), proteinas
de recubrimiento de vesicula (Clatrinas y COP), complejos HOPS (complejos de clasificacion
y fusion homeotipicos) o CORVET (Nucleo de clase C para la fusiéon de endosoma y vacuola),
y proteinas GTPasas (Rop, Ran, Arf'y Rab), entre muchas otras (Saito & Ueda, 2009; Reyes et
al., 2011). En vegetales, existe una alta relacion entre la mantencion de las funciones vitales y
el eficiente trafico vesicular, dependiente de cada uno de estos componentes, mas aun frente a
las diversas condiciones ambientales.

A diferencia de la célula animal, en vegetales se han estudiado y descrito solo dos vias

principales de endocitosis: una mediada por clatrinas (CME) y otra independiente de clatrinas
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(CIE) (Bandmann & Homann, 2012). La CME se caracteriza por el reconocimiento de
proteinas cargo especificas, y ser mediado por proteinas de cubierta (tales como los complejos
adaptadores AP-2, TPLATE, Epsinas y proteinas con dominio repetido WD40/YVTN) y
proteinas accesorias (AP180, SH3P o EHD2, entre otras) (Reynolds, et al., 2018). Estas
proteinas inicialmente se acoplan y forman una cubierta sobre la membrana de la vesicula a
medida que ella comienza a tomar forma. Interesantemente, diversas evidencias sugieren que
el mecanismo de reconocimiento de proteinas de membrana en el participa especificamente la
subunidad p2 del complejo AP-2, seria mediado por procesos, alin no bien definidos, de
fosforilacion o ubiquitinacion (Martins et al., 2015). No obstante, motivos especificos YXX@
(Y, tirosina; X, cualquier aminoacido; @, un aminoacido con una cadena lateral grande e
hidrofobica) o [DE]XXXL[LI] presentes en distintas proteinas estarian permitiendo su
internacién, tales como, en receptores quinasa ricos en repeticiones de leucinas (RLKSs),
transportadores de brasinosteroides (BRI1), de boro (NIP5;1), de hierro (IRT1), de agua
(PIP2;1), de amonio (AMTI1;3), o proteinas intrinsecas sensibles a flagelina 2 (FLS2)
(Schwihla & Korbei, 2020). Durante ese proceso, AP-2 guia la fusion de triadas de clatrinas a
los complejos formados, estableciendo una segunda cubierta o revestimiento (Di Rubbo et al.,
2013). Luego, un conjunto de proteinas denominadas dinaminas se unen al cuello de la
invaginacion de la vesicula para la escision final y su liberacion al medio intracelular (Chen et
al, 2011). Todo este revestimiento de proteinas se desacopla rapidamente, en segundos, para
dar paso a los mecanismos de trafico y fusion de la vesicula con el endosoma temprano (EE) o
la red trans-Golgi (TGN, Valencia et al., 2016). Entre otras caracteristicas, las vesiculas
formadas por la CME promedian 70 nm de didmetro y poseen un alto porcentaje de lipidos del
tipo insaturados y fosfatidilinositol-4-5-bisfosfato [PI(4,5)P2], aportdndole especificidad a la
ruta (Uemura, 2016).

La CIE, por otro lado, es una ruta endocitica asociada a microdominios de membrana
(MD) (Baral et al., 2015a, Fan et al., 2015). Los MD se caracterizan por poseer propiedades
distintas a la membrana que los rodea, tanto a nivel de composicién, como de organizacion de
lipidos y proteinas. Entre estas diferencias destacan la asociacion con remorinas y flotilinas, y
la resistencia al fraccionamiento mediado por detergentes, producto de su arquitectura rica en
esteroles y esfingolipidos. Se ha descrito que las Flotilinas son capaces de inducir la curvatura

de la membrana, y promover la formacién y recubrimiento de vesiculas que promedian hasta
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130 nm de diametro (Li et al., 2012). Recientes evidencias sugieren que la CIE estaria
participando de tres importantes procesos fisioldgicos y moleculares en plantas, siendo estos:
a) la toma de nutrientes, mediante la internalizacion de transportadores de sacarosa SUT2 de S.
lycopersicum, o directamente de moléculas de hexosas en células BY-2 de Nicotiana tabacum
(Bandmann & Homann, 2012); b) la regulacién del flujo de agua y de amonio, mediante la
endocitosis parcial de los canales PIP2;1 y AMT1;3 en A. thaliana (Wang et al., 2013; Li et al.
2011); c) la regulacion de la actividad de proteinas a través de la formacion de clusters que
median la dimerizacion o tetramerizacion, como en los casos de los canales de K" KATI, del
canal PIP2;1, y del NADPH oxidasas dependiente de calcio (RbohD), en A. thaliana, o del
transportador de sacarosa SUT1, en Solanum tuberosum (Hao et al., 2014, Fan et al., 2015).

A nivel fisioldgico, como ha sido evidenciado en 4. thaliana, la CME actia en todas
las capas celulares de la raiz, internando proteinas transmembranas o ancladas a lipidos,
mientras que CIE opera endocitando solo proteinas ancladas a lipidos en la epidermis (Baral et
al., 2015a). Las vesiculas generadas por ambos mecanismos convergen en la TGN o el EE,
desde donde tres vias de trafico vesicular permiten movilizar elementos como proteinas,
lipidos, iones o metabolitos hacia la vacuola: 1) la via dependiente de AP-3; 2) la via
dependiente de RabF; y 3) la via dependiente del intercambio RabF-RabG (Figura 2)
(Uemura & Ueda, 2014). AP-3 es un complejo proteico similar a AP-2, localizado
parcialmente en el TGN y en estructura puntuadas citoplasmaticas (Kelly et al., 2014).
Andlisis de mutantes de A. thaliana ap-3f revelan la importancia de esta ruta durante el
proceso germinacion, especificamente en la biogénesis y transicion entre la vacuola
almacenadora de proteinas y la vacuola litica (Kriiger & Schumacher, 2018). Igualmente se ha
evidenciado el arresto del desarrollo de estas mutante en condiciones de deficiencia de
sacarosa provocado por la pérdida de localizacion vacuolar de transportadores SUC4 (Feraru

etal., 2010).

20



SAND-CCZ1

RAB7/RABG

12S globulin

VPS9a
Cl RAB5/RABF
O GFP-CT24

5,0 ()

Golgi VAMP713

ER ——

VPS9a
RAB5/RABF

SYP22

Vacuole

Figura 2. Vias de trafico de vesiculas desde el TGN a la vacuola. Tres vias de trafico vesicular hacia
la vacuola han sido descritas: 1) la dependiente del intercambio entre RabF y RabG (canénica para
eucariontes), en donde, RabF activado por VPS9 dirige el trafico vesicular hacia los cuerpos
multivesiculares. En este organelo, MON1 (SAND) y CCZ1 activan a RabG, el cual dirige el trafico de
vesiculas hacia la vacuola; II) la dependiente de AP-3, mecanismo asociado a vesiculas recubiertas de
clatrinas y a su fusion mediada por la SNARE VAMP713; y III) la dependiente de RabF y mediada por
SYP22 (Ebine et al., 2014).

La via dependiente de RabF es una ruta altamente especifica y relevante para el
desarrollo de A. thaliana, aunque ha sido poco estudiada. Ella fue recientemente identificada
en mutantes vps9a-2 dada por la ausencia del activador de RabF, VPS9 (“Vacuolar Protein
Sorting 97), y al evidenciarse la pérdida de la localizacion vacuolar de la proteina SNARE
SYP22, pero no la de VAMP721 o RabG, las cuales son parte del endosoma tardio (LE)
(Ebine et al., 2014). Por otro lado, también se ha demostrado que RabF, en coordinacién con
el complejo CORVET vy el complejo SNARE que contiene a VAMP727, estaria mediando
directamente la fusion de cuerpos multivesiculares (MVB) con la vacuola en células de
epidermis de la raiz, como un mecanismo especifico de plantas (Takemoto et al., 2018). La via
dependiente del intercambio RabF-RabG es, por el contrario, una ruta canénica en eucariontes

y ha sido mejor estudiada (Cui et al., 2014; Ebine et al., 2014). Esta via de trafico comienza en
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el TGN con vesiculas RabF-positivas que dan origen al LE. En ¢€l, el complejo ESCRT
(“Endosomal Sorting Complexes Required for Transport™) regula la formacién de vesiculas
luminales formando el MVB, y desde ahi vesiculas RabG-positivas, activadas por el complejo
heterodimero MON1/CCZ1, se forman y movilizan con destino a la vacuola (Baral et al.,
2015b). Por esta via de trafico son movilizados proteinas residentes del MVB, como la NHXS5
o NHX6 (Reguera et al., 2015); proteinas de MP que se dirigen a la via de reciclaje o la de
degradacion con direccion a la vacuola, como transportadores de auxina, de boro, o de
componentes asociados a la sefializacion por acido abscisico (ABA) (Takano et al., 2005;
Pérez-Henriquez et al., 2012; Belda-Palazon et al., 2016); aquellas que son depositadas en el
lumen vacuolar, como globulinas, proteasas, o aleuronas (Ebine et al., 2014; Cui et al.,
2016b); y también las residentes del tonoplasto, como transportadores de fierro, manganeso y
sodio (Agorio et al.,, 2017). Lo anterior revela la gran importancia de esta ruta de trafico

vesicular en el desarrollo de 4. thaliana.

I.3 Rol de la endocitosis y el trafico vesicular en la modulacion de la percepcion

hormonal.

Diversos trabajos han evidenciado que el sistema de trafico de endo-membranas resulta
fundamental para que las plantas logren ajustar su respuesta a estimulos internos y externos
(Sutter et al., 2007; Belda-Palazon et al., 2016). Auxinas y ABA han sido las principales
hormonas estudiadas en este contexto (Semeradova et al., 2020). No obstante, ABA tendria un
rol preponderante en este caso, al estar intimamente relacionada con la interaccion de las
plantas y su entorno, especialmente durante el estrés abidtico (Zhu, 2002). Recientemente, se
ha demostrado que la endocitosis es un modulador de la percepcion de ABA. En ese sentido,
se ha evidenciado que el exportador de ABA, ABCG25, disminuye su presencia en la MP
utilizando la CME, producto de la aplicacion de diversos estreses abidticos de una manera
independiente de ABA. No obstante, la aplicacion exodgena de ABA es capaz de gatillar su
reciclaje desde los EE, en una manera dependiente, justamente para modular los niveles
intracelulares de esta hormona (Park et al., 2016b). De la misma manera, la endocitosis y el
trafico vesicular controlan el nimero de receptores de ABA en la MP (Schwihla & Korbei,

2020). Entre ellos, PYL4, quien en ausencia de ABA, es endocitado y movilizado hacia la
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vacuola para su degradacion, luego de ser ubiquitinado por RSL1, una ubiquitin-ligasa de MP
(Bueso et al., 2014). En esta misma linea, mutantes de los componentes del complejo ESCRT,
tal como fyvel o vps23a, presentan hipersensibilidad a la aplicacion de ABA, producto del
incremento de la presencia de los receptores PYL4 no degradados en la periferia de los MVB
(Belda-Palazon et al.,, 2016; Belda-Palazon & Rodriguez, 2020; Yu et al, 2016).
Interesantemente, también se ha demostrado que proteinas FYVE/FREEI1, pertenecientes al
antes mencionado complejo ESCRT, son fosforiladas por SnRK2 en presencia de ABA, y
translocadas al nucleo. Ahi, esta proteina es capaz de interactuar con factores de transcripcion
ABF4 y ABIS, inhibir su propia actividad transcripcional, y atenuar la respuesta frente ABA
(Li et al., 2019, Pan et al., 2020). Igualmente, se ha evidenciado que sobreexpresion de
reguladores del trafico vesicular, como RabGTPasas en estado siempre activas, como Rabl1y
RabF, son capaces de reducir la sensibilidad a ABA, pero a través de un mecanismo
desconocido (Chen & Heo, 2018; Ueda et al, 2001). Hasta ahora, la significancia biologica y
el conocimiento de la mayoria de los mecanismos asociados con la endocitosis y el trafico
vesicular involucrado en la regulacion hormonal es incipiente, de manera que resulta

interesante su estudio y evaluacion en el contexto ambiental.

1.4 Regulacion de la endocitosis y del trafico vesicular pre-vacuolar

En plantas, la regulaciéon maestra del trafico de vesiculas estd en manos de las
pequenias GTPasas de la super-famila Rab. En 4. thaliana, 57 genes codifican proteinas Rab,
las que son divididas en ocho familias denominadas desde RabA hasta RabH (Nielsen, 2020).
Las familias RabA y RabE regulan la exocitosis desde el EE y el CG a la MP,
respectivamente; la familia RabB entre las cisternas del CG; la familia RabD lo hace en la ruta
anterdgrada entre ER y el CG, mientras RabH en la ruta retrégrada. Por otra parte, entre la MP
y el LE, la ruta endocitica es regulada por la familia RabF; mientras que RabG se ha
especializado en la regulacion de la via de trafico entre LE y la vacuola (Vernoud et al., 2003).
Centrandonos inicialmente en la endocitosis, la familia RabF se compone de tres proteinas
ARAG (alias RabF1), RHA1 (alias RabF2a) y ARA7 (alias RabF2b), las cuales cumplen roles
totalmente distintos (Ueda et al., 2001). RHA1 y ARA7 han sido asociadas a la CME y trafico

vesicular pre-vacuolar hasta el LE, mientras que el rol de ARA6 ha sido ampliamente
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discutido (Uemura & Ueda, 2014). Se ha evidenciado que esta proteina no estd presente en
animales, y que actia de manera independiente de RHA1 y ARA7, en la via CIE como un
mecanismo alternativo y exclusivo de plantas (Ueda et al., 2001; Grebe et al., 2003; Ito et al.,
2018). Por otra parte, ARA6 se ha evidenciado que también estaria controlando el trafico
exocitico de proteinas SOS1 (Ebine et al., 2011), participaria de un tipo de transporte MP—
vacuola directo para proteinas cargo, y ademads realizaria el reciclaje de proteinas del tipo
receptoras desde el LE al EE en células de tabaco (Bottanelli et al., 2011). Estos estudios
describen la multifuncionalidad de ARA6 tanto en diversos tejidos, como entre diferentes
especies vegetales.

La familia RabG, por el contrario, le otorga continuidad a la via de trafico endocitico
con direccion a la vacuola. En A. thaliana hay tres sub-grupos, filogenéticamente divididos, de
proteinas RabG (RabG1, G2, y G3a-f), con 8 proteinas totales, localizadas en el LE y el
tonoplasto. Se ha evidenciado que la mutante dominante negativo de 4. thaliana para RabG3f
provoca un aumento considerable del volumen del LE y la deformacioén y fraccionamiento de
la vacuola, efecto también observado en protoplastos de tabaco (Cui et al., 2014). Lo mismo
sucede con la séxtuple mutante de A. thaliana rabg3a,b,c,de,f, que ademés exhibe semi-
enanismo en sus estados de desarrollo més tempranos (Cui et al., 2016a). Ademas, RabG3f
seria capaz de interaccionar con VPS35 y constituir un punto de control del trafico, previo a la
fusion de PVCs o de autofagosomas con la vacuola, accion también mediada por el complejo
HOPS (Rodriguez-Furlan et al., 2019). Otro miembro de esta familia, RabG3b, ha sido
ampliamente caracterizado como un regulador de la autofagia, contribuyendo con la
diferenciacion celular para formar los elementos conductores de agua en el xilema de A.
thaliana, como también para constituir parte importante de respuesta sensitiva frente al ataque
de patogenos o la respuesta subcelular frente agentes abidticos (Kwon et al., 2010, Kwon et
al., 2013). Estos antecedentes son evidencia del rol fundamental de esta familia, junto a la
familia RabF, en el desarrollo de A. thaliana y la interaccioén con su entorno.

Las proteinas Rab-GTPasas para pasar de un estado inactivo a un estado activo
necesitan intercambiar la molécula de GDP (guanosin difosfato) asociada a su estructura, por
una de GTP (guanosin trifosfato). Tal actividad no la ejercen solas, sino que requieren de la
asistencia de proteinas GEF (Factores Intercambiadores GDP/GTP), revelando un nuevo nivel

de regulacion del trafico vesicular (Uejima et al., 2010). Sobre la familia RabF, analisis in-
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vitro evidencian que la conversion de un estado inactivo a uno activo es mediada por la
proteina VPS9 (Bottanelli et al., 2012). A. thaliana posee 2 genes que codifican para VPS9,
VPS9a y VPS9b. El primero es transcrito en todos los tejidos, mientras que transcritos del
segundo no han sido identificados. Dos mutantes para VPS9a, vps9a-1 y vps9a-2, han
permitido comprender la importancia de la activacion de la familia RabF (Goh et al., 2007). El
primer mutante en estado homocigoto, de pérdida completa de la actividad GEF, es inviable, y
en estado heterocigoto provoca una reduccion en la germinacion del 25%, asociado con un
desarrollo anormal del embrion. El mutante vps9a-2, por otra parte, presenta una raiz principal
mas corta respecto de la silvestre, reducida hasta en un 60%, debido a una elongacién celular
defectuosa (Inoue et al., 2013). En este Gltimo caso, la proteina codificada por el gen mutado
pierde cerca de 200 aminoacidos, a continuacién del domino con actividad GEF para RHA1 y
ARAT7. (Goh et al., 2007). Analisis bioinformaticos, observaciones tridimensionales del cristal
de VPS9-ARA7 (PDB: 2EFC) y estudios funcionales de la region perdida, han revelado que
este dominio permitiria la homo-dimerizacion de VPS9a y, finalmente, la union y activacion
de ARAG6 (Uejima et al., 2010; Sunada et al., 2015).

La fusién de vesiculas con LE, y luego con la vacuola, es dependiente de la accion
secuencial de activacion de RabF y RabG. En A. thaliana, primero, RabF-activado es
reclutado en el LE, seguido por el complejo MON1/CCZ1 vy, finalmente, RabG-desactivado
(Figura 3) (Ebine et al., 2014). El complejo MON1/CCZ1 es un heterodimero con actividad
GEF que activa a RabG, y provoca el reemplazo gradual de RabF para formar nuevas
vesiculas que tendran como destino la vacuola (Cui et al., 2014). Durante tal evento, es posible
observar mediante microscopia confocal la movilizacion de RabG al tonoplasto (Cui et al.,
2016a). A. thaliana posee sé6lo un gen que codifican para MON1 (Monensin sensitivity protein
1) y dos para CCZ1 (caffeine, calcium, zinc sensitivity 1), denominados CCZla y CCZIb
(Singh et al., 2014). Adicionalmente, ambas proteinas poseen un dominio Longin involucrado
en la dimerizacion y actividad del complejo, al igual que muchas especies eucarionte,
evidenciando la conservacion evolutiva del mecanismo (Sanchez-Pulido & Ponting, 2020;
Kiontke et al., 2017).

Particularmente, MON1 ha mostrado co-localizar con ARA6 y ARA7, constituyendo
por si solo un efector, es decir, un modulador de la tasa de fusion de vesiculas que llegan al LE

(Singh et al., 2014). Dos mutantes de mon/ han sido caracterizadas: moni-1 y monl-2. Ambas
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son mutantes nulas con retardo en el crecimiento y desarrollo defectuoso del polen, lo cual se
asocia con la formacion endosomas y trafico vesicular defectuoso, y vacuola fragmentada,
evidenciando que MONI es requerido en practicamente todos los contextos del desarrollo de
A. thaliana (Singh et al., 2014; Cui et al., 2014; Cui et al., 2016b). La pérdida de la
localizacion de proteinas almacenadas en vacuola, como la subunidad-a de la B-conglicinina
(CT24), faseolinas, globulina 12S, albumina 2S o aleurinas, la acumulacion parcial y aberrante
del transportador de auxinas PIN2 en endosomas, y del transportador de protones VHA en la
vacuola, confirman lo anterior (Cui et al., 2014; Singh et al., 2014). Dada su relevancia,
actualmente la mutante monl-2 estd siendo utilizada para la biisqueda de nuevos reguladores
del trafico pre-vacuolar (Zhu et al., 2020). Para lo anterior, monl-2 ha sido sometida a
mutagénesis con etilmetanosulfonato, obteniéndose y selecciondndose plantas con fenotipo
recuperado. El resultado de la retro-cruza entre monl-2 y esta nueva mutante denominada mr
(“monl repressor”) permitird, mediante screening genético y caracterizacion molecular, la

identificacion de los nuevos reguladores.

CCz1

. MON1,/_& ._.

|
MON1-CCZ1 MON1-CCZ1
~\

> P -9 > YPr .o .4
i 0

Rab5-postitive endosome ? ? GDP- or GTP-bound Rab5

Rab7-postitive endosome * ’ GDP- or GTP-bound Rab7

Vacuole

Golgi

Figura 3. Trafico vesicular pre-vacuolar dependiente del intercambio entre RabF y RabG. RabF
(Rab5) activado es reconocido por el complejo heterodimérico MON1 y CCZ1, actuando como efector
y mediador en la fusién de endosomas positivos para RabF activado con aquellos que tienen a RabG
(Rab7) desactivado. En estos nuevos endosomas, CCZ1 del complejo RabF-MONI1-CCZ1 activa a
RabG dandole continuidad al trafico vesicular hacia la vacuola (Cui et al., 2014).
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Aunque CCZla y CCZ1b tienen funciones redundantes, ambas proteinas no son menos
importantes que MONT1. Se ha observado que las mutantes simples de 4. thaliana, cczla 'y
cczlb, no presentan un fenotipo defectuoso evidente, pero la doble mutante cczla/cczlb
(cczla/b) inhibe significativamente su crecimiento. Esto se debe a que RabG no es reclutado
en el LE, si no en estructuras citoplasmaticas con formas de disco, y por presentar una vacuola
fragmentada (Ebine et al., 2014). Lo anterior causa la secrecion extracelular, en forma de
exosomas, de proteinas CT24 o globulinas 12S, las cuales son normalmente acumuladas en la
vacuola durante el desarrollo embrionario, limitando la disponibilidad de nutrientes para el
desarrollo, efecto similar a lo observado en la mutante mon/ (Ebine et al., 2014). A lo anterior
se suma que la activacion de la familia RabG mediada por CCZ1, también ha sido asociada a
otros procesos moleculares relevante para el desarrollo vegetal, como el deposito vacuolar de
proteasas durante la muerte celular programada del tapetum, la localizacion polar de proteinas
PIN, la mantencion del pH intra-luminal de los endosomas y vacuola, mediados por bombas
de protones VHA (Goh et al., 2007; Reguera et al., 2015; Zhou et al., 2015; Cui et al., 2016b).
No obstante, a pesar de la amplia caracterizacion molecular de la via endocitica y trafico pre-
vacuolar dirigido por MON1 y CCZI1, es desconocido el involucramiento que, de forma
individual o en conjunto, ambas proteinas tienen en contextos como el estrés abiodtico y, en

particular, el estrés salino.

