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RESUMEN

La regulacion de las acuaporinas tipo PIP en la raiz se ha propuesto como un
aspecto importante para la tolerancia a la salinidad en plantas. Sin embargo, los
detalles moleculares y celulares alrededor de este proceso en halofitas no se han
estudiado. Anteriormente, utilizando la técnica electroforesis zonal de flujo libre y
protedmica sin marca, se identificO una posible relacion entre el aumento de
abundancia de las PIP en la raiz de la hal6fita Mesembryanthemum crystallinum y
su trafico dependiente de vesiculas de clatrina, durante condiciones de salinidad.
Para corroborar esta relacién, se analizé la abundancia proteica de las PIP tanto en
vesiculas de clatrina purificadas como en fracciones enriquecidas en membrana
plasmatica de plantas tratadas como no tratadas con NaCl. Los resultados
demostraron que las PIP se ubican en las vesiculas de clatrina, y durante
condiciones de salinidad su abundancia incrementa paralelamente en ambos sitios
subcelulares. Para profundizar en la maquinaria molecular de M. crystallinum que
participan en la formacion de las vesiculas de clatrina, se analiz6 a la cadena ligera
de la clatrina (McCLC) y las subunidades u1 y u2 del complejo adaptador (McAP1pu
y McAP2p). Identificamos que estos componentes son ortélogos funcionales a los
reportados para Arabidopsis thaliana. Ademas, realizamos andlisis de localizaciéon
que indicaron que McAP1u y McAP2u se asocian a la membrana plasmatica y
responden a inhibidores de trafico vesicular. También se comprob6 por medio de
ensayos de colocalizacién, que McAP1u y McAP2p se asocian a las acuaporinas de
membrana plasmatica McPIP1;4 y McPIP2;1. Asi mismo, se confirmé la interaccion
proteina-proteina entre McPIP2;1y McAP1u y entre McPIP1;4 y McAP2y, indicando
interacciones diferenciales entre los tipos de complejos adaptadores y los diferentes
tipos de PIP. Comprobamos ademas que ambas acuaporinas pueden interaccionar
y se localizan en la membrana plasmatica. Los resultados indican que M.
crystallinum posee componentes conservados e implicados en la formacion de
vesiculas de clatrina, los cuales influyen en la localizacién de las acuaporinas tipo

PIP en la membrana plasmatica y participan en la respuesta a la salinidad.



ABSTRACT

The regulation of PIP-type aquaporins in the root has been proposed as an important
aspect of plant salinity tolerance. However, the molecular and cellular details around
this process in halophytes have not been studied. Previously, using free-flow zone
electrophoresis and label-free proteomics, we identified a relation between the
increased abundance of PIPs in the root of the halophyte Mesembryanthemum
crystallinum and their trafficking via clathrin coated vesicles during salinity
conditions. To corroborate this relationship, the protein abundance of the PIPs was
analyzed both in purified clathrin coated vesicles and in fractions enriched in the
plasma membrane of plants treated and not treated with NaCl. The results showed
that PIPs are in clathrin coated vesicles and during salinity conditions their
abundance increases in parallel in both subcellular sites. To gain insight into the
molecular machinery of M. crystallinum involved in the formation of clathrin coated
vesicles, the clathrin light chain (McCLC), and the py1 and p2 subunits of the adapter
complex (McAP1y and McAP2uy) were analyzed. We identified that these
components are functional orthologs to those reported for Arabidopsis thaliana. In
addition, we performed localization analyses that showed McAP1uy and McAP2u
associate with the plasma membrane and respond to inhibitors of vesicular
trafficking. We also verified through colocalization assays that MCAP1u and McAP2u
associate with the plasma membrane aquaporins McPIP1;4 and McPIP2;1.
Likewise, the protein-protein interaction between McPIP2;1 and McAP1lpu, and
McPIP1;4 and McAP2u was confirmed, indicating differential interactions between
the types of adapter complexes and the different types of PIP. We also verified that
both aquaporins can interact and locate at the plasma membrane. The results
indicate that M. crystallinum has conserved components involved in forming clathrin
coated vesicles, which influence the localization of PIP-type aquaporins at the

plasma membrane and contribute to the response to salinity.