L.5 Respuesta de la endocitosis y del trafico vesicular pre-vacuolar al estrés salino.

El estrés salino induce la tasa endocitica en un 30-40% aproximadamente (Zwiewka et
al., 2015). Proteinas transportadoras de auxinas (PIN2), aquaporinas (PIP2;1) o RbohD son
endocitadas selectivamente bajo condiciones de estrés (Hao et al., 2014; Ueda et al., 2016).
Precisamente, la activacion de RbohD por fosforilasas dependientes de Ca*" ha revelado
ademads un nexo entre el estrés oxidativo, el estrés salino y la endocitosis (Kurusu et al., 2015).
Bajo condiciones normales RbohD se encuentra asociada a membranas con alto contenido de
PI(4,5)P, en forma de mondémeros inactivos, pero durante estrés abiotico estos mondomeros se
tetramerizan y activan en asociacion con micro-dominios ricos en esteroles, produciendo ion
superoxido (0;) (Menzel et al., 2019). ROS tiene un rol fundamental en la sefializacion y

activacion de las vias de regulacion para la tolerancia a estrés salino; sin embargo, su
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prologada y excesiva produccion induce la muerte celular programada. Bajo este escenario, la
endocitosis de RbohD y compartimentacion de ROS es activada, disminuyendo su
concentracion citoplasmatica y su impacto sobre el estrés (Martiniere et al., 2019). Esto es
consistente con el aumento de la tolerancia a estrés salino de plantas transgénicas que reducen
la expresion de un gen que codifica una proteina SNARE VAMP711, causando el incremento
del nimero de compartimentos pre-vacuolares (PVC) ricos en peréxido de hidrogeno (H,O,)
marcado con 2',7'-diclorofluorescina diacetato (H,DCFDA) (Leshem & Levine, 2007). Al
respecto, se postula que la reduccion de ROS prevendria la alcalinizacién de la vacuola,
promoviendo el uso del gradiente de H' e incrementando el secuestro del Na® citoplasmatico
(Baral et al., 2015Db).

El estudio detallado de la internacion de PIP2;1 y RbohD ha revelado que bajo
condiciones normales de crecimiento ambas proteinas son retiradas de la MP por la via CME,
pero que, durante el estrés salino, serian ademas endocitadas por una nueva via denominada
endocitosis inducida por sal (SIE) (Figura 4). Se ha evidenciado que VPS9a cambia su
localizacion subcelular para ubicarse en la MP y endosomas, activar a ARAG6, e inducir a SIE
en todas las capas celulares de la raiz de 4. thaliana (Baral et al., 2015a). El objetivo de esta
nueva via, seria internar tanto proteinas trans-membranales como ancladas a lipidos ubicadas
en membranas ricas en esteroles, para movilizarlas a la via de reciclaje o la vacuola, proceso
mediado por el intercambio RabF-RaG. A esto, se suma que la mutante vps9a-2 de A. thaliana
evidencia mayor sensibilidad a estrés salino que plantas silvestres, debido a la imposibilidad
para formar compartimentos acidos como autofagosomas o de acidificar la vacuola cuando
estas estructuras son marcadas con Lysotracker-Red”, probablemente debido a que enzimas
con actividad proteolitica o bombas de iones no estarian siendo dirigidas hacia algunas de
estas estructuras (Mitou et al., 2009; Gaxiola et al., 2012). La movilizacion defectuosa de
transportadores al tonoplasto estaria ademas restringiendo la expansion del volumen vacuolar,
prerrequisito fundamental para acumular mayores concentraciones de Na' (Mimura et al.,

2003; Ebine et al., 2011; Baral et al., 2015b).
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Endocitosis durante Estrés Salino

Endocitosis dependiente
de clatrinas
(Opera en todas las

Endocitosis independiente
capascelulares de la

raiz) de clatrinas
(Opera solo en la Endocitosis inducida por Sal
epidermis) (Opera en todas las capas
celulares de la raiz)
 — L 4 (] O o/
Clatrinas Dinaminas Proteina Proteina Membrana RabGTPasa VPS9
anclada a Trans- rica en ARA6

membrana  membrana esteroles

Figura 4. Tipos de endocitosis durante estrés salino en Arabidopsis thaliana. Tres tipos de
mecanismos endociticos han sido identificados durante estrés salino, aquella mediada por clatrinas
(CME), la independiente de clatrinas (CIE), y una exclusiva de plantas, inducida por el estrés salino
(SIE). La CME (linea negra) permite la internacion de proteinas transmembranas y de ancladas a
lipidos en membranas ricas PI(4,5)P2. Proteinas transmembrana y ancladas a lipidos en membranas
ricas en esteroles son endocitadas por las vias CIE y SIE (linea morada). En la via SIE, ARA6 es
activada por VPS9, regulando este tipo de trafico vesicular (figura modificada de Baral et al., 2015a).

En la via pre-vacuolar, el rol de MON1/CCZ1 en el contexto del estrés salino es
desconocido, no asi el rol de las Rab-GTPasas, que ha sido explorado. La expresion de los
genes que codifican a los miembros de las familias RabF y RabG de A. thaliana se ven
regulados positivamente por estrés, mientras que la sobreexpresion de ARA6 o RabG3e en A.
thaliana aumenta la tolerancia a estrés salino (Yin et al., 2017; Ebine et al., 2011). La
sobreexpresion de ARA6 permite que raices de A. thaliana crezcan un 20% mas en 150 mM
de NaCl. Mientras que la sobreexpresion de RabG3e, al promover la reduccion de H,O,
citoplasmatico, el incremento de la endocitosis del indicador lipofilico FM4-64 mediante un
mecanismo desconocido, y el aumento de la compartimentacion vacuolar de Na' indicado con

Sodium-Green®™, permite que el peso fresco de plantas jovenes aumente hasta un 50% bajo
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estrés severo en macetas con 250 mM de NaCl (Mazel et al., 2004). Particularmente, el
aumento significativo en la cantidad de Na® compartimentado, ha revelado, en parte, la
capacidad almacenadora que posee la vacuola, cuyo limite es desconocido. En ese sentido el
aumento del contenido de Na" vacuolar y el incremento de la tolerancia a estrés salino también
ha sido reportado con la sobreexpresion de A£SFT12, una proteina SNARE que participa en el
trafico vesicular entre el LE y la vacuola, de la misma manera con un gen que codifica para un
regulador de las stper-familia de proteinas RabGTPasas de S. chilense, SchRabGDII, y al
sobre-expresar el gen AtATGS, el cual codifica para un regulador positivo de la actividad
autofagica (Tarte et al., 2015; Luo et al., 2017; San Martin-Davison et al., 2017).

En resumen, se ha evidenciado que las proteinas con actividad GEF poseen un rol
fundamental en la regulacion de la endocitosis y el trafico vesicular, al intervenir en la
conversion del estado inactivo - activo de las familias de proteinas RabGTPasas. Este proceso
se torna atin mas relevante cuando las plantas se enfrentan a condiciones ambientales adversas,
como el estrés salino, debido a que se requiere del rapido y eficiente movimiento intracelular
de diversos elementos, como iones, proteinas, lipidos y nutrientes, entre otros. En ese
contexto, el complejo MONI1/CCZ1 posee un rol inexplorado, el cual, en base a los
antecedentes expuestos, podria estar asociado con el incremento de la endocitosis, la
confinacion de ROS en endosomas, o modulando la respuesta hormonal mediada por ABA, al
igual que la actividad autofagica, todos los cuales podrian permitir el incremento de la
capacidad de compartimentacién de Na™ vacuolar (Fan et al., 2015, Wang et al., 2020). En
vista de todo lo anterior, este trabajo de tesis pretende estudiar los efectos ejercidos por la
expresion de los genes que codifican para las proteinas del complejo MONI1/CCZ1,
especialmente sobre la capacidad de tolerancia a estrés salino de A. thaliana. Efectos que seran
analizados tanto de manera individual para cada gen, como en conjunto.

Recientemente, en nuestro laboratorio han sido identificados dos putativos genes
homologos a MONI y CCZla/b de A. thaliana en la especie de tomate silvestre Solanum
chilense, denominados SchMONI y SchCCZI, respectivamente. Evidencias previas sefialan
que, en raices de S. chilense sometidas a estrés salino, el perfil transcripcional de ambos genes
presenta una coordinada y fuerte induccion, la cual no es evidente en sus homoélogos de 4.
thaliana. Esto hace posible hipotetizar que a) SChMON1 y SchCCZ1 podrian cumplir un rol

relevante en la capacidad de tolerancia a estrés salino en S. chilense, mediante la modulacion

30



positiva del trafico pre-vacuolar, y b) que la modulacion coordinada de la expresion ambos
genes en raices de 4. thaliana podria incrementar su capacidad de tolerancia. Para responder a
estas hipdtesis, la utilizacion de un promotor especifico de raiz que dirija la expresion de
ambos genes, como el promotor del gen UDP-glicosiltransferasa (UGT, Atlg73160)
especifico de raiz, resulta razonable (Vijaybhaskar et al., 2008). No obstante, se desconoce la
actividad de este promotor frente estrés salino, por lo que su comportamiento en tal contexto
debe ser evaluado.

Por otra parte, atendiendo a la potencial funcionalidad de SchMON1 y SchCCZ1,
respecto de las actividades en el complejo GEF, las capacidades para interactuar con las
proteinas RabGTPasas y lo antecedentes previamente sefialados, en este trabajo de tesis se ha
realizado un andlisis demostrativo de la complementacion funcional de las mutantes de A.
thaliana monl-1 y cczla/b, respectivamente. Luego se ha establecido el efecto de la co-
expresion radicular de ambos genes de S. chilense sobre la morfologia, y el comportamiento
celular y molecular de A. thaliana durante condiciones de estrés salino. Para lo cual se han
analizado aspectos como la tasa endocitica, el contenido y localizacion de H,O,, la actividad
autofagica, la respuesta fisiolégica a la aplicacion de ABA exdgeno, y el contenido de Na' que
las vacuolas seran capaces de compartimentar, y se ha indagado en la relacion que tienen todos

estos procesos con los mecanismos regulados por el complejo MON1/CCZ1.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La expresion y co-expresion radicular de los genes SchMON1 y SchCCZI de Solanum
chilense en Arabidopsis thaliana incrementa su tolerancia a estrés salino al aumentar el
contenido de Na" en sus vacuolas, efecto que se ve favorecido por la modulacion de la
percepcion de ABA, el incremento de tasa endocitica, una menor produccién de H,O,, y una

mayor actividad autofagica, respecto de plantas de genotipo silvestre.

Objetivo general:

Evaluar la capacidad para incrementar la tolerancia a estrés salino de plantas de
Arabidopsis thaliana mediante la expresion y co-expresion radicular de los genes SchCCZI y
SchMON1 de Solanum chilense, asociando este aumento con mecanismos moleculares y

celulares que permitan potenciar la capacidad de la vacuola para compartimentar Na'.
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Objetivos especificos:

1.- Analizar la presencia de motivos estructurales conservados en la secuencia aminoacidica y
el comportamiento transcripcional de los genes SchMONI y SchCCZI en plantas de Solanum

chilense sometidas estrés salino.

2.- Determinar la identidad funcional de las proteinas codificadas por SchMONI y SchCCZ1
mediante complementacion de mutantes de Arabidopsis thaliana monl-1 y cczla/b,

respectivamente, y localizacion subcelular.

3.- Determinar los efectos de la expresion y co-expresion radicular de SchMONI 'y SchCCZ1
en la capacidad de tolerancia a estrés salino de plantas de Arabidopsis thaliana y su respuesta

frente a ABA.
4.- Relacionar el comportamiento de la endocitosis, el contenido y localizacion del H,O,, y la

actividad autofagica, con el contenido de Na" vacuolar en células radiculares de los genotipos

transgénicos sometidos a estrés salino.
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I1. MATERIALES Y METODOS
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I1.1 Material vegetal y condiciones de cultivo.

Plantas de A. thaliana silvestres ecotipo Columbia-0 (WT); genotipos transgénicos,
tales como pRaiz::GUS (GUS), pRaiz::SchMONI (M), pRaiz::SchCCZI (C) vy
pRaiz::SchMON1/pRaiz::SchCCZI (MC); mutantes monl-1 (SALK 075382), cczla
(SALK 048984) y czz1b (SAIL_70 D10) (Schubert et al, 2004); o aquellas con cada uno de
los siguientes marcadores subcelulares: RabG3f-mCherry (endosoma tardio, CS781670),
RabF2a-mCherry (endosoma temprano, CS781672), VTI12-mCherry (trans-Golgi,
CS781675), PIP1;4-mCherry (membrana plasmatica, CS781687), VAMP711-mCherry
(vacuola, CS781673) y SYP32-mCherry (complejo de Golgi, CS781677), fueron cultivadas y
crecidas en sustrato compuesto por vermiculita, perlita y turba (1:1:1) bajo fotoperiodo de dia
largo (16 h luz y 8 h oscuridad), temperatura entre 23 y 25 °C, irrigacion de 80 mL de agua
cada 3 dias y fertilizadas con una solucion comercial Hoagland (1/4) cada 20 dias.

Semillas de plantas de A. thaliana que fueron previamente sometidas a procedimientos
de transfeccion, fueron germinadas y crecidas in vitro en medio Murashige Skoog (MS) de
media fuerza (0,5X) hasta la edad de 3 semanas. Posteriormente, fueron traspasadas a
invernadero con el sustrato y condiciones medioambientales controladas mencionadas

anteriormente.

I1.2 Ensayos de estrés salino y ABA.

Plantas de S. chilense (Dunal) Reiche fueron utilizadas para estudiar los patrones de
expresion de los genes SchMONI y SchCCZ1, junto con el marcador de estrés SchAREBI. Las
plantas fueron crecidas en invernadero, en macetas que contenian perlita y vermiculita (1:1), a
temperatura entre 23 y 25°C, fotoperiodo de dia largo (16 h luz y 8 h oscuridad), irrigacion
400 mL H,O cada 5 dias y fertilizacién con una solucion comercial Hoagland (1/4) cada 10
dias. A la 10™ semana de crecimiento las plantas fueron sometidas a estrés salino 300 mM de
NaCl. Hojas y raices fueron colectadas a 0, 3, 6, 12, 24, 48 y 72 h después de iniciado el
estrés, congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido y almacenadas a -80 °C (San Martin-

Davison et al., 2017).
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Para el caso de A. thaliana, semillas estériles fueron establecidas en medio MS (0,5X).
Luego, la germinacion de semillas fue coordinada colocandolas a 4 °C y oscuridad, por 48 h.
Finalizado este periodo, las semillas fueron traspasadas a camara de crecimiento con
condiciones de temperatura 24 °C con fotoperiodo de dia largo. A los 5 dias de edad, las
plantulas fueron traspasadas a placas verticales con medio MS (0,5X) y 0, 50, 75 o0 100 mM de
NaCl, hasta cumplir 14 dias de edad. En forma paralela, cumplidas 24 h de estrés por sal, el
tejido aéreo y radicular de un grupo de plantulas fue colectado e inmediatamente congelado.
Los genes AtRD22 (accesion NM 122472), AtRD29 (accesion NM_124610) y AtRabl8
(accesion NM_126038) fueron utilizados como marcadores de estrés. Otro grupo de plantulas,
también de 5 dias de edad, fueron traspasadas a placas verticales con medio MS (0,5X)

conteniendo 0 y 25 uM de ABA diluido en DMSO hasta cumplir 10 dias de edad.

I1.3 Aislamiento de ARN y sintesis de cADN.

Para aislar ARN total desde S. chilense y A. thaliana, tres extracciones independientes
de ARN fueron realizadas desde muestras previamente almacenadas a -80°C. Las extracciones
fueron realizadas utilizando el Kit comercial “SV Total RNA Isolation System” (Promega,
Wisconsin, USA), siguiendo el protocolo establecido por el proveedor. La calidad e integridad
del ARN total fue verificada con electroforesis en geles de agarosa/formaldehido y relacion de
absorbancia 260/280, cuyo rango estaba entre 1,8 y 2,0. Cada muestra de ARN fue
cuantificada con el espectrofotometro NanoQuant Infinite 200 PRO (Tecan, Ménnedorf,
Suiza).

Una cantidad total de 5 pg de ARN fueron purificados mediante tratamiento con
DNAsa I del kit “RNAse free DNAse I’ (Ambion, Texas, USA). De ellos, utilizando 2 pg de
ARN purificado se sintetizo cADN en un volumen final de 20 pL, empleando el kit “Maxima
H Minus First Strand cADN Synthesis” (Thermofisher, Massachusetts, USA). Ambos
procedimientos fueron realizados siguiendo las especificaciones de los proveedores. EIl cADN

obtenido fue almacenado a -20 °C.
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I1.4 Bisqueda y analisis de secuencias.

Considerando que no se dispone del genoma secuenciado de S. chilense, para aislar los
genes SchMONI y SchCCZI1 se disefiaron partidores utilizando la secuencia genomica de los
genes homologos presentes en S. lycopersicum y disponibles en la base de datos de
SolGenomics (https://solgenomics.net/tools/blast/). Para identificarlos, se emplearon las
secuencias descritas y caracterizadas de A. thaliana: AtMONI, AtCCZla 'y AtCCZIb. Luego,
con la secuencia de los genes candidatos, partidores fueron disefiados tanto para el analisis de
expresion (con una eficiencia calculada minima del 95%), como para la amplificacioén de las

regiones codificantes (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia nucleotidica de los partidores utilizados en esta tesis.

Tamafio T° de
Gen Partidor amplicon anneling
(pb) (WY
Partidores empleados en RT-qPCR
SchMON1 Fw: 5’-CCCGGTCGTTGACAGTTCTC-3’ 117 60
Rv: 5’>-TCTCGATGGCGTCCAAAGAC-3’
SchCCZ1 Fw: 5’-GAAAAGCGGCCTTCATTGGA-3’ 101 60
Rv: 5’-ACCATTCCACGCTCCTTCAA-3’
SchAREBI Fw: 5’-CAGGTTTAATGGCTGGTAGTATCCC-3’ 144 60
Rv: 5’- GCTGTGATTGTTGGTTCTGTTGC-3’
SchUbiquitin3 Fw: 5>-GAAGAAGAAGACCTACACCAAGCC-3’ 123 60
Rv: 5’-CACTCCTTACGAAGCCTCTGAAC-3’
GUS Fw: 5>-CGCTCACACCGATACCATCA-3’ 146 61
Rv: 5’-CGGCTGATGCAGTTTCTCCT -3’
AtMON1 Fw: 5’-ATGGCGACTTCAGATTCGAGGTC-3’ 139 61
Rv: 5’-CGCTAGGTTGAGATAAATTCATTGACTC-3’
AtCCZla Fw: 5’-GCGTCCATGAGCTCTGGTGA-3’ 138 61
Rv: 5’-CACTGATAACTGCGTCGAGAAGTC-3’
AtCCZI1b Fw: 5>-GAAGAGGCCAACACGAAGGACA-3’ 173 60
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AtRabG3f

AtRabl8

AtRD22

AtRD29A4

AtCHS

AtFLS1

AtLDOX

AtTTI2

AtCATI

AtCAT3

AtSOD

AtAPX

AtNHX1

AtSOS1

Fw:
Rv:

: 5’-GGAATGTCTCTCTGCTTCAATTACC-3’

: 5’-ATGCCTTCTCGTAGAAGAACTCTCCTC-3’
: 5’-GAACTTCCTTAGTCAAGAAATCAGCC-3’

: 5-AAGAAGAACATGGCGTCTTACC-3’
: 5’-GTTCCAAAGCCTTCAGTCCC-3’

: 5’-GCGTTGGCAGCGGAAAA-3’
: 5’-GCGTTAGGATCGTCGTGG-3’

: 5’-GGACTAAGGTGTTTCCTGTCG-3’
: 5>-TCCGATGTAAACGTCGTCC-3’

: 5’-CTTGCCTTCTATCTGCCTACCTAC-3’
: 5>-TCCAGCACATATCACATATCACATC-3’

: 5-CAAGGATTACAGTTACCGCAAGC-3’
: 5’-CCACAACCACAAATTATTCTTCTCG-3’

:5-ACTTCTTTCATCTTGCGTATCCTG-3”
: 5-TCGTTGCTTCTATGTAATCACTTGG-3”

: 5-TCGGCAACTGAGAATCAAGAGATG-3’
: 5-GCAGAAGAGAACTAAGTAGGTCGTC-3’

: 5-AGGAGCCAATCACAGCC-3’
: 5>-TCAAGACCAAGCGACCA-3’

: 5>-TCACAGCCACGCCACTAA-3
: 5-AGAACCAAGCGACCAACC-3

: 5’-AGATGAGTGCTGAGGGTGCT-3’
: 5’-GGATCCTGATTGGCAGTTGT-3’

: 5-TCCTCCCACAACAACAACAA-3’
: 5-GAGGAGGAAGCGGAGAGAGT-3’

: 5’-CTACCTATTACCGCACCAGAACG-3’
: 5’-CTCAATGAACGAGTCTTGGTCC-3’

5’-ATGATGGGACGGCGATTGT-3’
5’-TGCCAAACGCCAGACCAAT-3

151

253

210

124

132

83

84

194

194

183

106

123

103

135

61

60

60

60

60

60

60

60

59

59

59

59

60

60
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Partidores empleados para amplificar ORF
SchMON1 Fw: 5’-ATGCCTTCCGATGCTGACTTATC-3’
Rv: 5°-TCACCATGAAAAAGGACTGGCT-3’

SchCCZ1 Fw: 5-ATGGGAATTTCGGCTGCAAG-3’
Rv: 5>-TTACAAAGAAAAAACGCCACTGC-3’

Partidores para localizacién subcelular

GFP-SchMON1 Fw: 5>-TCTAGAAATGCCTTCCGATGCTGAC-3’
Rv: 5’-GGATCCTCACCATGAAAAAGGACTG-3’

GFP-SchCCZI Fw: 5’-TCTAGAAATGGGAATTTCGGCTGCA-3’
Rv: 5°-GGATCCTTACAAAGAAAAAACGCCA-3’
Partidores para expresion estable en plantas
358::SchMON1 Fw: 5-AGATCTCGGTCGTTGACAGTT-3’
Rv: 5’>-GGTCACCCGAAACATGGAGAGAATCA-3’

358::SchCCZ1 Fw: 5°- TCTAGAAATGGGAATTTCGGCTGCA-3’
Rv: 5°- GGATCCTTACAAAGAAAAAACGCCA-3’

pRaiz::SchMON1 Fw: 5’-AGATCTCGGTCGTTGACAGTT-3’
Rv: 5°-GGTCACCCGAAACATGGAGAGAATCA-3’

pRaiz::SchCCZ1 Fw: 5’-AGATCTATGGGAATTTCGGCTG-3’
Rv: 5’-CCTCAGGGGCTACCCAGTTCTATTA-3’

pRaiz::GUS Fw: 5’-AAGCTTGATCCGTGGTTCATGAACATTGA-3’
Rv: 5°-GGATCCGGTTTATTTGATTTTTGTGAATTG-3’

Partidores para genotipado de mutantes

gtf monl Fw: 5°- CGGTTTGCCTGAGTTACTCAG -3’
Rv: - AAAAGCCCAACAATATGGGTC -3°

gtf cczla Fw: 5’-ATACATTGGCAGGTTGTGGAG-3’
Rv: 5’-AATGGCATTTGTAGGCATCAG-3’

gtf cczlb Fw: 5>-TTCAGGTGGTACATTGCCTTC-3’
Rv: 5’>-AAACCGTCAAGGGTCAAGTTC-3’

LBb1.3 Fw: 5°- ATTTTGCCGATTTCGGAAC-3’

1854

1572

1858

1575

1904

1546

1904

1589

418

779

1137

859

60

59

60

59

60

60

59

59

58

55

58

58
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Utilizando la secuencia aminoacidica deducida de los genes SchMONI y SchCCZI se
realizé la busqueda de secuencias con alto porcentaje de identidad en N. tabacum y Vitis
vinifera utilizando la herramienta BLASTp de NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
Con estas secuencias, incluyendo las de A. thaliana y S. lycopersicum, se realizaron
alineamientos multiples con la herramienta ClustalO, especificamente para identificar los
aminodcidos conservados asociados con la plataforma de union MON1/CCZ1, y la actividad
GEF (Cabrera et al., 2014). La estructura secundaria de SchMONI y de SchCCZ1 fue
obtenida utilizando el PDB 5LDD (Kiontke et al., 2017), y la diagramacion final de los
alineamientos  multiples  fue  realizada con la  herramienta  ESPript 3

(http://espript.ibep.fr/ESPript/ESPript/).

I1.5 Analisis de la expresion génica.

Los niveles de expresion de genes de interés fueron determinados mediante PCR
cuantitativo de transcripcion reversa (RT-qPCR). Todas las reacciones fueron realizadas con el
kit “Brilliant SYBR Green Master Mix” de acuerdo con las instrucciones del proveedor
(Stratagene, California, USA). Cada analisis fue realizado con tres réplicas bioldgicas, y cada
una de ellas con tres réplicas técnicas, en un volumen final de 20 pL, que contenia: 10 puL. de
Master MIX, 0,5 puL de cada partidor (250 nM), 1 pL de cADN (25 ng totales) y agua libre de
nucleasas. Las condiciones de los ciclos de RT-qPCR fueron los siguientes: 95 °C por 10 min,
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s, temperatura de “melting” de acuerdo con las
especificaciones de cada partidor por 20 s, y 72 °C por 20 s. La curva de “melting” fue
analizada para verificar la especificidad de los partidores. El método 2 **" fue aplicado para
calcular la tasa de cambio de los niveles de transcritos de los genes (Livak & Schmittgen,
2001).

Los niveles de transcritos de los genes de S. chilense fueron normalizados respecto de
los niveles de expresion del gen de referencia Ubiquitin3 (accesion X58253, Yafiez et al.,
2009). Mientras que, para el andlisis de los niveles de transcritos de A. thaliana, la
normalizacion de los valores de expresion fue realizada con el gen AtGAPDH (Atlgl13440,

Omidbakhshfard et al., 2012). Todos los partidores fueron manualmente disefiados y
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verificados utilizando la herramienta web Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Adicionalmente, todos los productos de RT-qPCR fueron secuenciados para corroborar
la especificidad de los partidores y la identidad de cada amplicon. Todos los célculos fueron
analizados usando test de ANOVA de una via seguido por un test de comparaciones multiples
HSD de Tukey (p < 0.05), y junto con ello se establecio el valor relativo de 1 en las graficas
para todas condiciones de crecimiento normal (R Development Team, 2013).

Para evaluar el efecto del estrés salino o de la aplicacion de ABA sobre los genes que
codifican proteinas asociadas con el mecanismo de activacion del trafico vesicular pre-
vacuolar, se analizaron los niveles de transcritos de los genes AtMON1 (At2g28390), AtCCZla
(At1g16020), AtCCZ1b (At1g80910) y AtRabG3f (At3g18820). Para el caso de los genes de
respuesta asociados al estrés oxidativo en A. thaliana, fueron evaluados aquellos asociados al
mecanismo enzimatico reductor de ROS: superoxido dismutasa (AtSODI, At3g10920),
ascorbato peroxidasa S (AtAPXS, At4g08390), catalasa 1 (AtCATI, At1g20630) y catalasa 3
(4tCAT3, Atl1g20620), y el no-enzimatico asociado a flavonoides, chalcona sintasa (AtCHS,
At5g13930), flavonol sintasa (AtFLS, At5g08640), leucocianidin dioxigenasa (AtLDOX,
At4g22880) y un transportador de flavonoides del tipo MATE en tonoplasto (AtTTI2,
At3g59030). Por otra parte, la respuesta de genes relacionados con los mecanismos de
exclusion de Na' o su acumulacion vacuolar, asociados a los genes AtSOSI (Accesion

NM 126259) y AtNHX1 (AT5G27150), respectivamente, también fueron evaluados.

I1.6 Reacciones de la Polimerasa en Cadena (PCR).

Las secuencias codificantes de los genes SchMONI y SchCCZ1 fueron amplificadas
mediante PCR utilizando partidores especificos (Tabla S1). Para ello se utilizo la enzima ADN
polimerasa de alta fidelidad Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, california, USA).
Cada reaccion de PCR fue realizada en un volumen final de 25 pL siguiendo las indicaciones
del proveedor. El perfil térmico del PCR fue: 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95 °C por 45 s, 55 —
60°C por 60 s (Tabla 1), 72°C por 60 s y una extension final de 7 min a 72 °C. Los productos
de PCR fueron separados mediante migracion con electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v

en Buffer TAE 1X, lo cual permiti6 rescatar ADN de interés para su posterior purificacion y
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ligacion a vector de clonamiento. La purificacién del ADN fue realizada con el sistema EZNA
Gel Extraction (Omega Bio-Tek, Georgia, USA), y la ligacion de los fragmentos fue realizada
sobre el vector pGEM-T siguiendo el protocolo del proveedor (Promega, Wisconsi, USA). A
continuacion, los productos de ligacion fueron introducidos a células de Escherichia coli
DH50 mediante transformacion quimica, las que fueron crecidas en medio de seleccion en
base a coloracion (0,15 mM de IPTG, 30 pg/ml de X-Gal) y resistencia a ampicilina (100
png/mL). Aquellas bacterias de colonias blancas fueron seleccionadas, y desde ellas el ADN
plasmidial fue purificado utilizando el kit EZNA Plasmid Mini siguiendo las indicaciones del
proveedor (Omega Bio-Tek, Georgia, USA). La secuencia de los plasmidos recombinantes
aislados fue determinada mediante secuenciacion (MACROGEN, http//www.macrogen.com).
Luego, para el andlisis de secuencias se utilizé el programa BioEdit, alineado las secuencias
obtenidas con otras disponibles en bases de datos, para asi establecer posibles cambios en el
marco de lectura o mutaciones ocurridas durante la reaccion de PCR. Aquellos clones que
tenian plasmidos con las secuencias correctas fueron utilizados para los siguientes

procedimientos.

I1.7 Generacion de construcciones genéticas.

Para generar una construccion que permita expresar genes de manera especifica en
raices de A. thaliana, se utiliz6 una seccién de 415 pb del promotor de UGT (At1g73160)
denominada para esta tesis pRaiz (Vijaybhaskar et al., 2008). La secuencia fue amplificada
desde ADN obtenido de A. thaliana utilizando partidores especificos que contenian sitios de
restriccion para las enzimas BamHI y Bgl/ll (Tabla 1). Esto permiti6 liberar el inserto desde el
vector pGEM-T, y reemplazar el promotor CaM[V 35S presente en el vector binario
pCAMBIA1303, dejando de esta manera al gen de la B-glucuronidasa (GUS) bajo el control
de pRaiz. Esta construccion fue denominada pRaiz.::GUS.

Para generar construcciones con los genes de estudio comandados por pRaiz, la region
codificante de SchMONI y SchCCZ1 fue amplificada desde cADN obtenido de raices de S.
chilense (Tabla 1). Luego de secuenciados, ambos genes fueron liberados desde el vector

pGEM-T mediante digestion enzimatica especifica e insertados en orientacion de los sitios de
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restriccion Bg/Il y BstEIl en el vector binario pPCAMBIA1303 que contenia previamente la
construccion pRaiz::GUS. De esta manera, GUS fue reemplazado por cada gen, en vectores
distintos, obteniéndose las construcciones denominadas pRaiz::SchMONI y pRaiz::SchCCZ]I.

Para los experimentos de complementacion fenotipica de plantas mutantes de A.
thaliana, el CDS de SchMONI1 y SchCCZI fue amplificado utilizando partidores especificos
que incluian los sitios de restriccion Xbal y Sacl para el vector binario pBI121 (Tabla 1),
permitiendo reemplazar la region GUS por los genes de interés, y dejarlos bajo el control del
promotor constitutivo CaMV 35S. Las construcciones finales fueron denominadas
358::SchMONI1 'y 35S::SchCCZ1.

Para los experimentos de expresion transitoria de plantas de 4. thaliana, asociados con
la evaluacion de la localizacion subcelular de las proteinas SChMONI1 y SchCCZ1, el cADN
de ambos genes fue amplificado utilizando partidores directos y reversos que incluian sitios de
restriccion Xbal y BamHI, respectivamente (Tabla 1). Estos permitieron su liberacion desde el
vector pGEM-T, e insercion en el vector binario pAMI1. El vector pAMI usado para la
expresion transitoria deriva de los vectores pGreen0029 y pA7-GFP (Katrin Czempinski,
Universidad de Potsdam, Alemania), conteniendo una version mejorada del promotor CaMV
35S. Las construcciones finales daban origen a las proteinas de fusion: GFP-SchMONI1 y

GFP-SchCCZI (Cui et al., 2014).

I1.8 Obtencion de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana.

Los plasmidos conteniendo las construcciones pRaiz::GUS, pRaiz::SchMONI,
pRaiz::SchCCZI, 35S5::SchMONI 'y 358::SchCCZI fueron introducidas mediante
transformacion quimica en cepas de Agrobacterium tumefaciens GV3101 pmp 90 (Koncz &
Schell, 1986). Estas bacterias fueron crecidas y seleccionadas en medio YM sélido (0,04% p/v
de extracto de levadura, 1% p/v manitol, 1,7 mM NaCl, 0,8 mM MgSO4-7H,0, 2,2 mM
K,HPO4 y 1,5% p/v de agar) con los siguientes antibidticos: 100 mg/L rifampicina, 25 mg/L
gentamicina y 50 mg/L kanamicina. Luego de 48 h de incubacion a 28 °C, las colonias
crecidas fueron analizadas por PCR.

Las bacterias recombinantes fueron utilizadas para transformar 4. thaliana por medio

de infeccion de yemas florales (“floral-dip™) siguiendo el protocolo descrito por Clough &
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Bent (1998) con algunas modificaciones (Logemann et al., 2006). A partir de una colonia
unica se crecid un pre-inéculo en 5 ml de medio YEB liquido (0,1% p/v de extracto de
levadura, 0,5% p/v de extracto de carne, 0,5% p/v de peptona, 0,5% p/v de sacarosa y 0,05%
p/v de MgSO4-7H,O, pH 7.0) con los antibidticos de seleccion durante 24 horas a 28°C.
Posteriormente, éste cultivo fue utilizado para inocular 500 ml de medio YEB liquido hasta
alcanzar una ODggo de 1. Las células fueron centrifugadas a 4000 rpm por 5 min, luego de lo
cual el sedimento bacteriano fue mezclado en igual volumen de medio de infiltracion (5% p/v
de sacarosa, 2,2 g/ de MS y 0,02% v/v de Silwet L77). La transformacion de flores de A.
thaliana consistié en sumergir durante 3-5 s inflorescencias en estado de pre-antesis.

Las transformaciones fueron las siguientes: plantas WT con la construccion
pRaiz::GUS, plantas WT con la construccion pRaiz::SchMONI (alias genotipo M), plantas
WT con pRaiz::SchCCZI (alias genotipo C), la linea mutante moni-1 con 355::SchMONI y la
linea mutante cczla con 35S5::SchCCZI. Las semillas obtenidas desde las plantas
transformadas fueron desinfectadas con una solucidon de etanol al 80% por 1 min, luego con
hipoclorito de sodio al 2,5% p/v por 45 s y finalmente lavadas 5 veces con agua estéril en
camara de flujo laminar. Se sembraron en medio MS (0,5X) conteniendo 50 mg/L. de
kanamicina para seleccionar aquellas semillas que contenian las construcciones en pBI121, o
15 mg/L de higromicina para aquellas con las construcciones en pCAMBIA1303.
Adicionalmente, fueron agregados 250 mg/L de cefotaxima para eliminar el Agrobacterium.
Las plantas seleccionadas posteriormente fueron establecidas ex-vitro y analizadas por PCR
para detectar la insercion del transgen, asi como los niveles de transcritos mediante RT-qPCR
(Tabla 1). Las semillas generadas por estas plantas fueron sembradas nuevamente en medio de
seleccion con los mismos antibidticos, ciclo que se continué hasta obtener una segunda
generacion, las cuales fueron usadas en esta tesis para su evaluacion molecular y fenotipica.

Para obtener plantas Col-0 doble transgénicas con ambas construcciones
(pRaiz::SchMON1/pRaiz::SchCCZI — alias genotipo MC), flores de plantas M fueron
emasculadas y cruzadas utilizando polen de plantas C. Las semillas fueron colectadas y
sembradas en medio MS (0,5X) conteniendo 15 mg/L. de higromicina y 250 mg/L de
cefotaxima. Estas plantas posteriormente fueron establecidas ex-vitro y analizadas por PCR

para detectar la insercion de cada transgen.
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Para el caso de plantas mutantes complementadas, para obtener plantas cczla/b
complementadas con 35S::SchCCZI, flores de lineas mutantes ccz/a complementadas con
358::8chCCZI1 fueron emasculadas y cruzadas utilizando polen de plantas mutante ccz/b. Las
semillas fueron sembradas en tierra, crecidas y posteriormente analizadas por PCR para
detectar la presencia de los T-DNA, mientras que la presencia del transgen fue determinada
mediante el uso de partidores especificos (Tabla 1). Por autopolinizacion, las semillas
producidas de estas plantas volvieron a ser sembradas y crecidas, y posteriormente
seleccionadas aquellas que poseian en estado de homocigoto el T-DNA.

Para obtener plantas monl-1 complementadas con 35S::SchMONI, plantas mutantes
transformadas fueron germinadas en medio MS (0,5X) conteniendo 50 mg/L de kanamicina.
Aquellas que evidenciaban desarrollo normal fueron traspasadas a ex-vitro. Mediante PCR, se
identifico en estas plantas la presencia del T-DNA en estado homocigoto
(http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html) y del transgen, y sus semillas fueron utilizadas en

andlisis posteriores.

I1.9 Localizacion subcelular de SchMON1 y SchCCZ1.

Para establecer la localizacion subcelular de las proteinas codificadas por los genes
SchMONI1 y SchCCZI en células radiculares de A. thaliana, se utilizd microscopia confocal
para visualizar a la proteina fluorescente verde (GFP) fusionada a cada una. Para ello, ambos
genes fueron clonados de manera independiente en el plasmido pAM1, segun lo descrito en la
seccion II.7, generdndose las siguientes proteinas de fusion: GFP-SchMONI y GFP-
SchCCZ1. Se utilizé como control negativo la localizacion subcelular de GFP sin fusionar.

Para incrementar la precision de este analisis, fueron empleadas plantulas que sobre-
expresan de manera constitutiva los siguientes marcadores subcelulares: RabG3f-mCherry,
RabF2a-mCherry, VTI12-mCherry, PIP1;4-mCherry, VAMP711-mCherry o SYP32-mCherry.
Cada una de ellas fue transformada utilizando el método modificado de transformacion
transitoria denominado AGROBEST (Wu et al., 2014). Este método consisti6 en tomar una
alicuota de A4. tumefaciens GV3101, conteniendo la construccion de interés (GFP-SchMONI o
GFP-SchCCZI), y ubicarla en un medio de crecimiento 523 sélido (caseina hidrolizada 8 g/L,
MgO.S 0,0358 g/L, KH,PO,4 2 g/L, sacarosa 10 g/L, extracto de levadura 4 g/L, agar 8 g/L,
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pH 6.9) con los antibiodticos respectivos por dos dias a 28°C. Las colonias crecidas fueron
utilizadas para inocular 5 mL de medio liquido 523 con los antibidticos apropiados, y puestas
a crecer por 24 horas en agitacion a 220 rpm a 28°C. Luego, las bacterias fueron centrifugadas
y suspendidas en 5 mL de medio AB-MES (K,;HPO,4 2,99 g/L, NaH,PO4 0,99 g/L, NH4Cl 1
g/L, KCI1 1,5 g/L, MgS04 1,5g/L, CaCl, 0,14 g/L, FeSO4 0,28 g/L, glucosa 2 g/L, MES 10,66
g/L, pH 5.5), con acetosiringona 200 uM, durante 16 h a 22 rpm y 28 °C. Para el proceso de
co-cultivacion y trasformacion transitoria, plantulas de 4 dias, previamente germinadas y
crecidas en medio s6lido MS (0,5X, 0,5% sacarosa), fueron sumergidas en medio ABM-MS
liquido (AB-MES 0,5X, MS 0,25X y acetosiringona 200 uM) conteniendo las bacterias con
una ODygy inicial de 0,02. Luego de tres dias, cada plantula fue transferida a medio MS (0,5X)
liquido fresco conteniendo timentina 100 pM para un proceso de desinfeccion de dos dias.
Para la visualizacion microscopica, GFP y mCherry fueron excitados con laseres a 488-y 561-

nm, respectivamente, en células corticales de la zona de transicion y elongacion de la raiz.

I1.10 Tincion GUS de plantas de Arabidopsis thaliana.

Para evaluar el comportamiento del promotor pRaiz en condiciones de estrés salino y
ABA, la actividad GUS fue analizada en plantulas de A. thaliana pRaiz::GUS. Previamente,
estas plantulas fueron germinadas en medio sélido MS (0,5X) y crecidas en medio sélido por 5
dias y transferidas a medio MS liquido (0,5X) con 0, 75 mM de NaCl o 25 uM de ABA
(disuelto en DMSO) durante 24 h. Para establecer la actividad GUS, cada una de ellas fueron
sumergidas en una solucion que contenia 100 mM de fosfato de sodio pH 7.0, 10 mM de
EDTA pH 8.0, 0,1% Tritéon X-100, 0,5 mM beta-mercaptoetanol y 1 mg/ml de X-Gluc, por 4 h
a 37 °C, luego tratadas durante 15 min con una solucién de fijacion que contenia: 7:7:2:4 de
etanol absoluto:agua destilada:acido acético glacial:formalina 37%, y posteriormente
traspasadas a una solucion 3:1 de metanol:acetona, cuyo objetivo era remover la clorofila y
otros pigmentos que pudiesen impedir la formacion del compuesto cromogénico azul producto
de la actividad de la proteina GUS sobre el compuesto X-Gluc. Esta solucion se reemplazd

hasta la aparicion de coloracion azul.
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I1.11 Estimacion de parametros morfométricos.

Para establecer la tasa de crecimiento de las raices se utilizaron plantas de A. thaliana
sometidas a estrés salino y ABA como fue indicado en la seccion I1.2. En ambos casos, a cada
planta se le midid el largo inicial, y después de 10 o 14 dias, segun corresponda, se midio el
largo final. Todos los datos fueron obtenidos de 3 experimentos independientes con nueve
plantulas cada uno, y los calculos fueron realizados utilizando el método de Baral et al
(2015a).

Para determinar el peso fresco de las plantas, fue estimado el peso del material vivo y
verde. Luego de la aplicacion del estrés salino in-vitro, 9 plantas de 14 dias de edad para cada

genotipo fueron seleccionadas desde tres ensayos independientes (Huang et al., 2019).

11.12 Estimacion de la internacion de FM4-64.

Plantulas de A. thaliana de 5 dias de edad fueron tefiidas durante 15 min con FM4-64 5
UM (Thermo Fisher Scientifics, Massachusetts, USA) en un 1 mL de medio liquido MS (0,5X)
con o sin NaCl 75 mM a 4°C. La visualizacién de las membranas y la internaciéon del FM4-64
(excitacion/emision maxima 515/640-734 nm) en las células radiculares fue realizada en una
cinética temporal que consideraba los tiempos 5, 15 y 30 min a temperatura ambiente.

Para la cuantificacion de la internacion de FM4-64, medida como la relacion entre el
promedio de la intensidad de los pixeles del lado intracelular de una célula y el promedio de la
intensidad de los pixeles la membrana plasmatica de la misma célula, se utiliz6 el programa
Imagel] (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Los promedios obtenidos de cada célula fueron
considerados como un dato, y luego estos fueron promediados siguiendo la formula descrita

por Baral et al. (2015a).