l. INTRODUCCION

Las raices de las plantas son fundamentales para fijarse al suelo y realizar la
absorcion de agua y nutrientes, lo que permite el establecimiento y desarrollo
vegetal. La raiz también es el 6rgano vegetal que lidia directamente con los cambios
ambientales que se originan en suelo, siendo la salinidad uno de los estreses
abidticos mas prevalentes a escala mundial (Lauchali y Grattan, 2007). Entender
como responde la raiz a la salinidad constituye un aspecto relevante dentro de la
fisiologia vegetal. En este contexto, los efectos de la salinidad se han estudiado
principalmente en plantas sensibles al estrés salino, como Arabidopsis thaliana. Sin
embargo, dentro de la diversidad vegetal, la planta tolerante a la salinidad,
Mesembryanthemum  crystallinum constituye un modelo emergente de
investigacion, ya que mantiene el balance hidrico durante periodos de salinidad,
proceso identificado como un factor clave para contender con el estrés salino
(Alexandersson et al., 2005; Aroca et al., 2012; Sutka et al., 2011). El presente
trabajo se ha enfocado en entender como las proteinas de membrana de M.
crystallinum especializadas en el movimiento de agua, llamadas acuaporinas,
coordinan su tréfico vesicular durante condiciones de salinidad. Debido a que M.
crystallinum es un organismo no secuenciado, el andlisis de la maquinaria implicada
en el trafico vesicular de las acuaporinas se inicié con un analisis filogenético, y
posteriormente se complementé con varios analisis funcionales, usando sistemas
heter6logos de expresion y técnicas de microscopia. Con este trabajo se logré
identificar que la adaptacion de las plantas a las condiciones de salinidad depende

de la regulacion selectiva de componentes celulares conservados, que conducen



diferencialmente al control de la abundancia de las acuaporinas, dependiendo de la

ecologia de la especie.

Il. MARCO TEORICO

[I.1 La absorcion de agua en laraiz de las plantas

Las plantas poseen un metabolismo autotréfico que utiliza el CO2 de la atmdsfera,
el agua y los nutrientes del suelo, para llevar a cabo la fotosintesis (Steudle, 2000).
Asi mismo, la divisién y expansion celular requieren de la captacion continua de
agua para mantener la presion de turgencia, proceso que esta controlado por un
gradiente hidrico y de solutos (Chaumont y Tyerman, 2014). En las plantas, el agua
ingresa y asciende a lo largo de los vasos del xilema, gracias al potencial hidrico
(ww) que hace referencia a la energia potencial del agua para poder realizar trabajo.
El yw cuantifica la tendencia del agua a fluir de un area a otra, en donde el agua se
mueve de un sitio de mayor hacia uno de menor yw (Salisbury y Ross, 1992). La
diferencia entre el yw de la planta y el suelo se origina por la apertura de los
estomas, que llevan a cabo el proceso de intercambio respiratorio y conlleva a la
disminucion del ww de las hojas. Este proceso induce tension o presion negativa en
los vasos del xilema y resulta en el movimiento del agua del suelo hacia el interior
de la planta, a través de las raices (Steudle, 2000). Otro factor importante para el
movimiento del agua hacia el resto de la planta estd dado por la conductividad
hidraulica de la raiz (Lpr), la cual hace referencia a la permeabilidad de las raices al
agua por unidad de area. La Lpr es la suma de las fuerzas hidrostéatica y osmoética a
las que las raices estén sometidas en cierto tiempo y/o condicibn ambiental

(Steudle, 2000). En la Lprinfluye directamente el yw de las plantas, debido a que



existe una correlacion directa entre la capacidad y eficiencia en la toma de agua y
los valores de Lpr (Aroca, 2012; Steudle, 2000). Por lo tanto, el movimiento del agua
en la planta es un proceso pasivo, regulado por las diferencias en el potencial
hidrico, que dan como resultado una conductividad hidraulica diferencial entre los
componentes del sistema suelo — raiz — hoja — atmosfera. Cuando las raices
absorben aguay solutos, se crea una Lpr positiva, porque los solutos y el agua recién
absorbidos promueven la generacion de un yw negativo en el interior de la planta,

lo que genera la toma de agua (Lobet et al., 2014, Fig. 1).
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Figura 1. Modelo del movimiento de agua en el sistema suelo-raiz-hoja-atmésfera. La
absorcién y el movimiento del agua al interior de las plantas dependen de las diferencias
en el yy del suelo, la raiz, las hojas y la atmdsfera. Mientras se conserve un g, negativo en
la planta, la L, se mantiene positiva, lo cual permite la absorcion de agua. La yw Se muestra
en unidades de presién (MPa). Modificado de Lobet et al., 2014.