I1.13 Tratamiento de Brefeldin-A en plantas de Arabidopsis thaliana SchMONI.

Para verificar que los cuerpos endosomales presentes en las células radiculares de las

plantulas de A. thaliana pRaiz::SchMONI correspondian a endosomas tardios, plantulas de 5
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dias de edad, previamente tefiidas con FM4-64 segun lo descrito en la seccion I1.10, fueron
traspasadas e incubadas en Brefeldin-A (BFA, Sigma-Aldrich, Misuri, USA) 50 uM por 30

min a temperatura ambiente en medio MS liquido (0,5X).

I1.14 Cuantificacion y localizacion del H,O; y autofagosomas.

Para cuantificar el contenido de H,O, y establecer su localizacion subcelular en células
radiculares durante estrés salino, plantulas de 4. thaliana de 5 dias de edad fueron incubadas
por 5 min con H,DCFDA 10 uM (excitacion 492 nm, emision 517 nm, Thermo Fisher
Scientifics, Massachusetts, USA) luego de 1 h de estrés salino a 0 o 75 mM de NaCl, o co-
incubadas junto a FM4-64 durante 5 min luego de 48 h de estrés salino con 0 o 75 mM de
NaCl. Por otra parte, para determinar la actividad autofagica se evalud la presencia de
compartimentos acidos en raices plantulas de A. thaliana de 5 dias de edad, incubadas con
Lysotracker-green 2 pM (excitacion 504 nm, emision 511 nm, Thermo Fisher Scientifics,
Massachusetts, USA) en medio MS liquido (0,5X) con 0 o 75 mM de NaCl por un periodo de
1 h.

I1.15 Deteccién del Na* vacuolar.

Para detectar la presencia de Na' vacuolar en células radiculares, plantulas de 5 dias de
edad fueron incubadas por un periodo de 24 h en medio MS liquido (0,5X) con 0 0 75 mM de
NaCl, y luego transferidas a otro medio similar que incluia el indicador Sodium-green 5 uM
(exitacion 507 nm y emision 532 nm, Thermo Fisher Scientifics, Massachusetts, USA), y

Pluronic F-127 20% p/v (Thermo Fisher Scientifics, Massachusetts, USA) por 1h.

I1.16 Microscopia y estadistica.

Para la deteccion de todas las proteinas fluorescentes, indicadores o marcadores
subcelulares, se visualizaron células de la region de transicion o elongacion de las raices de
plantulas de A. thaliana, utilizando un microscopio confocal Zeiss LSM 700 con objetivo de

inmersion 40X (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), y zoom digital seglin corresponda.
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Para la cuantificacion de los indicadores y marcadores se estimo la intensidad de cada
pixel o pixeles utilizando el programa ImagelJ (https://imagej.nih.gov/ij/). Para la estadistica,
los experimentos en cada genotipo fueron repetidos 3 veces, y en cada uno de ellos se
evaluaron aproximadamente 5-7 plantulas o entre 30 a 50 células. La significancia estadistica
fue establecida mediante ANOVA de una via seguido por un test de comparaciones multiples

HSD de Tukey (p < 0.05).
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I11. RESULTADOS
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II1.1 Analisis de secuencia de SchMON1 y SchCCZ1.

Usando el proteoma de S. lycopersicum, disponible en la base de datos de Sol-
Genomics, se identificd una unica proteina con alta homologia a AtMONI1 de 4. thaliana,
denominada SIMONI1 (Solyc03g115810). De la misma manera, se identific6 un Unico
homoélogo a AtCCZla y AtCCZIlb (AtCCZla/b), denominado SICCZI1 (Solyc02g062110).
Con la secuencia de cada gen, partidores especificos fueron disenados para amplificar y clonar
la region codificante de los homdlogos presentes en la especie de tomate silvestre S. chilense.
El CDS secuenciado de SchMONI tiene un largo de 1860 pb, codificando una proteina
predicha de 620 aminoacidos, mientras que el CDS de SchCCZ1 posee 1533 pb y codifica una
proteina de 510 aminoacidos.

A partir del alineamiento multiple de secuencia (Figura 5), dos caracteristicas
esenciales fueron abordadas con relacidon a ambas proteinas: 1) los aminodcidos presentes en la
plataforma de unién del complejo MON1/CCZ1, y ii) los aminoacidos asociados con la
actividad GEF en cada una de ellas. Respecto de la primera caracteristica, mediante el
alineamiento multiple entre SchMON1 y sus homologas presentes en A. thaliana, S.
lycopersicum, N. tabacum y V. vinifera (Figura 5A), se evidenci6é que su plataforma estaria
constituida por los aminodcidos F217, N220 y el motivo “NLVRAG” presente en la sdbana
beta 2. Junto con lo anterior se observo que, entre las diferentes especies analizadas, tres de los
ocho residuos que conforman la plataforma de union presentaban sustituciones del tipo
N228Q, V2291, R231K, cuyas caracteristicas fisicoquimicas son analogas y sus tamafos
relativamente similares. También, se evidenci6 que entre la secuencia de la plataforma de
union de SchMONI1 y su homo6logo AtMONI1 hay una sustitucion del tipo R231K. Por otra
parte, en relacion con los residuos asociados con la actividad GEF, se observo que la
secuencia aminoacidica en todas las especies analizadas se mantiene totalmente conservada, y
estd constituida por G191, K192, T210 e 1214.

Respecto del andlisis de la secuencia proteica de SchCCZ1, se evidencid la
conservacion de todos los residuos asociados con ambas actividades analizadas anteriormente
(Figura 5B). En el primer caso, los aminoédcidos que constituirian la plataforma de unién a

MONI son S48, L52, F59, ubicados en la alfa-hélice 1, y el motivo “CEVIEAE” presente la
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sdbana beta 2. Mientras que los aminoacidos asociados con actividad GEF corresponderian a

G51y G55.
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Figura 5. Alineamiento multiple de la secuencia aminoacidica deducida de SchMON1, SchCCZ1
y sus proteinas homologas. Los residuos con 100% de identidad son destacados con fondo negro.
Alineamiento multiple con secuencias homoélogas a SChMON1 (A) y SchCCZ1 (B). La estructura
secundaria de SchMONI1, como de SchCCZI1, fue obtenida del PDB 5LDD. Los residuos que
conforman la plataforma de uniéon a MON1/CCZ1 estan destacadas en rojo y aquellos que estan
asociados a la actividad GEF estdn destacados en verde. Codigo GenPept de secuencias alineadas: A.-
SIMON1 (NP 001333813), AtMON1 (NP_029426), VviMONI (XP_002285170), NtMONI1
(XP_016438498); B.- SICCZ1 (XP_004233560), AtCCZla (NP_563989), AtCCZ1b (NP _849674),
VviCCZ1 (XP_002285170) y NtCCZ1 (XP_016497747).
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1.2 En Solanum chilense, la transcripcion de SchMONI y SchCCZI es regulada

temporal y espacialmente por estrés salino.

Con el proposito de comprender el efecto que ejerce el estrés salino sobre el
mecanismo de activacion del trafico vesicular pre-vacuolar en S. chilense, fue evaluado el
patron de expresion espacio-temporal de SchMONI y SchCCZI mediante RT-qPCR. Los
niveles de transcritos fueron cuantificados en hojas y raices en una dindmica que incluyo
tiempos tempranos (0, 3, 6 y 12 h) y tiempos tardios (24, 48 y 72 h) de estrés salino 300 mM
de NaCl, utilizdndose como marcador de estrés el patrén de expresion de SchAREBI (Figura
S1).

Los resultados evidenciaron que la expresion de SchMON1 'y SchCCZI fue modulada
tanto temporal como espacialmente durante el estrés salino respecto del tiempo inicial (Figura
6). En ese sentido, tanto en hojas como en raices la regulacion de ambos genes fue positiva y
coordinada, evidenciandose una maxima induccidn a tiempos tempranos, incrementada hasta 3
veces entre las 3 y 6 h luego de iniciado el estrés. Interesantemente, en ambos 6rganos la
expresion de ambos genes se ve reducida luego de las 6 h, para alcanzar entre las 24 y 48 h
niveles similares a las presentes al inicio el estrés salino. Estos antecedentes son claves para
sugerir el rol de SChMONI1 y SchCCZI en la activacion del trafico vesicular como posible

mecanismo protector temprano frente al estrés salino en S. chilense.

1SchMON1 OHojas 1Schcczi OHojas

Expresion relativa
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0 3 6 12 24 48 72 0 3 6 12 24 48 72
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Figura 6. Evaluacién de la expresion relativa de SchMONI1 y SchCCZ]I en S. chilense sometida a
estrés salino. Nivel de expresion relativa de SchMON1 (A) y SchCCZI (B) fue obtenida mediante RT-
qPCR a partir de cADN sintetizado desde ARN extraido de hojas (barras blancas) y raices (barras
negras) colectadas a los tiempos 0, 3, 6, 12, 24, 48 y 72 h de iniciado el ensayo de estrés salino 300
mM de NaCl. Tres réplicas técnicas y tres réplicas bioldgicas fueron analizadas en cada tiempo y
6rgano. Los niveles de transcritos son relativos al tiempo 0 h en ambos casos. Letras distintas sobre las
barras indican diferencias estadisticamente significativas determinadas mediante ANOVA de una via
seguido por un test de comparaciones multiples HSD de Tukey (p < 0.05).
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IT1.3 Los genes SchCCZ1 y SchMONI restauran el fenotipo de la mutante cczla/by

monl-1 de Arabidopsis thaliana, respectivamente.

Para demostrar que las proteinas SChMON1 y SchCCZ1 de S. chilense presentan un
comportamiento funcional similar al de sus homologos AtMON1 y AtCCZ1a/b de A. thaliana,
respectivamente, ensayos de complementacion génica de las mutantes de A. thaliana monl-1'y
cczla/b fueron realizados. De acuerdo con lo observado en la Figura 7, la mutante monl-1
exhibe un fenotipo de desarrollo defectuoso severo tanto a nivel de raiz como tejido aéreo, el
cual, se deberia en parte a una reducida tasa endocitica e incapacidad de formar vesiculas entre
el LE y la vacuola (Ebine et al., 2014). La complementacién constitutiva de monl-1 con
358::SchMONI fue capaz de restablecer el desarrollo normal de la raiz y el tejido aéreo de la
mutante (Figura 7A), y recuperar la capacidad de internacion del indicador FM4-64 a niveles
equivalentes al de WT (Figura 7B). Lo anterior sugiere que la actividad GEF del complejo
MON1/CCZ1 es conservada entre ambas especies, y que, por lo tanto, SChAMONI seria capaz
de interaccionar con AtCCZla/b, promoviendo la endocitosis y el trafico vesicular en A.

thaliana.
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Figura 7. Efecto de la complementacién de la mutante monl-1 de A. thaliana con el gen
SchMONI. A. Fenotipos de plantulas de 5 dias de edad de WT, mutante monl-/ y mutante monl-1
complementada con 35S::SchMONI. Barra blanca = 0,5 cm B. Visualizacién y cuantificacion de la
tasa de internacion relativa del indicador FM4-64 (en rojo) en células radiculares de los genotipos antes
mencionados. 10 imagenes de 5 plantulas fueron analizadas para cada genotipo.

54



De manera equivalente, se evalud la capacidad de 35S5::SchCCZI para restituir el
fenotipo de desarrollo defectuoso de la mutante ccz/a/b de A. thaliana. En este caso, como se
observa en la Figura 8, el fenotipo de la mutante presenta un desarrollo defectuoso donde las
plantulas son evidentemente mas pequefias que la WT (Figura 8A), lo cual puede ser asociado
a la reduccion de la tasa endocitica (Figura 8B). En este contexto, la expresion constitutiva de
SchCCZ]I sobre el genotipo de la mutante ccz/a/b seria suficiente para recuperar su fenotipo y
restablecer la tasa endocitica de células radiculares, indicando que la funciéon de SchCCZ1
seria conservada. Adicionalmente, este resultado sugiere que SchCCZI seria capaz de
conformar el complejo GEF con AtMONI1 y, de esta manera, activar el trafico vesicular

mediado por RabGTPasas en A. thaliana.
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Figura 8. Efecto de la complementaciéon de l1a mutante cczla/b de A. thaliana con el gen SchCCZ1.
A. Fenotipos de plantulas de 5 dias de edad de WT, mutante cczla/b y mutante cczla/b
complementada con 35S::SchCCZI. Barra blanca = 0,5 cm B. Visualizacion y cuantificacion de la tasa
de internacidén relativa del indicador FM4-64 (en rojo) en células radiculares de los genotipos antes
mencionados. 10 imagenes de 5 plantulas fueron analizadas para cada genotipo.
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I1I.4 SchMON1 y SchCCZ1 se localizan en parte de la via endocitica y de trafico pre-

vacuolar en células radiculares de Arabidopsis thaliana.

Considerando las evidencias asociadas con la localizacion subcelular y funcidon de
AtMONI1 y AtCCZla/b de A. thaliana establecidas en endosomas tempranos y tardios de la
via de trafico pre-vacuolar (Cui et al., 2014), y las diferencias que SchMON1 y SchCCZ1
tendrian a nivel de secuencias aminoacidica respecto de sus homdlogas, se decidi6 investigar y
precisar la localizacion subcelular de estas Ultimas proteinas. Mediante la utilizacion de
técnicas de microscopia confocal fueron co-localizados GFP-SchMONT1 y GFP-SchCCZ1 con
distintos marcadores subcelulares en células radiculares de A. thaliana. Cada uno de estos
marcadores se encontraba asociado a un organelo y compartimento subcelular en particular,
permitiendo identificar e inferir el tramo de la ruta de endocitosis y trafico vesicular en la cual
participa SChMONI1 o SchCCZ1. Adicionalmente, se utiliz6 la localizacion GFP como control
negativo (Figura S2).

Como se observa en la Figura 9A, GFP-SchMONI1 no co-localizé con el marcador del
complejo de Golgi, SYP32-mCherry, ni con el de tonoplasto, VAMP711-mCherry, en células
radiculares de A. thaliana. No obstante, si lo hizo, aunque de manera parcial, con PIP1;4 en la
membrana plasmatica, VTI12-mCherry en la region TGN/EE, y, con mayor claridad, con
RHAI-mCherry entre el EE/LE y RabG3F-mCherry en la via LE/vacuola. Estos resultados
confirman que GFP-SchMONT1 localiza en la membrana plasmatica, la TGN, el EE y el LE,
sugiriendo fuertemente su potencial papel en parte importante de la via endocitica y la via de
trafico pre-vacuolar en este tipo de células.

Por su parte, como se observa en la Figura 9B, GFP-SchCCZ]1 se ubic6 en la mayoria
de los sitios en los que también se ubico GFP-SchMONI, ya sea en la region TGN, el EE y el
LE, co-localizando con VTI12-mcherry, RHAl-mCherry y RabG3F-mCherry,
respectivamente. Estos datos sugieren que SchCCZ1 podria ser capaz de interactuar con
SchMONI1 en estos organelos, de estar ambos co-expresados, y asi ambos podrian activar
proteinas RabGTPasa relacionadas principalmente con el trafico vesicular pre-vacuolar de

células radiculares de 4. thaliana, como las familias RabF y RabG.
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Figura 9. Localizaciéon subcelular de SchMON1 y SchCCZ1 en células radiculares de A. thaliana.
En verde la localizacion de ScChMONI1 (A) y SchCCZ1 (B) fusionada a la Proteina Fluorescente Verde
(GFP-SchMON1 y GFP-SchCCZ1) en células radiculares de A. thaliana. En rojo, localizacion de
marcadores subcelulares: PIP1;4-mCherry, SYP32-mCherry, VTI12-mCherry, RHA-mCherry,
RabG3F-mcherry y VAMP711-mcherry. La co-localizacién de GFP y mCherry es sefialada y precisada
con flechas blancas. MP: Membrana plasmatica, TGN: Trans-Golgi, EE: Endosoma temprano, LE:
Endosoma tardio.
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ITLI.S Analisis del promotor especifico de raiz de Arabidopsis thaliana en condiciones de

estrés salino y ABA.

Considerando que el objetivo de este trabajo de tesis es aumentar la capacidad de
tolerancia a estrés salino de A. thaliana mediante el incremento de la capacidad de
compartimentar Na' en sus vacuolas presentes en células radicular radiculares, se optd por
utilizar un promotor especifico de raiz. De acuerdo con lo presentado por Vijaybhaskar et al.
(2008), 418 pb del promotor del gen UDP-glicosiltransferasa (UGT, Atlg73160), eran
suficientes para mantener y dirigir, de manera especifica, la expresion de genes en raices de A4.
thaliana (pRaiz). Anélisis transcriptomicos disponibles en bases de datos son congruentes con
este comportamiento (Figura S3). No obstante, al no existir evidencias que demostraran el
efecto que tendria la aplicacion de estrés abidtico sobre su actividad, el comportamiento del
promotor pRaiz fue evaluado de manera cuantitativa y cualitativa. Para esto, plantulas de 4.
thaliana transformadas con la construccion pRaiz::GUS fueron sometidas a condiciones de
estrés 75 mM de NaCl o ABA 25 uM, determinandose en ellas el nimero de transcritos del
gen GUS en hojas y raices mediante RT-qPCR, y la actividad de B-Glucuronidasa mediante
tincion histoquimica. Los resultados mostraron que, en condiciones control, las plantas
presentaban un patréon de expresion y tincion GUS especifico para raices. Luego, bajo
condiciones de estrés salino o ABA, la coloracion azul de la reaccion mediada por GUS
mantuvo el patron radicular, lo cual fue confirmado con los niveles de expresion del mismo
gen (Figura 10 y S4). Esto confirm6 que el promotor pRaiz, ademas de tener especificidad
radicular durante condiciones normales, no presenta cambios en su comportamiento bajo
ninguna de las condiciones aplicadas. Con todos estos antecedentes, el promotor pRaiz fue

utilizado para conducir la expresion de genes SchMON1 'y SchCCZI en los siguientes analisis.
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Control NaCl 75 mM ABA 25 uM

I

Figura 10. Caracterizacion de Arabidopsis thaliana que contiene la construccién pRaiz::GUS.

Patrén de actividad de B-glucuronidasa en plantulas de 5 dias de sometidas a MS (0,5X) suplementado
con 0 (Control), 75 mM de NaCl 6 25 uM de ABA por 24 h.

I11.6 Plantas de Arabidopsis thaliana, que expresan y co-expresan SchMONI1 'y SchCCZ1,
toleran diferencialmente el estrés salino, afectando la expresion de genes de respuesta a

estreés.

Considerando el potencial rol que posee el complejo SChAMON1/SchCCZ1 para activar
los mecanismos de regulacion del trafico pre-vacuolar en S. chilense, y su rapida y coordinada
induccion transcripcional durante estrés salino en la especie de tomate silvestre tolerante a
estrés salino, resulté de interés traspasar esta capacidad a plantas sensibles a estrés. En ese
sentido, se optod por A. thaliana para evaluar los efectos morfologicos, celulares y moleculares,
y los mecanismos de respuestas y tolerancia asociados a la expresion individual y en conjunto
de SchMONI1 y SchCCZI durante estrés salino. Para esto fueron generadas plantas
transgénicas que expresaban y co-expresaban ambos genes en sus raices de manera especifica
utilizando el promotor pRaiz. Al menos 5 lineas transgénicas homocigotas para cada gen
fueron obtenidas a partir de 4 eventos de transformacion independientes. En ellas, se
evidenciaron distintos niveles de expresion radicular, seleccionandose tres lineas que
presentaban niveles contrastantes de transcritos (Figura S5). Las lineas M9, M12 y M13
fueron seleccionadas del grupo de plantas que expresaban SchMONI, mientras C17, C18 y
C19, fueron las elegidas de aquellas que expresaban SchCCZI. La cruza de las lineas M13 y
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C19 fue realizada considerando los mas altos niveles de expresion, junto con el desempeiio
fenotipico frente a estrés salino, generandose la linea transgénica M13C19 que co-expresaba

SchMON1 y SchCCZ1.
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Figura 11. Efecto de la expresion y co-expresion radicular de SchMONI y SchCCZI sobre la
tolerancia a estrés salino de A. thaliana. A. Fenotipo de lineas transgénicas homocigotas de 14 d de
edad que expresan radicularmente SchMONI (lineas M9 y M13), SchCCZ1 (lineas C17 y C19) y co-
expresan ambos genes (M13C19), y que fueron previamente sometidas a condiciones de MS (0,5X)
suplementado con 0 (Control), 50, 75 y 100 mM de NaCl durante 9 d. Plantas silvestres (WT) fueron
utilizadas como control negativo. Barra blanca: 1 cm. B. Cuantificacion del largo de raiz de las lineas
de los genotipos sometidas a las condiciones analizadas en (A). n = 27. C. Evaluacion del peso fresco
de las lineas de los genotipos sometidas a las condiciones analizadas en (A). n=18. Letras distintas
sobre cada barra indica diferencias estadisticamente significativas determinadas mediante ANOVA de
una via seguido por un test de comparaciones multiples HSD de Tukey (p < 0.05).
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Como se observa en la Figura 11A-11B, en condiciones de crecimiento normal, los
distintos genotipos mostraron tener el igual largo de raiz; no obstante, se evidencié que el peso
fresco de plantas M13C19 era mayor al de plantas WT (Figura 11C), tendencia que se
mantuvo frente a los otros genotipos transgénicos durante el crecimiento en maceta (Figura
S6). En condiciones de estrés salino, 50 mM de NaCl, el largo de raiz de WT se vio reducido
en un 50% aproximadamente (Figura 11B), mientras que las raices de los tres genotipos
transgénicos mantuvieron un largo estadisticamente similar a lo observado en la condicion
normal, lo que evidenciaria una menor sensibilidad de ellos al estrés salino aplicado. Lo
anterior fue confirmado en el estrés moderado, 75 mM de NaCl, particularmente con las lineas
M9 y M13 (linea M12 no mostrada), que toleraron de mejor manera la aplicacion del estrés.
Les siguieron en esta capacidad el genotipo M13C19, luego las lineas C17 y C19 (linea C18
no mostrada), y finalmente WT. El andlisis cuantitativo y estadistico reveld que las raices de
las plantas que expresaban SchMONI mostraron una reduccion del largo de raiz del 20%, de
las plantas SchCCZI y la doble transgénica entre un 40 a 50%, y de las plantas WT un 70 a
75%, aproximadamente. En este mismo sentido, a 100 mM de NaCl, las raices de lineas
transgénicas SchMONI también mantuvieron un largo significativamente mayor al de los otros
genotipos, los cuales evidenciaron tener, entre ellos, el mismo largo. Interesantemente, durante
estrés salino 50 mM y 75 mM, el peso fresco del genotipo M13C19 mostro ser superior que el
de WT, no asi con los genotipos transgénicos, entre los cuales no se presentaron diferencias
significativas (Figura 11C). Esto indico el efecto positivo que tendria la expresion radicular
de genes asociados a mecanismos de activacion de trafico vesicular en la raiz, al permitirle a
A. thaliana continuar con su desarrollo especialmente durante estrés salino.

Considerando que se evidencid una reduccion diferencial del largo de raiz entre los
distintos genotipos con 75 mM de NaCl, se realizd frente a este nivel de estrés salino la
caracterizacion de la respuesta molecular y subcelular en los distintos genotipos. En primer
lugar, se evalué mediante RT-qPCR el patrén de expresion de los genes de respuesta a estrés
abiotico AtRD22, AtRD29A4 y AtRabl8, tipicamente modulados por la via de sefializacion de
ABA (Figura 12). Como se observa en la Figura 12A, tanto en hojas como en raices de los
todos los genotipos, la expresion de AtRD22 fue incrementada durante el estrés salino. No

obstante, en raices de los genotipos M9, M13, C17 y C19, la induccién es significativamente
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menor a lo evidenciado por WT. Especificamente, el genotipo M13C19 presenté una menor
induccion que WT, pero esta no fue significativamente distinta a ella, ni a la de los otros
genotipos transgénicos. El patron de expresion de A1RD29A evidencio ser similar al anterior.
En hojas de los genotipos transgénicos, su expresion present6 una leve reduccion, solo siendo
significativamente menor en M13 y M13C19, mientras que, en raices, los cinco genotipos
transgénicos vieron reducida su expresion de manera homogénea en un 50%,
aproximadamente. Diferencias mas evidentes entre los genotipos transgénicos fueron
observadas en el patrén de expresion de AtRabl8. Solo en hojas de las lineas M9 y M13 se
evidencid una reduccion significativa de su expresion respecto de lo evidenciado en WT,
mientras que en raices de todos los genotipos transgénicos su expresion fue reprimida a
niveles menores que la condicidon control sin estrés. Particularmente, los genotipos SchCCZ1
presentaron el menor niimero de transcritos, luego fue el genotipo M13C19, y finalmente los
genotipos SChMON, todos respecto de raices de plantas WT. Esto sugirié que, ScChMONI1 y
SchCCZ1, ya sea de manera individual o en conjunto, modularian la tolerancia a estrés salino
en plantas de A. thaliana, afectando negativamente la respuesta molecular a la fitohormona

ABA.
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Figura 12. Perfil transcripcional de genes de respuesta a estrés en A. thaliana sometida a estrés
salino. Perfil transcripcional de los genes AtRD22 (A), AtRD29A4 (B), AtRabl8 (C), en hojas y raices
de lineas transgénicas homocigotas de 6 dias de edad que expresan radicularmente SchMONI (lineas
M9 y M13), SchCCZI (lineas C17 y C19) y co-expresan ambos genes (M13C19), previamente
sometidas a condiciones de MS (0,5X) suplementado con 0 (control) y 75 mM de NaCl por 24 h. n=27.
Letras distintas sobre cada barra indica diferencias estadisticamente significativas determinadas
mediante ANOVA de una via seguido por un test de comparaciones multiples HSD de Tukey (p <
0.05).

IT1.7 La expresion y co-expresion radicular de SchMONI y SchCCZ]I afecta la respuesta
fenotipica de Arabidopsis thaliana frente a ABA.

La endocitosis y el trafico vesicular son mecanismos capaces de modular la percepcion
de ABA y la respuesta frente a estimulos ambientales (Belda-Palazén & Rodriguez, 2020). En
ese sentido, se analizé el comportamiento de los genotipos transgénicos de A. thaliana frente a

la aplicacién de ABA exdgeno, considerando el efecto observado en los patrones de expresion
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de los genes de respuesta a estrés (Figura 13). Para evaluarlo, las lineas con mejor desempeio
para cada genotipo frente a condiciones de estrés salino 75 mM fueron seleccionadas en
condiciones in-vitro normales. Luego, a los 5 dias de edad las plantulas fueron transplantadas a
un medio suplementado con 25 uM de ABA hasta la edad de 10 dias. Tal como se presenta en
la Figura 13A, los tres genotipos transgénicos y el genotipo WT crecidos en condiciones
normales no presentaron diferencias respecto de su largo de raiz. Luego, frente a la aplicacion
exdgena de ABA, los tres genotipos evidenciaron tener un largo de raiz significativamente
mayor que el de plantas WT, sugiriendo que todos presentaron una menor sensibilidad a la
presencia de la hormona (Figura 13B). En ese sentido, lo anterior indicaria que el trafico
vesicular modulado por SChMONT1 y/o SchCCZ1 favorece la tolerancia a estrés salino de los

genotipos transgénicos de A. thaliana, al afectar negativamente la percepcion de ABA.
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Figura 13. Fenotipo de plantas de Arabidopsis thaliana que expresan y co-expresan en sus raices a
SchMONI1 y SchCCZI frente a la aplicacion de ABA exdgeno. A. Fenotipo de lineas transgénicas
homocigotas de 10 d de edad postgerminacion, que expresan radicularmente SchMONI (linea M13)
SchCCZI (lineas C19) y coexpresan ambos genes (M13C19), previamente sometidas a condiciones de
MS (0,5X) suplementado con 0 (Control) o 25 uM de ABA en DMSO por 5 d. B. Cuantificacion del
largo de raiz de las lineas de los genotipos sometidas a las condiciones analizadas en (A). Letras
distintas sobre cada barra indica diferencias estadisticamente significativas determinadas mediante
ANOVA de una via seguido por un test de comparaciones multiples HSD de Tukey (p < 0.05).
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IT1.8 La expresion y co-expresion radicular de SchMONI1 y SchCCZ1 modifica la tasa de

endocitosis de células radiculares de Arabidopsis thaliana.

La endocitosis es el proceso de internacion de proteinas y lipidos de membrana
plasmatica, moléculas, particulas y fluidos, entre otros elementos extracelulares (Samaj et al.,
2004). Para establecer el efecto de la expresion de SchMONI y SchCCZI sobre ella se realizd
una cinética temporal de la internacion del indicador y trazador endocitico FM4-64 en células
radiculares de A. thaliana durante condiciones normales de crecimiento. Como muestra la
Figura 14A-14B, se evidencid un incremento significativo de la velocidad en la internacion de
FM4-64 en los tres genotipos transgénicos respecto de WT. A 5 min y 15 min, la tasa
endocitica de las lineas transgénicas M 13, C19 y M13C19 superaba al establecido en plantas
WT (lineas M9 y C17 no presentadas). Mientras que, a los 30 min, la linea M13 mostrd una
tasa de internacion del indicador superior a todos los otros genotipos, sugiriendo la presencia
de una activa endocitosis en condiciones normales. Junto con esto, también se evidencid en el
genotipo M13 la presencia de una poblacion de estructuras endosomales de gran tamafio, no
presentes en las células radiculares de los otros genotipos transgénicos (Figura 14A). Para
verificar la naturaleza de estas estructuras, la via de trafico entre el EE y el LE fue bloqueada
con Brefeldin-A (BFA), cuyo efecto provoca la agregacion de compartimentos endosomales
incluyendo TGN y EE en estructuras denominadas cuerpos BFA (Viotti et al., 2010). Sobre el
genotipo M13, su presencia provoco el incremento del tamafio de los EE tefiidos con FM4-64,
formando los cuerpos BFA, de manera similar que en WT (Figura 14D), lo cual indic6 que las
estructuras de gran tamafo observadas en condiciones normales corresponden a LE.

Diversos trabajos han demostrado que el estrés salino acelera la endocitosis a tiempos
tempranos, con el objetivo de incrementar la internaciéon y recambio de proteinas y lipidos
desde la membrana plasmatica para mantener la homeostasis interna (Baral et al., 2015b;
Golani et al., 2013). Para evidenciar este comportamiento, fue evaluada la endocitosis en
plantas transgénicas calculando cinética de internacion de FM4-64 en raices de A. thaliana
sometidas a estrés salino 75 mM de NaCl. Segun lo presentado en la Figura 14B, la tasa de
internaciéon de FM4-64 en células radiculares de plantulas WT, 5 min después de iniciado el
estrés salino, se vio incrementada un 30%, aproximadamente. No obstante, este aumento fue

significativamente superado por los genotipos transgénicos, duplicandose en todos los casos
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respecto del genotipo WT. Adicionalmente, entre los genotipos transgénicos, se evidenciaron
diferencias, dado que el genotipo M13 presentd una tasa de internacion superior al estimado
para C19 y M13C19. Luego, con estos antecedentes, se estim6 el aporte porcentual que la
expresion de los transgenes y el estrés salino tienen sobre la actividad endocitica total (Figura
14C). Los resultados evidenciaron tres aspectos relevantes. Primero que la endocitosis total en
las raices de los genotipos transgénicos seria producto de la suma de los efectos de la
expresion de los transgenes y la aplicacion del estrés salino. En ese sentido, en células
radiculares de plantas WT, la endocitosis fue acelerada en un ~73%, mientras que en el
genotipo M13 el incremento fue el doble, superior al 150%. De la misma manera, en las
células radiculares de plantas C19 y M13C19, los porcentajes de incremento de la tasa
endocitica total superaron el 130% en estrés salino. Segundo, la endocitosis inducida por la co-
expresion de los genes SchMON1 y SchCCZI en las raices de M13C19 (~77%) fue similar a la
suma de sus efectos individuales (~45% en M13 y ~36% en C19). Y tercero, la endocitosis
inducida por estrés salino se vio incrementada en los genotipos M13 y C19 (~108% y ~97%,
respectivamente), mientras que en el genotipo M13C19 sélo alcanzé un 61,2%, alcanzando
una induccion total del ~240%, y sugiriendo que la endocitosis tendria una cota maxima de
induccion, cercano al 70% por sobre el valor evidenciado para plantas WT.

Con el objetivo de comprender la razén del comportamiento acelerado del trafico
vesicular en condiciones normales producto del efecto de la expresion de los transgenes, la
respuesta transcripcional de los genes GEF enddgenos de A. thaliana que participan de los
mecanismos de trafico vesicular: AtMONI, AtCCZla y AtCCZIb y de la RabGTPasa
AtRabG3f fue analizado mediante RT-qPCR (Figura 15). Al respecto, se evidencid un efecto
positivo sobre la expresion de los genes endogenos. En raices de plantas M13, la expresion de
AtCCZla, AtCCI1b y AtRabG3f fue inducida significativamente; por su parte, en C19, se
observo un incremento de la expresion de todos los genes analizados; y en plantas M13C19 se
vieron inducidos AtMONI, AtCCZIb y AtRabG3f. Todo lo anterior sugiere que, en las raices
de plantas transgénicas, la aceleracion de la endocitosis en condiciones normales seria
producto de la expresion de los transgenes y a cambios positivos en la expresion de genes

involucrados en el trafico de vesiculas.
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Figura 14. Efecto de la expresion y co-expresion de SchMONI1 y SchCCZI en la dinimica
endocitica de FM4-64 en A. thaliana. A. Iméagenes de dindmica de internacion de FM4-64 (rojo) en
raices de lineas silvestre (WT) y transgénicas (M13, C19, M13C19) sometidas a condiciones de MS
(0,5X) suplementado con 0 (control) y 75 mM de NaCl durante los 5, 15 y 30 min. Circulos blancos
punteados encierran estructuras endosomales B. Cuantificacion de la tasa de internacion de FM4-64 en
los genotipos y tiempos analizados. 20 iméagenes de 5 plantulas fueron analizadas para cada genotipo
en cada tiempo. Letras distintas sobre cada barra indica diferencias estadisticamente significativas
determinadas mediante ANOVA de una via seguido por un test de comparaciones multiples HSD de
Tukey (p < 0.05). C. Tasa de cambio de la endocitosis en condiciones de estrés salino. D. Co-
tratamiento de Brefeldin-A y FM4-64. flechas blancas sefialan cuerpos BFA. Barras blancas: 10 um.
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Figura 15. Perfil transcripcional de genes asociados a los mecanismos de trafico vesicular en
raices de plantas transgénicas de A. thaliana en condiciones de MS (0,5X). Analisis de RT-qPCR
de los genes AtMONI (A), AtCCZla (B), AtCCZ1b (C) y AtRabG3f (D), en raices de las lineas WT y
transgénicas de 6 dias de edad en condiciones de MS (0,5X). n=27. Asteriscos sobre cada barra indica
diferencias estadisticamente significativas determinadas mediante ANOVA de una via (p < 0.05).

De la misma forma, fue evaluado el patron de expresion de los genes analizados
anteriormente, tanto en hojas y raices de plantas sometidas a estrés salino (75 mM de NaCl),
esto para determinar relaciones entre de la expresion de los transgenes y la aceleracion de la
endocitosis inducida por estrés (Figura 16). Para el caso de AtMONI (Figura 16A), no se
observaron cambios significativos en su expresion durante el estrés salino, ya sea en hojas o
raices de plantas WT o transgénicas. Esto sugiere que AtMONI no se relacionaria con la
induccion de la endocitosis en estrés salino en ninguno de los casos. Por su parte, el andlisis
del perfil transcripcional de las dos isoformas de AtCCZ1, AtCCZla'y AtCCZI1b, en plantas A.
thaliana WT revelo que la respuesta a estrés salino de ambos genes era diferente (Figura 16B-
16C). En hojas de todos los genotipos, se observo que 4tCCZIa no respondid a estrés salino,
mientras que AtCCZIb incrementd su expresion 1,5 veces. Por su parte, en raices WT,
AtCCZla fue reprimida, y su homologa se mantuvo inducida. En el caso de los genotipos
transgénicos, se observd un incremento de la expresion de AtCCZla en raices, no asi de

AtCCZ1b, revelandose una relacion positiva entre la induccion de 41CCZla y el incremento de
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la tasa endocitica en raices de los genotipos transgénicos durante condiciones estresantes.
Luego, para aportar mas informacion, fue evaluado el patron de expresion de AtRabG3f
(Figura 16D). Este evidencio una fuerte induccion en hojas y raices de plantas WT sometidas
a estrés salino. No obstante, en hojas de plantas transgénicas la induccion de la expresion de
AtRabG3f fue menor, sugiriendo que, probablemente, la percepcion del estrés en el tejido
aéreo podria estar disminuida. Por el contrario, en raices de los tres genotipos transgénicos, la
induccion de AtRabG3f fue significativamente superior, lo cual se asociaria efectivamente con
el notable aumento de la internacion de FM4-64 en células radiculares de este genotipo
sometido a estrés salino. Todos estos antecedentes sugieren una relacion positiva entre la
expresion de los transgenes, la expresion de los genes AtCCZla y AtRabG3e, y el incremento

en la inducida endocitosis producto del estrés salino en las plantas transgénicas.
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Figura 16. Perfil transcripcional de genes asociados a los mecanismos de trafico vesicular en A.
thaliana sometida a estrés salino. Analisis de RT-qPCR de los genes AtMONI (A), AtCCZla (B),
AtCCZIb (C) y AtRabG3f (D), en hojas y raices de las lineas WT y transgénicas de 6 dias de edad
sometidas previamente a condiciones de MS (0,5X) suplementado con 0 (control) y 75 mM de NaCl
durante 24 h. n=27. Letras distintas sobre cada barra indica diferencias estadisticamente significativas
determinadas mediante ANOVA de una via seguido por un test de comparaciones multiples HSD de
Tukey (p < 0.05).

69



II1.9 La expresion y co-expresion de SchMON1 y SchCCZI1 en raices de Arabidopsis
thaliana promoveria cambios en el contenido y localizacion subcelular de H,O, durante

estrés salino.

Para determinar si el incremento de la tasa endocitica en las células radiculares de los
genotipos transgénicos involucra cambios en el contenido de ROS generado por el estrés
salino, se realizd6 un ensayo de cuantificacion y localizacion de H,O, a nivel subcelular
(Figura 17). El co-tratamiento con 75 mM NaCl y 2’,7"-diclorodihidrofluorescina-diacetato
(H.DCFDA), el cual es sensible a H,O,, produciendo un compuesto fluorescente denominado
2'7'-dichlorofluoresceina (DCF), evidenci6 el incremento de la produccion de H,O, durante
estrés salino en plantas WT (Figura 17A). No obstante, en las lineas transgénicas, la
intensidad de la fluorescencia de DCF fue aproximadamente un 30% menos al determinado en
plantas silvestres, sugiriendo que el contenido de H,O; en las raices de las lineas M13, C19 y
M13C19 fue significativamente menor durante estrés salino que el evidenciado en raices de
plantas WT (Figura 17B).

A tiempos tempranos de estrés salino, la produccion de ROS en la PM es, en parte,
internado via endocitosis, movilizado en vesiculas y compartimentado en la vacuola. A
tiempos avanzados, el Na" alcanza a las mitocondrias, convirtiéndola en una fuente importante
de ROS y en una sefial de la severidad del estrés (Jacoby et al, 2011). En ese contexto, se
analiz6 con precision la vinculacion entre la localizacion subcelular del H,O; y el trafico
vesicular a tiempos tardios del estrés salino, mediante la colocalizacion de FM4-64 y DCF
(Figura 18). Luego de 48 h de estrés, en plantas silvestres, el indicador DFC no co-localizd
con FM4-64, sugiriendo que el H,O, no estad siendo compartimentado en estructuras asociadas
a trafico endocitico. Interesantemente, en raices del genotipo M13, se evidencié ampliamente
la colocalizacion de los indicadores FM4-64 y DCF (en amarillo), tanto en vacuolas como
endosomas. No obstante, en el caso de células radiculares de los genotipos C13 y M13C19 la
localizacion de DCF en vacuolas no fue tan evidente como en el genotipo anterior, aunque
fueron observados en menor medida endosomas y vacuolas acumulando ROS. Todo lo
anterior indicaria que los efectos del estrés salino sobre los genotipos transgénicos se han visto

retrasados o reemplazado por la compartimentacion del H,O,, lo cual se asociaria
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positivamente con el incremento de la tasa endocitica y la tolerancia de los genotipos

transgénicos.
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Figura 17. Efecto de la expresion y co-expresion radicular de SchMONI y SchCCZI en el
contenido de H,O, de A. thaliana durante estrés salino. A. Representacion de la presencia de H,0,
mediante visualizacion de la fluorescencia del indicador DCF (en fucsia) en plantas silvestres (WT) y
lineas transgénicas M13, C19 y M13C19 sometidas a condiciones de MS (0,5X) suplementado con 0
(control) o 75 mM de NaCl. Barra blanca: 20 pm. B. Cuantificacion de la intensidad relativa del
indicador DCF en los genotipos y condiciones antes sefialadas. Imagenes de 5 plantulas fueron
analizadas para cada genotipo en tres ensayos independientes. Letras distintas sobre cada barra indica
diferencias estadisticamente significativas determinadas mediante ANOVA de una via seguido por un
test de comparaciones multiples HSD de Tukey (p < 0.05).
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H,DCFDA

Figura 18. Efecto de la expresién y co-expresién radicular de SchMONI y SchCCZI en la
localizacion de H,O, de A. thaliana durante estrés salino. Co-localizacion de la fluorescencia del
indicador DCF (verde) y FM4-64 (rojo) para demarcar las membranas celulares en células radiculares
de la linea WT vy lineas transgénicas sometidas a estrés salino 75 mM de NaCl. Flecha blanca indica
vacuola y tridngulos blancos sefialan endosomas. Barra blanca: 20 pm.

Para obtener mayor informacion acerca de las razones de la reduccion del contenido de H,O,
en los genotipos transgénicos, el patron de expresion de genes de respuesta a estrés oxidativo
durante estrés salino fue analizado. Mediante RT-qPCR fueron analizados los perfiles de
transcritos de los genes del sistema de detoxificacion enzimatico: AtSOD, AtAPXS, AtCATI y
AtCAT3; y de genes de la ruta de flavonoides: AtCHS, AtFLS, AtLDOX 'y AtTT12 (Figura 19).
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Figura 19. Perfil transcripcional de genes asociados a los mecanismos de detoxificacion de ROS
en A. thaliana sometida a estrés salino. Anélisis de RT-qPCR de genes involucrados en mecanismos
de detoxificacién enzimatica (A) y no enzimatica basada en flavonoides (B) en hojas y raices de las
lineas WT y transgénicas sometidas a condiciones de MS (0,5X) suplementado con 0 (control) y 75
mM de NaCl. Letras distintas sobre cada barra indica diferencias estadisticamente significativas
determinadas mediante ANOVA de una via seguido por un test de comparaciones multiples HSD de
Tukey (p < 0.05).
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Tanto en hojas como en raices de plantas WT sometidas a condiciones de 75 mM de NaCl, se
evidencié que AtSOD, cuyo producto codifica una superdxido-dismutasa, incrementd su
expresion relativa 1,5 veces respecto de la condicion control (Figura 19A). No obstante, en
los genotipos transgénicos, la induccion por estrés salino en ambos Organos fue
significativamente superior al de WT. En hojas de la linea M13 y M13C19, la expresion
relativa de AtSOD se increment6 hasta 2,5 veces, mientras que en raices su expresion relativa
se triplicd en comparacion a la condicion control. Al mismo tiempo, se observo una relacion
positiva con el incremento de la expresion del gen AtAPXS en los genotipos transgénicos, una
ascorbato-peroxidasa encargada de la reduccion del H,O, en H,O en mitocondria y plastidios
(Cheng et al., 2020, Filiz et al., 2018). En hojas y raices de plantas WT, se evidencio que el
estrés salino no indujo la expresion de Ar4APXS. Sin embargo, en hojas y raices de los
genotipos transgénicos sometidos a estrés su expresion se vio incrementada entre tres y hasta
nueve veces, respectivamente, en especial en el genotipo MI13 cuya diferencia fue
significativamente mayor. Por lo tanto, en general, la induccion de la expresion de AtSOD y
AtAPXS en raices del genotipo M13 respecto de C19, se relacionaria con la mayor capacidad
de tolerancia del primero.