El movimiento radial de agua por su parte estd dividido en tres rutas: 1) la via
apoplastica que conduce el movimiento de agua a través del espacio extracelular
periférico a la pared celular, 2) la via simplastica que permite el movimiento del agua
a través de los plasmodesmos y 3) la via transcelular o transmembranal que
consiste en el flujo del agua intracelular a través de las membranas celulares
(Steudle, 2000; Steudel y Peterson, 1998). Estas tres vias permiten que se
mantenga la presion hidrostética intracelular (turgor) de las células, tejidos y
organos vegetales (Afzal et al.,, 2016). Debido a la dificultad de discernir
experimentalmente entre la via simplastica y la transmembranal, la suma de ambas
representa la via célula — célula (Steudle y Peterson, 1998). En la via célula — célula
la presencia de las proteinas de membrana llamadas acuaporinas (AQP) es
fundamental para que el agua se mueva y fluya de manera inter e intracelular (Fig.

2; Afzal et al., 2016).

Cdortex Endodermis Periciclo

Exodermis
L 4 ]\(

gy

Via \ 3 ,
Apoplastica * /. JPlasmodesmata

. Banda de
, , Via Caspary
Célula- Célula

Acuaporinas

Figura 2. Rutas de transporte radial del agua en las células vegetales. El agua dentro
de las células vegetales se mueve por tres vias, i) via apoplastica, la cual ocurre a través
del espacio extracelular periférico a los protoplastos, y puede presentar una barrera
hidraulica en la endodermis denominada banda de Caspary (en rojo); ii) la via simplastica
y iii) la via transmembranal, el flujo del agua intracelular e intercelular ocurre a través de los
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plasmodesmos y las membranas celulares, respectivamente. Ambas vias forman la via
célula-célula, y conducen el flujo de agua a través de las membranas de las células, gracias
a la presencia de acuaporinas. El paso del agua entre la via simplastica y transcelular por
medio de AQP esta sefalada en verde. Tomado y modificado de Gambetta et al., 2017.

[I.2 Descubrimiento y estructura de las acuaporinas

El movimiento transmembranal del agua en una célula y entre las células se creyo
gue ocurria a través de la bicapa lipidica por difusién simple (Hacke y Laur, 2016).
Sin embargo, el flujo de agua por difusion simple a través de una membrana es tan
lento que no coincide con los procesos fisioldgicos (Afzal et al., 2016). Ademas, las
diferentes membranas subcelulares de una misma célula tienen distintos valores de
permeabilidad al agua, lo cual no puede ser explicado por el movimiento de agua a
través de la membrana lipidica por difusion simple. En 1970, Macey y Farmer
publicaron una nota preliminar, donde lograron bloquear de manera reversible el
flujo de agua y otros solutos hidrofilicos y lipofilicos en eritrocitos de mamiferos, al
usar mercurio como agente citotoxico (Macey y Farmer, 1970). Esta evidencia
sugirid la existencia de proteinas especializadas en el movimiento del agua
sensibles al mercurio, que posteriormente fueron nombradas acuaporinas (AQP)
(Denker et al., 1988). El primer reporte de la identidad molecular de las proteinas
especializadas en el movimiento de agua surgio a través del trabajo de Peter Agre
y colaboradores (Agre et al., 1999), quienes identificaron a CHIP28 (por su nombre
en inglés, Channel Integral Membrane Protein of 28 kDa), una proteina abundante
e integral de membrana formadora de poros. Debido a que la expresiéon heteréloga
de CHIP28 incrementaba drasticamente la permeabilidad al agua en ovocitos de
Xenopus leavis, los cuales no expresan endégenamente ninguna AQP, permitio

comprobar la funcionalidad de CHIP28 como canal de agua y fue re-nombrada como



AQP1 (Preston et al., 1992; Agre 2004). A partir del descubrimiento de las AQP, fue
posible elucidar la relevancia de la regulacion del transporte transmembranal del

agua al interior de la célula y entre las células de un organismo.