De una manera opuesta a lo observado con AtSOD y AtAPXS, la expresion relativa de
AtCATI y AtCAT3 se vio reducida en los tres genotipos transgénicos, respecto de WT. AtCATI
codifica para una catalasa peroxisomal con presencia en el citoplasma, mientras que AtCAT3
codifica para una isoforma con localizacion en MP y mitocondrias. Los resultados
evidenciaron que, tanto en hojas como en raices de plantas WT, ambos genes fueron inducidos
de manera significativa por estrés salino, duplicando su expresion relativa, y sugiriendo su
participacion como mecanismo de respuesta a estrés salino en estas plantas (Figura 19A). No
obstante, solo en hojas del genotipo M13 hubo una leve pero significativa induccion de
AtCAT3 respecto de WT. En los demés 6rganos y genotipos ambos genes no fueron inducidos
o evidenciaron ser reprimidos. Lo anterior indicaria que, en estos genotipos, el mecanismo de
proteccion mediado por catalasas no estaria relacionado con la disminucion del H,O,.

La sintesis de flavonoides mediada por estrés es un mecanismo de proteccion no
enzimatico que permite reducir la cantidad de compuestos que generan toxicidad en la célula.
Esta sintesis es 6rgano dependiente, ya que en hojas la produccion esta centrada en la sintesis

de antocianinas, mientras que en raices es la de flavonoles (Chen et al., 2019). En ese
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contexto, para asociar la reduccion del contenido de H,O; en los genotipos transgénicos con la
modulacion en la expresion de los genes estructurales de la ruta de flavonoides, fue evaluado
los perfiles de transcritos de los siguientes genes: chalcona sintasa (AtCHS), flavonol sintasa
(AtFLS), leucocianidin dioxigenasa (AtLDOX) y un transportador de flavonoides del tipo
MATE en tonoplasto TT12 (AtTT12). Los analisis evidenciaron que, en hojas y raices de los
distintos genotipos transgénicos, la expresion de AfCHS y AtFLS fue inducida en menor grado
que en plantas WT, producto del estrés salino 75 mM de NaCl (Figura 19B). No obstante, en
hojas de la linea C19 se evidenci6é que A¢CHS fue inducida en forma superior y significativa
respecto de lo estimado en los otros dos genotipos transgénicos, sugiriendo que la sintesis de
antocianinas debiese estar mas activada en hojas de este genotipo, lo cual se asociaria con su
mayor sensibilidad al estrés salino.

Para verificar lo anterior, fue evaluada la expresion de A1LDOX. El analisis de su
expresion evidencio que, en hojas de la linea C19, se mantiene la induccion de este gen a
niveles similares al de su par en plantas WT. Considerando que en raices la produccion de
flavonoides esta restringida a la sintesis de flavonoles, y que en hojas se encuentra compartida
junto a la de antocianinas, fue evaluado el comportamiento transcripcional del gen A¢7T7T12.
AtTT12 mostrd ser reprimido durante estrés salino en hojas y raices de todas las lineas,
sugiriendo que los flavonoides sintetizados no estarian siendo compartimentados en la vacuola
por esta via, sino que probablemente podrian estar en mayor disponibilidad en el citoplasma
para ejercer su efecto protector. Todo lo anterior apunta a que la expresion de estos genes
asociados a los mecanismos de produccion y transporte de flavonoides podrian estar actuando
como un indicador del estrés salino a nivel radicular y aéreo en los distintos genotipos

analizados.
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III.10 La expresion y co-expresion SchMONI y SchCCZI en raices de Arabidopsis
thaliana modifica la actividad autofagica y la capacidad de acumulacion de Na" vacuolar

durante estrés salino.

Reportes previos han mostrado que la relacion entre la tolerancia a estrés salino y el
incremento del nimero de organelos acidificados, estaria asociada con una mayor capacidad
de compartimentacién vacuolar de Na’ (Baral et al., 2015b). Para verificar y analizar esta
relacion, primero asociada con la acidificacion, se realizo tincion de las raices de los genotipos
transgénicos y WT con Lysotracker-green, una sonda acidotrdpica que permite visualizar
organelos acidos cuyo origen son producto de la actividad autofigica (Figura 20A). El
analisis de las imdgenes obtenidas mediante microscopia confocal revel6 que, en células
corticales de la zona de transicion de raices WT sometidas a estrés salino 75 mM de NaCl, el
namero de estructuras punteadas fue incrementada aproximadamente hasta en cinco veces
respecto de la condicion control (Figura 20B). No obstante, las raices de plantas M13 y
M13C19 sometidas a estrés salino superaron de manera significativa la cantidad de estructuras
presentes en plantas WT, aunque raices de plantas C19 se comportaron de una manera
intermedia. Esto indica que los genotipos transgénicos tienen un mayor numero de
compartimentos acidos producto de la mayor actividad autofagica, y sugiere que ellos tendrian
una mayor capacidad para compartimentar Na' en sus vacuolas. Para demostrarlo, plantulas de
los distintos genotipos fueron sometidas a estrés salino 75 mM de NaCl e incubadas junto a
Sodium-Green™, un indicador permeable y excitable a luz visible que permite monitorear
variaciones de los niveles de Na' intracelular. En ese sentido, en las raices de A. thaliana WT,
el Na" se acumul6 en células corticales de la region de transicion, sino mas bien lo hizo en
células epidérmicas (Figura 21A). Por el contrario, en los genotipos transgénicos, la
fluorescencia de Sodium-Green reveld que el Na™ fue compartimentado en vacuolas de células
tanto epidérmicas como corticales. La cuantificacion de la fluorescencia del indicador en estas
ultimas células confirm6 que las diferencias observadas entre plantas WT y las transgénicas
eran significativas (Figura 21B). Igualmente, la fluorescencia cuantificada entre los genotipos
transgénicos también presentd diferencias. El genotipo M13 evidencid mayor fluorescencia
respecto de lo cuantificado en C19 y M13C19, sugiriendo que este genotipo tendria la mayor

. . + ., .
capacidad para compartimentar Na' en sus vacuolas. De esta manera, la expresion radicular de
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SchMONI y/o SchCCZ1, estaria favoreciendo la acumulacién de Na' en células radicuales de

A. thaliana, cuya capacidad era evidentemente reducida.
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Figura 20. Efecto de la expresion y co-expresion radicular de SchMONI y SchCCZI sobre la
actividad autofigica de A. thaliana durante estrés salino. A. Determinacion de la presencia de
compartimentos acido o autofagosomas en raices de plantas silvestres (WT) y transgénicas (M13, C19
y M13C19) sometidas a condiciones de MS (0,5X) suplementado con 0 (control) y 75 mM de NaCl,
utilizando el indicador Lysotracker-green (en amarillo). B. Cuantificaciéon de regiones puntuadas del
indicador en los genotipos y condiciones antes sefialadas. Iméagenes de 5 plantulas fueron analizadas
para cada genotipo en tres ensayos independientes. Letras distintas sobre cada barra indica diferencias
estadisticamente significativas determinadas mediante ANOVA de una via seguido por un test de
comparaciones multiples HSD de Tukey (p < 0.05).
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Figura 21. Efecto de la expresion y co-expresion radicular de SchMONI y SchCCZI en el
contenido de Na* vacuolar en plantas de A. thaliana durante estrés salino. A. Representacion de la
presencia de Na“ en vacuolas de células raices de plantas silvestres (WT) y transgénicas (M13, C19 y
M13C19) sometidas a estrés salino 75 mM de NaCl durante 24 h, luego tefiidas con el indicador
Sodium-Green (en verde) por 1 h, y posteriormente con FM4-64 por 5 min (rojo). B. Cuantificacion de
la intensidad relativa del indicador Sodium-Green presente en la region demarcada por cada cuadro
punteado blanco en (A) para ambos genotipos crecidos en condiciones de MS (0,5X) suplementado
con 0 (control) y 75 mM de NaCl. Imagenes de 5 plantulas fueron analizadas para cada genotipo en
tres ensayos independientes. Letras distintas sobre cada barra indica diferencias estadisticamente
significativas determinadas mediante ANOVA de una via seguido por un test de comparaciones
multiples HSD de Tukey (p < 0.05).
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Con la finalidad de comprender la participacion de los mecanismos moleculares que,
asociados al incremento de la tasa endocitica y la acidez aportarian a la compartimentacion de
Na' y la tolerancia a estrés salino de los genotipos transgénicos, se realizé un anélisis de la
expresion de genes involucrados en el movimiento subcelular de Na'. Mediante RT-qPCR se
analizo6 el perfil de expresion de AtNHXI, un antiportador Na'/H™ de tonoplasto con un rol
critico en la compartimentacion de Na” en la vacuola, y AtSOS, un antiportador de Na'/H" de
MP, siendo el principal mecanismo de extrusién de Na" hacia el apoplasto. Los resultados
evidenciaron que, en hojas y raices de plantas WT, la expresion de A¢/NHX! fue inducida por
estrés salino (Figura 22A). Particularmente en hojas su expresion fue incrementada en seis
veces, mientras que en raices se duplico. Interesantemente, en hojas de los genotipos
transgénicos, la induccion de la expresion de AtNHXI fue inferior a lo observado en WT,
mientras que en raices la induccion fue significativamente superior. Los analisis para el
genotipo M13 evidenciaron que la expresion de AtNHXI también se vio significativamente
inducida, hasta seis veces en raices, respecto de la condicidon control, mientras que en raices de
los genotipos C19 y M13C19 la induccién fue sélo de cuatro veces, sugiriendo la activa
particion del antiportador NHX1 en la mayor capacidad de acumulaciéon de Na" vacuolar en
las raices de los genotipos transgénicos. Por otra parte, como se observa en la Figura 22B, la
induccidn de expresion de 4tSOS! tanto en hojas como en raices de los genotipos transgénicos
fue significativamente menor que en plantas WT. Incluso en raices del genotipo M13 no se
evidenciaron diferencias respecto de la condicion control. Lo cual sugiere que la extrusion de
Na'" no seria el mecanismo preferido para proteccion frente al estrés salino en el grupo de

plantas transgénicas.
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Figura 22. Perfil transcripcional de genes asociados a los mecanismos de movimiento subcelular
de Na' en A. thaliana sometida a estrés salino. Analisis de RT-qPCR de genes involucrados en
mecanismos de compartimentacion de Na', AtNHX1, (A) y de exclusién de Na', 41SOS1, (B), en hojas
y raices de las lineas WT y transgénicas (M13, C19 y M13C19) sometidas a condiciones de MS (0,5X)
suplementado con 0 (control) y 75 mM de NaCl. Letras distintas sobre cada barra indica diferencias
estadisticamente significativas determinadas mediante ANOVA de una via seguido por un test de
comparaciones multiples HSD de Tukey (p < 0.05).
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IV. DISCUSION
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IV.1 SchMON1 y SchCCZI de Solanum chilense codifican para una proteina con
caracteristicas de Factor Intercambiador del Nucledtido de Guanina (GEF), y con

patrones de expresion que sugieren la participacion de ambos durante estrés salino.

S. chilense es una especie silvestre emparentada al tomate comercial, que habita el
desierto de Atacama desde el sur de Pert hasta Chile central. Su lugar de crecimiento
corresponde a regiones costeras, en ambientes extremadamente secos y alcalino/sédicos, hasta
en altitudes que bordean hasta los 3000 metros de altura (Stam et al., 2017). Distintos estudios
han revelado la alta complejidad de la respuesta molecular de S. chilense frente a condiciones
de estrés salino, siendo el trafico vesicular uno de los mecanismos que parecen ser
fundamentales en su capacidad de tolerancia a los estreses abidticos. Andlisis proteémicos y
transcriptomicos obtenidos a partir de raices de plantas sometida a estrés salino, han
evidenciado una tasa de cambio positiva de la proteina VTI12, un miembro de la familia
SNARE asociada con trafico pre-vacuolar, y de otros genes asociados a diversas rutas de
trafico vesicular (Zhou et al., 2011; Salinas-Cornejo et al., 2019; Kashyap et al., 2020). La
caracterizacion funcional del gen SchRabGDI1, aislado desde esta misma especie, confirma el
involucramiento y la habilidad del trafico pre-vacuolar para incrementar la tolerancia a estrés
salino, cuando es expresado en plantas de A. thaliana (San Martin-Davison, 2017).
Interesantemente, se ha descrito que la principal via de trafico pre-vacuolar es dirigida por un
mecanismo evolutivamente conservado en eucariontes, y por ende en plantas, al involucrar el
intercambio entre miembros de las familias de proteinas RabF y RabG, para otorgarle
continuidad al trafico de vesiculas desde el EE, pasando por el LE, hasta llegar a la vacuola
(Cui et al., 2014). Notablemente, este proceso de intercambio requiere de la participacion de
solo dos proteinas esenciales, denominadas MON1 y CCZ1, las que conforman un complejo
heterodimérico con actividad efectora para Rab5 y GEF (intercambiadora del nucleétido de
guanina) para Rab7 (Singh et al., 2014). De tal manera, la funcién del complejo MON1/CCZ1
es esencial para la gran mayoria de las actividades celulares que requiere de la movilizacion de
elementos que se dirigen hacia la vacuola, mecanismo fundamental para el desarrollo vegetal,
como para enfrentar las presiones que ejerce el medio ambiente (Ebine et al., 2014).

En S. chilense, como en Solanéaceas en general, s6lo un gen codifica para MON1 y otro

para CCZ1. Igualmente, todos los genomas eucariontes poseen s6lo un miembro para MONI,
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excepto Homo sapiens, el cual posee dos. Diferente es la situacion de CCZ1, con al menos dos
copias de este gen en diversas especies vegetales, como A. thaliana (Singh et al., 2014). No
obstante, la presencia y conservacion evolutiva del bajo numero de copias de ambos genes
sugiere que ha existido una fuerte presion de seleccion sobre este esencial mecanismo (Han et
al., 2014). Al respecto, SchMONI y SchCCZI mantendrian similar o igual funcién a la de sus
homologos, como reguladores del trafico vesicular pre-vacuolar, ya que, en ambas proteinas,
los residuos presentes en la plataforma de unidén del heterodimero, como en el dominio
asociado con la actividad GEF, son altamente conservados (Figura 5). Las principales
evidencias acerca de la relevancia de los residuos asociados con la actividad GEF de MONI,
han sido evidenciadas mediante evaluaciones de mutaciones puntuales, tales como G191P y
K192D, realizadas sobre su homdlogo de levadura, SCMONI1. Estas mutaciones provocan la
pérdida de la actividad GEF del complejo MON1/CCZ1, la pérdida de la localizacion de Rab7
y la generacion vacuolas morfologicamente defectuosas (Cabrera et al., 2014). Efectos
similares se evidencian en mutantes CCZ1 para residuos G47W y G51M, ambos asociado a la
actividad GEF y también presentes en SchCCZ1 (Cabrera et al., 2014). Igualmente, cuando el
mecanismo de activacion de RabGTPasas mediada por MON1/CCZ1 es bloqueado en A.
thaliana, por mutaciones puntuales sobre RabGTPasas, resultan en la defectuosa morfologia y
biogénesis de los PVC y la vacuola (Ebine et al., 2014). Este tltimo caso sido confirmado con
mutantes dominantes negativas de un miembro de la familia RabG, que se encuentra en un
estado “siempre desactivado” (Cui et al., 2014). También se evidencié que los aminoacidos
que se encuentran en la putativa plataforma de union, y que permiten el ensamblaje del
complejo MON1/CCZ1 entre SchMON1 y SchCCZ1, son también altamente conservados
(Figura 5). De acuerdo con lo evaluado en los homologos presentes en levadura, estos se
ubican en un dominio denominado Longin el cual corresponde a la seccién entre los
aminoacidos 1-168 en el caso de MONI1, y entre el residuo 159-318 en CCZ1. La ausencia de
este dominio Login imposibilita la capacidad de interaccionar entre ambas proteinas, siendo
fundamental ademds para su actividad GEF (Nordmann et al., 2010). Recientemente, en
Chaetomium thermophilum, se determiné que el complejo MONI1/CCZ1 seria capaz de
interactuar de manera asimétrica con otro complejo MON1/CCZ1, formando nuevas unidades.
Esto seria producto de la participacion un dominio ubicado en la alfa hélice 3 de MONI,

formando una estructura similar a los complejos TRAPP, y comprometiendo la unién de mas
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proteinas de la familia Rab7 que podrian estar siendo activadas (Kiontke et al., 2017). En
consecuencia, se sugiere que SChMONI1 y SchCCZ1 de S. chilense poseen caracteristicas
altamente conservadas en su secuencia aminoacidica que serian tipicas de los complejos
MONI1/CCZ1 con actividad GEF.

Por otra parte, el patron de expresion de SchMONI y SchCCZ1 muestra una induccion
espacio-temporal coordinada a tiempos tempranos durante el estrés salino (Figura 6). En mas
de 200 tejidos y organos de solandceas emparentadas a S. chilense, MONI destaca por
presentar una alta estabilidad transcripcional (Zouine et al., 2017). Sin embargo,
recientemente, mediante RNAseq, también se evidencio la induccion de SchMONI en plantas
S. chilense sometidas a estrés salino, respecto de la condicion sin estrés, confirmando el patrén
de expresion aqui presentado (Kashyap et al., 2020). Este comportamiento es similar al ensayo
tomado como referencia y reportado previamente por nuestro grupo (San Martin- Davison et
al., 2017), y ademas se relaciona con lo evidenciado para distintas familias de genes asociadas
a las mismas vias de trafico pre-vacuolar en raices de S. chilense durante estrés salino, tales
como SNAREs o RabGAPs (Salinas-Cornejo et al., 2019; Madrid-Espinoza et al., 2019). Tal
patron es, ademas, equivalente con el evidenciado para SchSNAP33 o SchVAMP727, ambos
miembros de la familia SNARE, localizados en la MP y la vacuola, respectivamente; también
con el de SchRabGAP3 y SchRabGAPIS8, ambos pertenecientes a la familia RabGAP, y
posiblemente involucrados en el sistema de desactivacion de las RabGTPasas de la via
endocitica y pre-vacuolar; y con SchRabGDII, involucrado en el reciclaje de RabGTPasas
(San Martin-Davison et al., 2017; Salinas-Cornejo et al., 2019; Madrid-Espinoza et al., 2019).
También se ha observado para las Rab-GTPasas AtRabG3e y AtRabAl, los cuales son
elementos fundamentales para la tolerancia a estrés salino en A. thaliana (Mazel et al., 2004;
Asaoka et al., 2013). Igualmente, AtATGS, un regulador de los mecanismos de autofagia
intimamente relacionado con RabG y MONI1/CCZ1, y con la capacidad de tolerancia a
salinidad de 4. thaliana, también se ve inducido por estrés salino a tiempos tempranos (Luo et
al., 2017), de una manera similar a MdATGS8i en Malus domestica, ¢l cual de la misma manera
otorga tolerancia a estrés salino cuando es sobre-expresado (Huo et al., 2020). Por estas
razones, la induccion de los genes SchMONI y SchCCZI estaria siendo requerida por los
mecanismos que regulan y modulan el trafico vesicular pre-vacuolar en S. chilense durante el

estrés salino.
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IV.2 La expresion de SchMONI1 y SchCCZ]I restaura el trafico de vesicular y el fenotipo

de mutantes de Arabidopsis thaliana monl-1y cczla/b, respectivamente.

Considerando la necesidad de profundizar en el conocimiento del papel funcional que
ejercen SchMONI y SchCCZI1 sobre el mecanismo de trafico vesicular, la mutante monl-1 'y
cczla/b de A. thaliana fueron respectivamente complementadas. Plantas monl-1,
caracterizadas por ser mutantes knockout, dado que no es posible detectar la presencia de
AtMONI a nivel de ARN o proteina, evidenciaron un fenotipo defectuoso, con raices cortas y
crecimiento retardado (Figura 7), similar al observado en reportes anteriores (Cui et al.,
2014). Al respecto, la complementacion constitutiva con SchMONI recupero el fenotipo de las
mutantes de A. thaliana de manera satisfactoria. Esta restauracion es coincidente con el efecto
que ejerce la complementacion del mutante con el gen endogeno AtMONI (Singh et al., 2014).
De la misma manera, la doble mutante ccz/a/b, proveniente de la cruza entre la mutante
knockout ccz1b y la dominante negativa cczla, evidencio, al igual que monl-1, un fenotipo de
raiz corta y desarrollo retardado (Ebine et al., 2014). En este caso, su complementacion con
SchCCZ]I logrd rescatar fenotipo de 4. thaliana, resultando ademas indistinguible respecto del
fenotipo de plantas WT (Figura 7A, 8A). Este efecto es coincidente al observado con la
complementaciéon de los genes endogenos de A. thaliana, AtCCZIA o AtCCZIB, sobre la
doble mutante (Ebine et al., 2014), al igual que en distintos mutantes para genes que codifican
proteinas con actividad GEF, y que presentan desarrollo defectuoso. Tal es el caso de GNOM
o algunos miembros de la familia BIG, ambas proteinas con actividad GEF sobre ARF-
GTPasas (Mayer et al., 1993, Geldner et al., 2003, Kitakura et al., 2017; Xue et al., 2019), o de
VPS9, una proteina GEF especifica de plantas activadora de Rab-GTPasa cuyos miembros son
de la familia RabF (Goh et al., 2007). En ese contexto, SchMONI y SchCCZI son capaces de
restaurar el trafico vesicular que median sus homologos presentes en A. thaliana.