Las AQP pertenecen a una super familia conservada de proteinas integrales de
membrana, conocida como MIP (por su nombre en inglés, Major Intrinsic Protein)
(Danielson y Johanson, 2008). Esta familia se encuentra presente en todos los
organismos vivos excepto en los Archea termdéfilos, como el género Thermotoga sp.
y las bacterias intracelulares, como Rickettsia (Abascal et al., 2014). Las AQP
permiten el flujo selectivo bidireccional de agua impulsado por un gradiente
osmotico celular, sin embargo, algunos otros miembros de la familia son capaces
de facilitar el movimiento de gases y/o moléculas pequefias polares (Ozu et al.,
2022). Las AQP funcionan como tetrameros, en donde cada monémero posee un
poro funcional (Heymann y Engel, 1999; Fig. 3A) La presencia del tetrdmero es
indispensable para la funcién de los mondmeros individuales y se ha determinado
gue existe una sinergia funcional a consecuencia de oligomerizacion en las AQP
(Ozu et al., 2022). Como, por ejemplo, la capacidad de movilizar iones o gases a
través del poro central del tetramero, asi como funcionar como sensores de la
tensibn membranal, por medio de la interaccion de mondmeros adyacentes con los
lipidos que componen la membrana (Byrt et al., 2017). Cada monémero de AQP
esta formado por seis a-hélices transmembranales (TM1-TM6) con el carboxilo (C-
terminal) y el amino terminal (N-terminal) orientados hacia el citosol. Ademas, cada
TM esta unida por un lazo, nombrados LA a LE. Los lazos LB y LE son hidrofébicos

y cada uno contienen la secuencia de aminoacidos NPA (Asn-Pro-Ala), conservada



y caracteristica de la familia MIP (Hacke y Laur, 2016; Fig. 3B). Ambos lazos se
configuran de manera opuesta en el centro del canal de manera helicoidal y crean
la regioén NPA, que forma el poro con un diametro de 2.8 A, por el cual las moléculas
del agua pueden moverse, debido a su rotacion dipolar (Kozono et al., 2002). Debido
a que el tamafio del poro es muy cercano al tamafio de una molécula de agua, el
movimiento del agua a través de éste ocurre en una configuracion de hilera (Hacke
y Laur, 2016). Otra caracteristica importante del transporte de agua a través de las
AQP es la regién aromético-Arginina (ar/R) o filtro de selectividad, la cual esta
localizada en el vestibulo extracelular y esta compuesta por una arginina y tres
aminoécidos adicionales de los cuales uno es aromatico. La region ar/R funciona
como un filtro de seleccién ya que crea la constriccion fisica del poro, permitiendo
la exclusién de sustratos por tamafio y la repulsion electrostatica; ya que las cargas
positivas fijas de la regién ar/R repelen el paso de cationes, incluyendo el agua
protonada. De manera adicional, la formacion de puentes de hidrégeno (H) dentro
del poro en la regién entre los residuos de oxigeno y las cargas positivas parciales
de los residuos de Asn en el motivo NPA, resulta en el movimiento de agua a través
del poro (Andrews et al., 2008; Fig. 4). Sin embargo, a través de simulaciones
dinamicas se observé que el numero de enlaces H que forman las moléculas de
agua (que se rompen inmediatamente) con los residuos de las cadenas laterales se
correlaciona con la capacidad de transporte de agua del canal, donde mas enlaces
H producen una menor permeabilidad (Horner et al.,, 2015). Por lo tanto, la
conformacion estructural de las AQP esta relacionada a su permeabilidad. Se ha
logrado calcular que en promedio cada monomero tiene la capacidad de translocar

10° moléculas de H20 s™* (Hashido et al., 2007). Las AQP pueden dividirse en dos
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grandes subfamilias, dependiendo de su funcionalidad, aquellas que soélo
transportan agua, denominadas AQP ortodoxas y las acuagliceroporinas, capaces
de transportar, ademas de agua, solutos neutros como el glicerol, la urea, el
peroxido de hidrégeno, el amonio, el dioxido de carbono y los metaloides (Zardoya.,
2005; Mukhopadhyay et al., 2014). La capacidad de transporte en las
acuagliceroporinas se debe a que el filtro de seleccion es mas amplio que en las
AQP ortodoxas (Hacke y Laur, 2016). En el caso de las AQP ortodoxas, la region
ar/R contiene una Phe en la TM2, una His en la TM5 y una Cys, Thr o Ala en LE
que proporciona oxigeno al carbonilo principal, junto con una Arg que esta altamente
conservada tanto en las acuaporinas ortodoxas como en las acuagliceroporinas. En
cambio, en las acuagliceroporinas, la Phe de TM2 es reemplazada por Trp, la His
de la TM5 es reemplazada por una Gly y en LE una Phe reemplaza a Cys, Thr o
Ala, dando lugar a un filtro de selectividad mas amplio (Jensen et al., 2001; Beitz et
al., 2006). Otra manera de clasificar a las AQP es a través de la extension del
extremo N-terminal, el cual poseen los motivos caracteristicos AEF o AEFXXT, y

permite clasificarlas en diferentes subfamilias (Hacke y Laur, 2016).
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Figura 3. Caracteristicas estructurales de las acuaporinas. A) Modelo tetramérico
de la estructura de la acuaporina 1 (AQP5), obtenida por rayos X, en donde cada
monémero (1-4) es funcional, modelo con vista desde el espacio extracelular. Las
moléculas de agua en el poro se muestran como circulos rojos. Tomado y modificado
de Roche y Tornroth-Horsefield, 2017. B) Representacion de la estructura de un
monomero de AQP en una membrana celular, los seis dominios transmembranales (TM
1 a 6) estan conectados por cinco lazos (A-E), donde los lazos A, C y E se encuentran
en el espacio extracelular y B y D en el espacio intracelular. Los lazos B y E contiene el
motivo conservado NPA (marcados con circulos), que forman el poro de selectividad
de este grupo de proteinas. En un circulo rojo se muestra la Cys donde los compuestos
citotéxicos de mercurio se unen y bloquea la actividad de la mayoria de las AQP.
Modificado de Sales et al., 2013.
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Figura 4. Modelo del transporte de agua a través del poro en las acuaporinas.
Representacion de configuracion de “reloj de arena” de las AQP. El transporte de agua a
través de las AQP inicia en el filtro de seleccion (ar/R), formado por un aminoacido aromatico
y una arginina (R), el cual se localiza 8 A por arriba del motivo NPA, y conduce las moléculas
de agua ala N (circulo amarillo), donde se crea un momento dipolar, permitiendo la repulsién
electrostatica que restringe la entrada de protones a través del poro. Posteriormente, en el
vestibulo citosdlico los residuos donantes de enlaces de H permiten conducir a las moléculas
de agua al final del canal. Los dominios transmembranales estan marcados como H1 a H6.
Los dominios helicoidales (HB y HE, en café y amarillo respectivamente) forman la regién del
poro con los motivos NPA. Los extremos carboxilo y amino de la proteina se orientan hacia
el citosol. Tomado y modificado de Ozu et al., 2022.

I1.3 Diversidad de subfamilias de acuaporinas en plantas

Los organismos unicelulares, como las bacterias y las levaduras, poseen la menor
cantidad de AQP ya que tienen de uno a cinco genes que codifican para estas
proteinas (Tanghe et al., 2006). En cambio, en los mamiferos se han identificado 13

AQP, las cuales poseen diversas funciones fisiologicas, como la concentracion de
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la orina, la secrecion de fluidos, la hidratacion de la piel y en el control de la presion
ocular (Agre, 2004; Verkman, 2012). Sin embargo, la mayor diversidad de AQP se
encuentra en las plantas, donde se han identificado hasta 70 homodlogos, en
Gossypium hirsutum (Tabla 1). La diversidad de AQP en plantas refleja su alta
dinamica funcional, como i) la redundancia genética, ii) las propiedades de
transporte v iii) los patrones de expresion y localizacion de acuerdo con el estado
de desarrollo o condicion ambiental (Yaneff et al., 2015). Indicando que la diversidad
evolutiva de esta familia en plantas es un reflejo de su estilo de visa sésil y la

necesidad de modular continuamente el flujo del agua con su entorno.