A nivel subcelular, se evidencié la reduccion de la tasa endocitica en células
radiculares de las mutantes de 4. thaliana monl-1y cczla/b, la cual también fue rescatada en
ambos genotipos mediante la expresion de SchMONI y SchCCZI, respectivamente (Figura
7B, 8B). Esto indicaria la participacion de ambas proteinas en el mecanismo de internacion de
FM4-64, y eventualmente en el proceso de intercambio RabF-RabG y de la maduracién de los

endosomas en A. thaliana (Ebine et al., 2014). Efectos similares han sido observados en
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plantas mutantes ehdl, al verse recuperada la tasa de internaciéon del indicador FM4-64
mediante la sobreexpresion de EHDI, un gen que codifica para una proteina que reside en
endosomas maduros junto a FYVE (Bar et al., 2013). Interesantemente, la proteina FYVE,
miembro del complejo ESCRT, media la formacién de vesiculas luminales durante la
formacion del LE, mecanismo que estd intimamente relacionado con el intercambio RabF-
RabG mediada por el complejo MON1/CCZ1 (Paul, et al., 2014; Gao et al., 2014).

Considerando que el paso de RabF a RabG mediado por el complejo MON1/CCZ1
ocurre sobre endosomas maduros, la localizacion subcelular de SchMONI1 y SchCCZ1 fue
evaluada utilizando diversos marcadores subcelulares de la ruta endocitica y pre-vacuolar,
permitiendo dar cuenta del amplio rango de accion de ambas proteinas (Figura 9). SChMON1
ademas de evidenciar localizacion en el LE con RabG3f en células radiculares de A. thaliana,
presentd localizacion en el EE con la RabGTPasas de la familia RabF, RHA1, relacionandose
con la potencial capacidad efectora que tendria sobre esta ultima. Previamente, ha sido
demostrada la co-localizacion entre RabG3e (homologo de RabG3f) y RHA1 en una sub-
poblacion de endosomas (Cui et al., 2014), de manera que SChMONT1 podria estar mediando el
proceso de intercambio de ambas proteinas de A. thaliana (Figura 9A). También ha sido
evidenciada la co-localizacion entre ARA7 y RabG3f en protoplastos de 4. thaliana, como
también la de ARA6 y MONI, relacionando ademas la actividad GEF del complejo
MONI1/CCZ1 con la CIE (Ueda, et al., 2001; Singh et al., 2014; Baral et al., 2015a).
Interesantemente, RHA1 co-localiza con FM4-64 (Ueda et al., 2004), conectado a SChMON1
con la ruta de CME, lo cual fue confirmado al evidenciarse en este trabajo la co-localizacion
parcial entre el marcador de MP, PIP1-4, y el indicador de TGN, VTI12. No obstante,
AtMONI a diferencia de SChAMONI, no presenta localizacion en la MP (Ebine et al., 2014), lo
cual podria deberse a factores asociados con la afinidad de acoplamiento o interaccion con las
distintas RabGTPasas de A. thaliana. Ademas, un nimero importante de diferencias a nivel de
aminodcidos que se evidencian entre ambas proteinas en dominios cuyas funciones aun son
desconocidas (Figura 5), lo cual deberia ser investigado con mayor detalle.

Por su parte, la localizacion de SchCCZ1 en células radiculares de A. thaliana se
encuentra limitada principalmente entre la EE y el LE, co-localizando con RHA1 y RabG3f,
coincidiendo con la localizacion de SChMONI1 y con lo reportado con su homologo AtCCZla

(Ebine et al., 2014). Esto sugiere que SchCCZ1 y SchMONI1 tendrian la potencial capacidad
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de actuar sobre el trafico pre-vacuolar y en el mecanismo de intercambio RabF-RabG sobre

los LE en células radiculares de 4. thaliana.

IV.3 El promotor pRaiz mantiene su patron de expresion y especificidad radicular frente
a estrés salino y acido abscisico, siendo el candidato mas adecuado para dirigir la

expresion de SchMONI1 'y SchCCZ1 en Arabidopsis thaliana.

Los promotores constituyen una seccion de ADN que determina el apropiado patrén de
expresion de los genes a nivel espacial y temporal (Porto et al., 2014). Recurrentemente los
elementos basicos de esta secuencia regulatoria se encuentran hasta 2000 pb rio arriba del sitio
de inicio de la transcripcioén, no obstante, pequefias secciones son suficientes para regular la
expresion de un gen (Potenza et al., 2014). Por ejemplo, el promotor 35S proveniente del virus
del mosaico de la coliflor, utilizado de manera extensiva para fuerte y constitutiva expresion
de transgenes en especies dicotiledoneas, posee un largo de 345 pb (Bhullar et al., 2007); el
promotor constitutivo UBI-1, utilizado en monocotiledoneas, contiene 899 pb del promotor
total del gen Ubiquitina-1 de Zea mays (Christensen & Quail, 1996); o una seccion del
promotor del gen A#SCPL30 de 456 pb de largo es suficiente para dirigir la expresion
constitutiva de un transgen en A. thaliana, incluso a niveles similares al promotor 35S (Jiang
et al., 2018). No obstante, a pesar de su amplio uso en investigacion, no es siempre deseable
para la aplicacion biotecnoldgica el uso de promotores fuertes, ya que esta resulta en una carga
metabolica alta, que puede derivar en efectos toxicos debido la acumulacion de grandes
cantidades de proteina o por producir el silenciamiento génico basado en homologia de
secuencia (Amack & Antunes 2020).

Durante los tltimos 20 afios, diversas secuencias capaces de dirigir la expresion de
genes de una manera especifica han sido identificadas en plantas. El objetivo ha sido
caracterizar nuevos promotores con potencial uso en biotecnologia de cultivos, especialmente
para la produccion de proteinas especificas bajo condiciones de estrés. En ese sentido, se han
evaluado distintos promotores inducibles entre los cuales se encuentran: el promotor de
RD294 de A. thaliana (Behnam et al., 2006); el de ZO3-11, RD294, o Rabl16A en Oryza
sativa (Peethambaran et al., 2018; Ganguly et al., 2011; Datta et al., 2012); el de Zmap o
ZmMYB30 de Zea mayz (Jin et al., 2019; Luo et al., 2020), o el promotor p270 del
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retrotransposon TCLI.1 de S. chilense (Salazar et al., 2007), entre otros. Otro grupo de
promotores es aquel expresado de manera especifica en determinados tejidos u drganos
vegetales, como por ejemplo el promotor de TobRB7 en raices de Nicotiana tabacum
(Yamamoto et al., 1991); el de SK2 en pistilos de Solanum tuberosum (Ficker et al., 1997); el
de beta-faseolina en semillas de Pisum sativum (Chandrasekharan et al., 2003); o el de una
UDP-glicosiltransferasa en células radiculares en 4. thaliana (UGT, Atl1g73160; Vijaybhaskar
et al., 2008). Interesantemente, este Gltimo grupo de promotores tiene un potencial uso, atin no
explorado, relacionado con la capacidad que pueden ofrecer para incrementar de la tolerancia
a estrés abiotico y, en particular, frente a estrés salino. En este sentido, se ha evidenciado que
la expresion radicular del gen TmHKTI;4-A2, localizado en un locus denominado Nax/
presente en trigo, es capaz de contribuir en la prevenciéon de la transferencia de iones Na"
hacia tejido verde, y al incremento de su tolerancia (Tounsi et al., 2016; Tounsi et al., 2018).
Entre los promotores caracterizados en A. thaliana como, por ejemplo, pPHTI
(Koyama et al., 2005), pAt2g18140 (Kakrana et al., 2017) y pTPS (Chen et al., 2004), destaca
el promotor de pUGT (pRaiz) de 418 pb de largo, el cual es capaz de dirigir la expresion GUS
particularmente en tejido cortical, endodermis y tejidos vasculares de la raiz (Vijaybhaskar et
al., 2008). Justamente, estos tejidos radiculares son poco eficientes en su capacidad para
acumular Na', en comparacién a lo observado en células epidérmicas, lo cual ha sido
reportado ampliamente en especies o genotipos sensibles, entre ellos, la misma planta modelo
A. thaliana (Munns & Tester, 2008), por lo que resultan ser blancos interesantes para su
mejoramiento e incremento de la tolerancia a estrés salino (Chen et al., 2018). Considerando
que el promotor pRaiz no habia sido analizado en el contexto del estrés abidtico, fue
previamente evaluado en este trabajo de tesis su comportamiento frente a estrés salino y ABA.
Al respecto, se evidencid no ser afectado por la aplicacion de ninglin tratamiento (Figura 10),
lo cual fue confirmado mediante andlisis de RT-qPCR (Figura S4). Por este motivo, la
estrategia se centrd en evaluar los efectos fenotipicos, subcelulares y moleculares de la
expresion radicular dirigida por pRaiz, en conjunto y de manera individual, de SchMONI y

SchCCZ1, en plantas de A. thaliana sometidas a estrés salino.

88



IV.4 La expresion y co-expresion radicular de SchMONI y SchCCZI le confiere a
Arabidopsis thaliana tolerancia a estrés salino e incrementada insensibilidad a acido

abscisico.

El estrés salino representa un complejo escenario de respuestas fisiologicas, celulares y
moleculares para hacer frente al estrés osmatico, idnico y oxidativo de manera coordinada en
toda la planta (Zhu, 2000). Particularmente, 4. thaliana, una especie glicofita, responde
rapidamente al estrés reduciendo su crecimiento, al provocar el cierre de estomas e inhibir la
expansion celular (Isayenkov & Maathuis, 2019). En ese sentido, diversas investigaciones han
demostrado que, a niveles moderados de estrés salino, 4. thaliana presenta una evidente
sensibilidad (Moller & Teste, 2007). Esto es claramente observado en nuestros resultados, con
la significativa inhibicion del desarrollo de sus raices (genotipo WT) expuestas a condiciones
de 50, 75 o0 100 mM de NaCl (Figura 11A), efecto que se deben a cambios en la arquitectura
y anatomia de la raiz, incluyendo la reduccion de la division celular, mecanismo finamente
regulado a nivel transcripcional (Jiang et al., 2016). En ese contexto, al cuantificar el largo de
raiz de los genotipos transgénicos de A. thaliana que expresan y co-expresan a SchMONI y
SchCCZ]I se evidencid claramente el incremento en la tolerancia a estrés salino (Figura 11A,
11B). Esto corresponderia al primer analisis en el que proteinas con actividad Rab-GEF estan
involucradas en la capacidad de tolerancia a estrés salino en plantas. Efectos similares, en esta
misma linea, han sido observados al expresar o sobre-expresar genes cuyas proteinas se
encuentran asociadas a mecanismos similares, etapas y/o rutas del trafico vesicular, en las que
se incluye RabGTPasas como OsRab7 en O. sativa (Peng et al., 2014), PgRab7 de Pennisetum
glaucum en A. thaliana (Agarwal et al., 2008), 0 ARA6 en A. thaliana (Yin et al., 2017); las
proteinas SNARE AtSFTI2 en A. thaliana (Tarte et al., 2015), ShSLSP de Salicornia
brachiata en N. tabacum (Singh et al., 2016), o GsSNAP33 de Glycine soja de en A. thaliana
(Nisa et al., 2017); o la proteina GDI SchRabGDII de S. chilense en A. thaliana (San Martin et
al., 2017). Estos antecedentes confirman que la expresion o co-expresion radicular de
SchMONI1 y SchCCZI de S. chilense es capaz de incrementar la tolerancia a estrés salino
moderado a plantas de A. thaliana. Por otra parte, la simultanea expresion radicular de
SchMON1 y SchCCZI en este trabajo provoco un grado intermedio de la tolerancia a estrés

salino de A. thaliana, en comparacion con los genotipos transgénicos de expresion individual
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(Figura 11). Resultados similares han sido reportados con la co-sobreexpresion de GhSODI y
GhAPXI en plantas de Gossypium hirsutum (Luo et al., 2013) o co-expresion de AtAVPI y
AtNHXI1 de A. thaliana en Glycine max (Nguyen et al., 2019). No obstante, en este caso, es
probable que la presencia de SchCCZI, el cual otorga menor tolerancia al ser expresado
individualmente, esté disminuyendo los efectos de los mecanismos que, por su sola presencia,
SchMONI dirige en A. thaliana.

Considerando la mayor capacidad de tolerancia al estrés salino de las lineas
transgénicas, fue evaluada la respuesta molecular frente al estrés salino analizandose el
comportamiento transcripcional de los genes marcadores en estrés AtRD22, AtRD294 y
AtRabl8. Sorprendentemente, la expresion de AtRD294 y AtRD22 en los genotipos
transgénicos tolerantes fue inducida con menor intensidad que en WT, e incluso reprimida en
el caso de Rabi8. El patrén de expresion de estos genes es una evidencia de la activacion de
programas genéticos mediados por ABA, y dan cuenta de la capacidad de adaptacion de las
plantas para tolerar el estrés. Particularmente, tanto RD22 como RD294 son genes activados
por las vias dependiente e independiente de ABA, mientras que la expresion de Rabl$8
depende casi exclusivamente de la ruta dependiente de esta hormona (Lee et al., 2016; Msanne
et al., 2011; Nylander et al., 2001). Los andlisis muestran que en plantas WT, el numero de
transcritos de los genes AtRD22, AtRD294 y AtRabl8 fue claramente incrementado durante
estrés salino 75 mM, lo cual se correlaciona con lo observado en diversos ejemplos (Figura
12) (Tuteja, 2007; Jia et al., 2012). No obstante, este inesperado comportamiento en los
genotipos transgénicos ha sido reportado previamente en plantas de A. thaliana tolerantes a
estrés salino que sobre-expresan a OsPP2C, una fosfatasa de O. sativa reguladora negativa de
la sefializacion y percepcion por ABA (Singh et al., 2015); también en plantas que sobre-
expresan a AtRHI17, ARN helicasa DEAD-box (Nguyen et al., 2018); en mutantes knockout
rd29a y rd29b, cuyas raices exhiben un largo superior al de plantas WT durante condiciones
de estrés salino 50 mM (Msanne et al., 2011); y en la mutante abi4, la cual presenta también
insensibilidad a ABA (Shkolnik-Inbar et al., 2013). En este sentido, la expresién y co-
expresion radicular de los genes SchMONI1 y SchCCZI en los genotipos transgénicos, ademas
de incrementar la tolerancia a estrés salino, estarian modulando negativamente la respuesta

frente a ABA.
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Las plantas SchMONI y SchMONI1/SchCCZI efectivamente evidenciaron una
reduccion de la sensibilidad frente ABA exdgeno (Figura 13), siendo coherente con la
sobreexpresion de miembros de la familia RAN-GTPasa, entre ellas RANI, asociada con el
movimiento niicleo-citoplasmatico de proteinas, la cual reduce la sensibilidad a ABA, y a la
vez incrementa la tolerancia a estrés salino (Xu et al., 2016). También se correlaciona con lo
evidenciado en plantas de A. thaliana que sobreexpresan la anexina AnnBj2 de Brassica
juncea (Ahmed et al., 2017), la fosfatasa OsPP2C de O. sativa (Singh et al., 2015), o el factor
de transcripcion PeWRKY 83 de Phyllostachys edulis (Wu et al., 2017). Interesantemente, una
familia de proteinas con actividad GEF sobre ROP-GTPasas, involucradas en la transduccion
de sefiales externas (Feiguelman et al., 2018), entre ellas ROPGEF y ROPGEF4, evidenci6 la
capacidad de reducir la sensibilidad a ABA, al regular negativamente su percepcion mediante
la estabilizacion del complejo PP2C-ROP cuando es sobre-expresada constitutivamente (Li et
al., 2016). Sin embargo, la sobreexpresion de ROPGEFI promueve el incremento de la
apertura de los estomas en sus hojas, afectando de manera negativa la tolerancia a estrés
abidtico de plantas transgénicas (Li & Liu, 2012). Probablemente, solo su expresion radicular
hubiese permitido el incremento de la tolerancia. En el caso de SchMONI1 y SchCCZ1, ambas
favorecen la modulacion negativa de la respuesta frente a ABA. Esto es coherente con las
evidencias relacionadas con el estudio de FREE1, un componente del complejo ESCRT
esencial en la biogénesis y maduracion de los MVB, el cual juega un rol adicional en la
inhibicion de la sefial dirigida por ABA. No obstante, en este caso la sobreexpresion de
FREEI provoca la reduccion en la tolerancia a estrés salino (Pan et al., 2020). Por el contrario,
VPS23a, otro componente del complejo ESCRT-I, es capaz de interactuar con receptores de
ABA del tipo PYL en los MVB y mediar su movilizaciéon y degradaciéon en la vacuola,
atenuando la percepcion de ABA durante estrés por sequia (Yu et al., 2016). En esta misma
linea, VPS23a también interactia con proteinas SOS2, participando en la mantencion de la
tolerancia a estrés salino (Lou et al., 2020). La diferencia observada en ambos casos, a pesar
de ser elementos que participan de la misma de via de trafico vesicular, incluso del mismo
complejo proteico, revela una fina regulacion entre los mecanismos moduladores de tolerancia
a sal y de la percepcion intracelular de ABA. En esta misma linea, distintas proteinas Rab-
GTPasas mutadas en estado “siempre activas”, como OsRabl1 o ARA6, simulando la accion

del complejo GEF, son capaces de conferir tolerancia a estrés salino y reducir la sensibilidad
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frente a la aplicacion de ABA de una manera similar a lo evidenciado en este trabajo de tesis
(Chen & Heo, 2018; Ueda et al, 2001). Todos estos antecedentes sugieren que MON1/CCZ1
estaria jugando un rol relevante en una interseccion de sefiales intracelulares y ambientales

altamente compleja durante el estrés por sal.

IV.S La endocitosis es modulada positivamente en las raices de los genotipos

transgénicos.

Durante el estrés salino, las células epidérmicas de la raiz de A. thaliana comienzan
rapidamente a evitar la entrada de Na', a incrementar su salida y a compartimentarlo en la
vacuola (Figura 1). Del mismo modo actian las células de los tejidos corticales y
endodérmicos, aunque con reducida eficiencia (Munns & Tester, 2008). Al mismo tiempo, en
cada uno de estos tejidos radiculares, la endocitosis, como el trafico de vesiculas, juega un rol
fundamental en la movilizaciéon de proteinas, lipidos y otras particulas entre los distintos
organelos, para hacer frente al dafio provocado por el estrés. De acuerdo con lo observado, los
genotipos transgénicos tolerantes de A. thaliana SchMONI, SchCCZ1 y SchMON1/SchCCZI,
evidenciaron un incremento superior de la endocitosis respecto de plantas WT en condiciones
normales y estresantes, cuantificada mediante la tasa de internacion del indicador lipofilico
FM4-64 (Figura 14). Este efecto fue coincidente con lo observado en plantas de A. thaliana
tolerantes a estrés salino que sobre-expresan a la Rab-GTPasa AtRabG3e (Mazel et al., 2004),
0 SchRabGDII (San Martin-Davison et al, 2017), y en plantas de O. sativa que sobre-expresan
a OsRab7 (Peng et al., 2014). También se relaciona con el incremento de la tolerancia a otros
tipos de estrés como, por ejemplo, frente a frio cuando es expresada la proteina APYRASE?2 de
Populus trichocarpa en plantas de A. thaliana (Deng et al., 2015). En ese contexto, se
confirma el positivo involucramiento de SchMONI y SchCCZI en la endocitosis de A.
thaliana. En esta misma linea, FM4-64 es un indicador de la CME en células radiculares, que
cuando incrementa su internacion se asocia a una remocion superior de los canales de agua,
aquaporinas, basicamente para evitar la pérdida de agua y facilitar la mantencion del equilibrio
del potencial hidrico intracelular durante el estrés. Respecto de esto, se ha evidenciado que la
CME modula de la internaciéon de aquaporinas PIP2, siendo esto un mecanismo basal de

tolerancia frente al estrés salino (Ueda et al., 2016). Cabe sefialar también, que por esta misma
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via endocitica, transportadores de Na’' como los canales HKTs o AKTs podrian ser
endocitados, lo cual ha sido reportado para transportadores BOR-1 y AMT1;3 durante el
exceso de boro y amonio, respectivamente (Takano et al., 2005). No obstante, no hay reportes
que confirmen esta hipétesis en el caso de los transportadores de Na'.

Para entregar mayores antecedentes que expliquen el incremento de la tasa endocitica
en los genotipos tolerantes en condiciones normales, resultd interesante evaluar el perfil
transcripcional de los genes que codifican para AtMONI, AtCCZla/b y AtRabG3f de A.
thaliana (Figura 15, 16). La evaluacion del comportamiento de estos genes evidencid una
relacion positiva entre la induccion transcripcional de estos genes y el aumento de la tasa de
internaciéon de FM4-64, incrementada por el s6lo efecto de la expresion de SchMONI y/o
SchCCZ1, debido probablemente por una mayor presencia del complejo GEF en los genotipos
transgénicos capaces de activar los mecanismos de trafico vesicular. Esto seria coherente con
ensayos de actividad realizados entre MON1/CCZ1 y RabG3f, que han concluido que la
cantidad de proteina activada dependeria proporcionalmente de la cantidad de complejos GEF
formados (Cui et al., 2014). De la misma manera, la induccion de la expresion de RabG3f en
los genotipos transgénicos sugiere una mayor presencia de RabGTPasas para ser activadas vy,
por ende, una tasa endocitica superior. Lo anterior ha sido confirmado en trabajos en que se
han evaluado la expresion o sobreexpresion genes de esta familia, como RabG3e, en
condiciones normales, con niveles significativamente mayores de internacion de FM4-64
respecto de genotipos silvestres (Mazel et al., 2004).

En condiciones de estrés salino, células radiculares de plantas WT, evidenciaron un
incremento cercano al ~70% de la tasa endocitica, mientras que en los genotipos transgénicos
superaron el ~150%, lo cual seria resultado de la suma entre la endocitosis inducida tanto por
el transgen, como por el estrés salino (Figura 14C). Esto es consecuente con el incremento de
la internacion de FM4-64 en células radiculares de plantas de A. thaliana que sobre-expresan a
APYRASE?2 durante condiciones normales (Deng et al., 2015), o con el incremento de la
internacion de del transportador PIN2-Venus durante estrés salino (Galvan-Ampudia et al.,
2013). También se relaciona con que FM4-64 es utilizado como un trazador de la endocitosis
en masa en A. thaliana (Baral et al., 2015a). Lo anterior ha sido observado en plantas mutantes

pip5k2 sensibles a estrés salino que, al sobre-expresar a PIP5K2, son capaces recuperar tanto
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la endocitosis en masa, indicada con FM4-64, como su capacidad de tolerancia a estrés salino
(Mei, 2014).

Para indagar en las razones del incremento de la tasa endocitica en condiciones de
estrés salino fue analizado el comportamiento transcripcional de genes de A. thaliana que
participan del trafico vesicular: AtMONI, AtCCZla, AtCCZ1b y AtRabG3f. Respecto de ellos
se evidencid que AtMONI no presentd variaciones en sus niveles de expresion, de manera que
evidencia una relacion con el importante incremento de la endocitosis inducida por el estrés en
los genotipos transgénicos. Esto es coherente con diversos trabajos que han sefialado que su
expresion es altamente estable en plantas de A. thaliana sometidas a 100 mM o 125 mM de
NaCl, llegando a ser utilizado incluso como gen de referencia para ensayos de RT-qPCR
(Sutka et al., 2011; Ueda et al., 2019). Lo mismo ocurrié6 con AtCCZIb, cuyo patréon de
expresion no vari6 significativamente. No obstante, el incremento significativo de la expresion
de AtCCZla y AtRabG3f en raices de los genotipos transgénicos, especialmente en el genotipo
SchMON1, se relaciona positivamente con el incremento superior de la tasa endocitica en
estrés salino.

La dinamica de internacion el indicador FM4-64 también ha revelado la presencia de
grandes estructuras al interior de las células radiculares del genotipo SChAMONI. Al someter a
estas plantas al tratamiento con BFA se evidencio que correspondian a LE (Figura 14D). La
ausencia de estas estructuras en los dos genotipos transgénicos restantes indicaria que solo la
expresion individual de SchMONI seria capaz de afectar la morfologia del LE. Esto
probablemente se relacionaria con el rol que posee MON1 como efector de RabGTPasas de la
familia RabF, especialmente para dirigir la fusion de EE en el LE (Cui et al., 2014).
Estructuras similares, en forma de anillo, han sido visualizadas en protoplastos de A4. thaliana
que sobre-expresaban la RabGTPasa de la familia Rab5 ARA6-GFP (Ueda et al., 2001). En
este sentido, es probable que en el genotipo de co-expresion, la formacion de nuevos o mas
complejos GEF le estaria otorgando continuidad al proceso de intercambio entre Rab5-Rab7,
reduciendo el tamafo de estas estructuras. No obstante, la presencia de las grandes endosomas
podria estar involucrada en el incremento de la tolerancia a estrés salino del genotipo
SchMONI1, pero para definirlo se requieren mayores evidencias relacionadas con su

ultraestructura y otras caracteristicas funcionales.
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IV.6 Reduccion del contenido de H,O, en raices y cambios en la expresion de genes
involucrados en mecanismos detoxificadores de ROS son evidenciados en los genotipos

transgénicos.

Frente a estrés abiotico, una de las respuestas mas frecuentes es la generacion de ROS
(Choudhary et al., 2019). Sus principales fuentes son organelos como cloroplastos,
peroxisomas y mitocondrias, no obstante, se han identificado proteinas de membrana NADPH
oxidasas que sobre-reaccionan rapidamente frente a estrés, especialmente el salino, generando
grandes cantidades de ROS en el apoplasma y citoplasma (Leshem et al. 2006). En primera
instancia, ROS actia en mecanismos de sefializacién secundario, jugando un rol central en la
activacion de la endocitosis, principalmente en la de caracter masiva (Martiniere, 2019). En
ese sentido, los resultados revelaron que los genotipos transgénicos, que poseen mayor tasa de
internacion de FM4-64, también poseen una menor cantidad de H,O, en sus raices (Figura
17), sugiriendo que, en ellos, la endocitosis actuaria como mecanismo protector frente a ROS.
Esto es coherente con los resultados obtenidos por Mazel et al. (2004), quien evidencié una
menor produccion de ROS en raices de plantas tolerantes de A. thaliana que sobre-expresaban
a AtRabG3e y poseian a la vez una mayor tasa endocitica.

Interesantemente, en los genotipos transgénicos, luego de estar sometidos por 48 h a
estrés salino, se evidencio la colocalizacion entre los marcadores FM4-64 y DCF, confirmando
la presencia de H,O, en endosomas (Figural8). Esto es coherente con lo evidenciado en
plantas de A. thaliana que evitan la fusion de vesiculas contenedoras de ROS, lo cual
permitiria retenerlo, mantener por mayor tiempo la integridad y viabilidad de la célula, e
incrementar la tolerancia a estrés salino (Leshem et al, 2006). En este mismo sentido, diversos
trabajos han demostrado que el H,O,, producido a partir de superéxido de manera espontanea
o via enzimatica, es capaz de ingresar desde el apoplasto al citoplasma via transportadores
(Aquaporinas) o endosomas que permitirdn su compartimentaciéon y la reduccion de sus
efectos (Golani et al, 2013). Probablemente los endosomas que ingresan podrian contener
NADPH oxidasas que contintan produciendo ROS en el lumen de los endosomas, los cuales,
con posterioridad, son movilizados a la vacuola para depositar su contenido (Baral et al.,
2015b). Por el contrario, en plantas WT se evidencid que ambos indicadores no colocalizaban,

sugiriendo que, probablemente, la produccion de ROS estaria centrada en otros organelos,
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tales como mitocondrias. Esto se relaciona con lo evidenciado en estados prologados de estrés
salino, en donde la cadena transportadora de electrones ha sido dafiada y se ha dado inicio a
los mecanismos de muerte celular programada (Leshem et al., 2007), lo cual es coherente con
lo visualizado en plantas WT y su sensibilidad a estrés salino.

Durante el estrés salino, el sistema reductor de ROS busca mantener la homeostasis
celular para permitir la continuidad de los procesos metabolicos basicos de la planta. Este
sistema incluye mecanismos enzimaticos y no-enzimatico que buscan disminuir el exceso de
metabolitos oxidantes en los diversos sectores de la célula (Ahmad et al., 2010; Choudhary et
al., 2019). Para indagar en ellos, fue evaluado el patron de expresion de genes relacionados
con el sistema enzimatico basado en superoxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa
(APX) y catalasas (CAT), y con el no enzimatico basado en flavonoides. Respecto del
primero, fue posible evidenciar que el comportamiento transcripcional de AtSOD, AtAPXS,
AtCATI y AtCAT3 en plantas silvestres (Figura 19) concuerda con lo evidenciado en diversas
investigaciones, en donde, por ejemplo, APX/ no presenta una induccion significativa
(Nguyen et al., 2017), y las catalasas CATI y CAT3, evidencian patrones de induccion
significativamente superiores respecto de condiciones control (Sagor et al., 2016). Respecto de
los genotipos transgénicos, se evidenciaron cambios positivos en el perfil transcripcional de
los genes AtSODI y AtAPXS y negativos para ambas catalasas (Figura 19A). Esto es
coincidente con el efecto observable en plantas de arroz tolerantes a estrés salino que sobre-
expresan a un factor de transcripcion bZIP, en donde se observo una evidente reduccion de la
expresion y actividad de las catalasas y una induccion e incremento importante de la actividad
de SOD y APX, lo que también va acompafiado, interesantemente, de la insensibilidad frente a
ABA (Das et al., 2019). En este sentido, se ha evidenciado que en plantas de A. thaliana
insensibles a esta fitohormona, los niveles de expresion de SOD y APX se ven incrementados
(Yang et al., 2019). Esto sugiere, que la capacidad de evitar el exceso de ROS en las raices de
estos genotipos durante estrés salino es mediante la reduccion de H,O,, dirigida por el sistema
enzimatico basado en APX, lo cual puede ser de una manera independiente de ABA. En tal
escenario, es destacable que el genotipo SChMONI1 presentara mayor expresion de ambos
genes (AtSOD1 y AtAPXS) en la medida que también posee mayor endocitosis, tolerancia a

estrés salino e insensibilidad a ABA.
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Respecto del comportamiento transcripcional de genes de sistema no enzimatico, fue
evaluado el patron de expresion de genes estructurales de la familia de flavonoides, tales como
AtCHS, que da inicio a todo el proceso de biosintesis; A¢FLS, permite drenar la via hacia la
biosintesis de flavonoles en hojas y raices; At2LDOX participa en la biosintesis de antocianinas
en hojas; y A¢TT12 actia como un transportador de tonoplasto para el almacenamiento
vacuolar (Biala & Jasinski, 2018). Segun los resultados obtenidos, s6lo la expresion de AtCHS
y AtFLS fue inducida, aunque débilmente, en raices de plantas silvestres por el efecto del
estrés salino, mientras que la expresion de A¢/LDOX no fue detectada y la de At7T7T12 se vid
fuertemente inhibida (Figura 19B). Este efecto es coincidente con lo observado previamente
por Li et al. (2019), quienes evidenciaron la induccion de AtCHS y AtFLS durante estrés
salino. Sin embargo, esto contrasta con lo evidenciado en los genotipos transgénicos, en donde
la expresion de ambos genes, aunque incrementadas, fueron significativamente menores a lo
observado en plantas WT, en especial en el genotipo ScChCCZ]1. Estos resultados confirmarian
que la expresion y co-expresion radicular de los transgenes provoca efectos negativos en el
comportamiento transcripcional de los genes asociados a la biosintesis de flavonoides. Lo
anterior es coherente con lo reportado en genotipos tolerantes a estrés salino de O. sativa, en
los cuales no se observo cambios en el patron de expresion de esta familia de genes cuando las
plantas fueron sometidas a estrés salino, versus genotipos sensibles, en donde hubo fuerte
expresion de una importante cantidad de genes relacionados (Walia et al., 2005).
Interesantemente, esto contrasta con lo observado en plantas con incrementado contenido de
flavonoides, producto de la sobreexpresion de genes que participan en su biosintesis, y que
presentaron mayor capacidad de tolerancia a estrés salino (Chen et al, 2019). Se ha
evidenciado que la sobreexpresion de AtCHS, pero no asi la sobreexpresion de FLSI,
aportarian a esta capacidad (Nguyen et al., 2016). Respecto de esto, la comunidad cientifica se
encuentra en una amplia discusioén (Saini et al., 2017; Bielach et al., 2017), ya que se ha
documentado ampliamente el rol de modulador negativo de algunos flavonoides, en especial
de los flavonoles, en el transporte de auxinas, las cuales a su vez son reconocidos reguladores
del trafico vesicular (Brown et al., 2001; Peer & Murphy, 2007; Peer et al., 2011). El
transporte polar de auxinas juega un rol critico en la regulacion del crecimiento vegetal, de
manera que la apropiada expresion y distribucion de las proteinas implicadas en su

movilizacion, a nivel intracelular y en la MP, son determinantes de la morfologia y elongacion
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celular, especialmente en raices (Bielach et al., 2017). En ese sentido, un adecuado contenido
de flavonoides permite mantener el correcto funcionamiento de las sefiales internas que las
auxinas, junto a citoquininas y ROS, integran para controlan los mecanismos asociados con
proliferacion celular y el crecimiento de las raices en el contexto del estrés abidtico (Silva-
Navas et al.,, 2016). Por estas razones, los resultados sugieren que la tolerancia de los
genotipos transgénicos podria estar definida, en parte, por un adecuado balance entre la
respuesta subcelular frente al estrés abidtico y la regulacion hormonal, permitiéndole a estas

plantas mantener funcionando mecanismos asociados en el crecimiento y desarrollo de la raiz.

IV.7 Vacuolas de células radiculares de genotipos transgénicos tienen aumentada la
capacidad para compartimentar Na’ producto del incremento de la endocitosis, la

autofagia y la expresion de AtNHXI.

La vacuola es un organelo versatil que asume diversas funciones en plantas. En raices
su participacion se centra principalmente en actividades de reciclaje, detoxificacion, defensa, y
almacenamiento (Zhang et al., 2014). Para lograr realizar estas funciones, como mantener de
manera efectiva la actividad de enzimas y metabolitos localizados en su interior, el pH de la
vacuola es particularmente bajo respecto del resto de los organelos en la célula (Shen et al.,
2013). El mecanismo de acidificacion de la vacuola radicular por dos diferentes tipos de
bombas de protones: las V-H'-ATPasas y las H -pirofosfatasas. Durante el estrés salino, ha
sido bien documentado, que el incremento de la actividad de las V-H'-ATPasas provee la
fuerza impulsora de los intercambiadores de cation Na'/H", como NHXI, en la medida en que
se presente una mayor disponibilidad de protones al interior de la vacuola (Sze & Chanroj,
2018). No obstante, esto se ve negativamente afectado por el incremento de la basicidad
vacuolar, producto del ROS inducido por el estrés salino (Leshem et al., 2007). En ese
contexto, se planted que la reduccion del estrés oxidativo incidiria positivamente sobre la
acidificacion de la vacuola de los genotipos transgénicos (Luo et al., 2017). De esta manera,
utilizando Lysotracker se identificaron estructuras acidas al incrementarse significativamente
la intensidad de su fluorescencia (Mitou et al., 2009). Los resultados evidenciaron que los tres
genotipos transgénicos presentaban un nimero mayor de estructuras acidas respecto del WT

(Figura 20). Este resultado es coherente con lo evidenciado por Baral et al. (2015a), cuyas
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raices de plantas WT incrementaban la presencia de compartimentos acidos, no asi en plantas
con reducida endocitosis. Por otra parte, los resultados también son consistentes con la mayor
actividad de la Rab-GTPasa RabG3b y el principal regulador de la autofagia en plantas,
ATGB8a, ya que Lysotracker es un buen indicador de este tipo de actividad. Mediante
microscopia confocal fue determinada la colocalizacion de ambas proteinas, sugiriendo el rol
de familia RabG en la regulacion del trafico y fusion de autofagosomas con el tonoplasto
(Kwon et al., 2013). Otros antecedentes confirman que la sobreexpresion de genes de la
familia ATG favorece el incremento de la intensidad y el nimero de cuerpos Lysotracker que
colocalizan con las proteinas ATG, la acumulacién de Na™ vacuolar y la tolerancia a estrés
salino (Luo et al., 2017). En ese sentido, el incremento de la tolerancia evidenciada por los
genotipos transgénicos se deberia al aumento de la actividad autofagica e incremento de la
acidez vacuolar de sus células radiculares.

Para verificar el efecto del incremento de la acidez de los compartimentos vacuolares
sobre la capacidad para compartimentar Na® de los genotipos transgénicos, sus vacuolas
fueron marcadas con el indicador de Na" Sodium-Green. Los resultados evidenciaron que
ellas, en especial las presentes en células de tejidos corticales y endodérmicos, presentaron
mayor intensidad del indicador (Figura 21). Esto es coherente con lo evidenciado en plantas
de A. thaliana tolerantes a estrés salino que expresan genes asociados a trafico vesicular como
AtRabG3e, AtATGS o AtSFTI2, en las que se observa mayor intensidad del indicador (Mazel
et al., 2004; Tarte et al., 2015; Luo et al., 2017). Interesantemente, cuando la raiz se ve
enfrentada a condiciones de estrés salino, sus células utilizan diversas estrategias para reducir
la presencia de Na' en el citoplasma. A las conocidas, el trafico vesicular ha sido
recientemente asociado con la capacidad de su compartimentacion vacuolar, aunque los
mecanismos no han sido bien definidos (Mazel et al., 2004; Tarte et al., 2015). Al respecto,
surgen dos posibles hipotesis: primero, que la presencia de nuevos y mas transportadores de
Na'" de tonoplasto, producto de su induccién transcripcional, favorezca su secuestro en la
vacuola o, segundo, que debido a una incrementada endocitosis se contribuya con la
internacion de liquido extracelular con altas concentraciones de Na". Respecto de la primera
hipotesis, fue evaluada la expresion de AtNHXI (Figura 22). En los tres genotipos
transgénicos se evidenci6 la induccion de la expresion transcripcional de este gen, en especial

en el genotipo SChMONI, lo cual se relaciona con lo observado en otros genotipos tolerantes a

99



estrés salino que tienen incrementada expresion de este tipo de intercambiadores vacuolares
(Sottosanto et al., 2007). Respecto de la segunda hipdtesis, recientes antecedentes, utilizando
cultivos celulares de A. thaliana, han demostraron que el Na™ es posible captarlo desde el
apoplasto o el medio extra-celular via endocitosis y proveer un transporte directo hacia la
vacuola, evitando su entrada y acumulacion en el citoplasma (Orlova et al., 2019). Justamente,
en genotipos tolerantes a estrés salino de plantas de aji habanero, a diferencia de lo observado
en genotipos sensibles, ha sido posible observar estructuras endosomales ricas en Na', las
cuales eventualmente se fusionan con la vacuola (Bojorquez-Quintal et al., 2017). Esto guarda
sentido con los resultados obtenidos respecto del incremento de la tasa endocitica en los
genotipos transgénicos sometidos a estrés salino (Figura 14), y la mayor capacidad de
acumulacion de Na' vacuolar que presentan. Todo lo anterior, nos permite sugerir que el
incremento de la tolerancia de los genotipos transgénicos estaria asociado con la mayor
capacidad de compartimentacion vacuolar de Na', favorecida por tres mecanismos: via
transportadores AtNHXI1, la autofagia de Na  citoplasmatico y el secuestro del Na’

extracelular mediado por endocitosis.
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V. CONCLUSIONES
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En Solanum chilense, el estrés salino induce de manera coordinada temporal y

espacialmente la expresion de los genes SchMONI'y SchCCZI.

Los genes SchMON1 y SchCCZI de Solanum chilense codifican para mondmeros del
complejo heterodimérico MON1/CCZ1 con actividad GEF sobre la via de trafico
vesicular dependiente del intercambio entre Rab5-Rab7 al complementar,

respectivamente, las mutantes monl-1y cczlal/b de A. thaliana.

Las proteinas codificadas por los genes SchMONI y SchCCZI mostraron
localizaciones subcelulares coincidentes en los endosomas tempranos y endosomas

tardios, lo que sugiere que ambas podrian actuar sobre la via de trafico pre-vacuolar.

La actividad 6rgano especifica del promotor pRaiz (pUGT) de Arabidopsis thaliana no

se ve afectada por estrés salino ni por la aplicacion exdgena de ABA.

La expresion y co-expresion radicular de SchMONI y SchCCZI incrementa la
tolerancia a estrés salino de A. thaliana de manera independiente de la fitohormona

ABA, mediante mecanismos atn desconocidos.

En los tres genotipos transgénicos, la tasa endocitica de células radiculares se ve
incrementada, y favorecida producto de cambios positivos en la expresion de genes

involucrados en ella como, por ejemplo, AtRabG3f.

Las raices de los tres genotipos transgénicos tienen reducido contenido de H.O.,, lo cual
se correlaciona con el incremento en la expresion de genes relacionados con

mecanismo de detoxificacién enzimética, como AtSODI y AtAPX.
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Mayor capacidad para compartimentar Na- presentan las vacuolas en las raices de los
genotipos transgénicos debido al incremento de la tasa endocitica, la actividad

autofagica y cambios positivos en la expresion de AINHX .
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Figura S1. Evaluacién de la expresion relativa de marcador de estrés SchAREBI en S. chilense
sometida a estrés salino. Niveles de expresion relativa de SchAREB]1 fue evaluada mediante RT-qPCR
a partir de cADN sintetizado desde ARN extraido de hojas (barras blancas) y raices (barras negras)
colectadas a los tiempos 0, 3, 6, 12, 24, 48 y 72 h de iniciado el ensayo de estrés salino 300 mM de
NaCl. 3 réplicas técnicas y 3 réplicas bioldgicas fueron analizadas en cada tiempo y cada érgano. Los
niveles de transcritos son relativos al tiempo 0 h en ambos casos.
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Figura S2. Localizacion subcelular de GFP en células radiculares de A. thaliana. En verde la
localizacion de la Proteina Fluorescente Verde (GFP) en células radiculares de A. thaliana. En rojo,
localizacion de marcadores subcelulares: PIP1;4-mCherry, SYP32-mCherry, VTI12-mCherry, RHA-
mCherry, RabG3F-mcherry y VAMP711-mcherry. MP: Membrana plasmatica, TGN: Trans-Golgi, EE:
Endosoma temprano, LE: Endosoma tardio.
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Figura S3. Patréon de expresion de UGT (Atlg73160). Iméagen superior: en tonalidades rojas se
evidencia el patron de expresion de UGT durante el desarrollo de A. thaliana. Imagen inferior
izquierda: patron de expresion de UGT en raiz durante una dinamica temporal de aplicacion de 140
mM de NaCl desde 0 a 32 h. Imagn inferior derecha: patrén transcripcional en zonas y tejidos de la raiz

en 140 mM de NaCl por 1 h. Datos obtenidos desde la base de datos de http://bar.utoronto.ca con la
herramienta ePlants.
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Figura S4. Evaluacion de la expresion relativa de pRaiz::GUS en plantas de Arabidopsis thaliana
sometidas a estrés salino y ABA. Niveles de expresion relativa de GUS dirigido por el promotor pRaiz
fueron evaluados mediante RT-qPCR a partir de cADN sintetizado desde ARN extraido de hojas y
raices a los tiempos 24 (barra blanca), 72 (barra gris) y 120 h (barra negra) de iniciado el ensayo de
estrés salino 75 mM de NaCl o 25 uM de ABA. Un pool de 30 plantulas fue analizado en cada tiempo.
Los niveles de transcritos son relativos al control en tiempo 24 h. Niveles de expresion de GUS en
hojas (no mostrados) no fueron detectados en ninguna condicion.
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Figura S5. Evaluacion de la expresion radicular relativa de SchMONI1 y SchCCZ]1 dirigida por el
promotor pRaiz en lineas transgénicas de Arabidopsis thaliana. Niveles de expresion relativa de
SchMONI (A) y SchCCZI1 (B) dirigidos por el promotor pRaiz fueron evaluadas mediante RT-qPCR a
partir de cADN sintetizado desde ARN extraido de raices de plantas F1. Niveles de expresion de ambos
genes en plantas WT no fueron detectados. 3 replicas técnicas fueron realizadas establecer la
desviacion estandar.
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Figura S6. Fenotipo de plantas de Arabidopsis thaliana que expresan y co-expresan en sus raices a
SchMON1 y SchCCZI1. Fenotipo de lineas transgénicas homocigotas de 30 dias de edad que expresan
radicularmente SchMONI (linea M13) SchCCZI (lineas C19) y de aquellas que co-expresan ambos
genes (M13C19) en condiciones de invernadero.
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