Tabla 1. Genes identificados de acuaporinas en diferentes especies de
plantas.

Especie vegetal No. de acuaporinas Referencia
Arabidopsis thalina 32 Johanson et al., 2001
Oryza sativa 33 Sakurai et al., 2005
Citrus sinensis 34 Martins et al., 2015
Zea mays 36 Chaumont et al., 2001
Sorghum bicolor 41 Reddy et al., 2015
Solanum lycopersicum 47 Reuscher et al., 2013
Musa sp. 50 Shekhawat et al., 2013
Populus tricocarpa 60 Grupta y Sankaramakrishnan., 2009
Glycine max 66 Ali et al., 2013
Gossypium hirsutum 71 Park et al., 2012

Las AQP en las plantas participan en la movilizacion de agua desde el suelo,
a través del sistema vascular y hasta los diferentes compartimentos intracelulares
para mantener la homeostasis celular (Hacke y Laur, 2016; Afzal et al., 2016).

Ademas, estan involucradas en cada fase del desarrollo y en diversas condiciones
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ambientales a las que las plantas se encuentren sometidas (Hachez et al., 2006).
En las plantas, las AQP se han clasificado segun su homologia en siete subfamilias:
proteinas integrales de membrana plasmatica (PIP), proteinas intrinsecas del
tonoplasto (TIP), proteinas intrinsecas parecidas a nodulina-26 (NIPs), proteinas
intrinsecas basicas pequefias (SIP), proteinas intrinsecas parecidas a GIpF (GIP),
proteinas hibridas intrinsecas (HIP) y proteinas intrinsecas X (XIP) (Xu et al., 2013;
Kaldenhoff et al., 2007). Las familias PIP, TIP, NIP y SIP estan conservadas en las
plantas terrestres, mientras que la familia XIP esta ausente en las monocotiledéneas
y en la familia Brassicaceae (Chaumont y Tyerman, 2014). Asi mismo, las familias
HIPs y GIpF solo estan presentes en plantas no vasculares como Physcomitrium

patens y Selaginella moellendorffi (Danielson y Johanson, 2008).

La clasificacion de las PIP y TIP podria referirse a que su localizacion
subcelular es exclusiva a la membrana plasmatica (MP) y a la membrana de la
vacuola, el tonoplasto (TP), respectivamente. Sin embargo, se ha demostrado que
la relacion entre la clasificacion y la localizacion subcelular en estas dos familias no
se cumple, ya que existen reportes in planta que muestran que las PIP y TIP pueden
localizarse en membranas diferentes a la MP o TP, dependiendo de las necesidades

fisiologicas (Barkla et al., 1999; Vera-Estrella et al., 2004).
II.4 Las acuaporinas tipo PIP1y PIP2

La subfamilia mas grande de AQP en plantas, con 13 miembros en Arabidopsis y
Zea mays es la PIP. Esta subfamilia, se divide en dos grupos diferentes, PIP1 y
PIP2, ademas cada subgrupo puede estar conformado por varias isoformas, por

ejemplo, PIP1;1 y PIP1;2 (Danielson y Johanson, 2008; Hacke y Laur, 2016). Las
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isoformas dentro de la familia PIP crean diversidad molecular y por consiguiente
diversidad dentro de los procesos de regulacion, por ejemplo, en Z. mays y en Oriza
sativa se ha observado que ciertas isoformas de PIP se localizan especificamente
en subdominios del haz vascular de la raiz, y en A. thaliana se ha determinado que
ninguna isoforma de la familia PIP posee el mismo patron de expresion, lo cual
indica que cada isoforma posee una funcion y localizacion especifica (Abascal et
al., 2014). La separacion de las subfamilias PIP1 y PIP2 ocurri6 por analisis
filogenético (Kjellbom et al., 1999; Vera-Estrella y Bohnert, 2011). Las PIP1 tienen
el extremo N-terminal mas extenso que las PIP2, y éstas a su vez, poseen un C-
terminal mas extenso que las PIP1. Ambas subfamilias tienen el extremo N-terminal
mas largo que las AQP pertenecientes a la familia TIP (Schéaffner, 1998). En cuanto
a su funcionalidad, se ha determinado para varias especies, que las PIP1 son
menos permeables al agua (Ps = 0.2 a 2 x102 cm s'!), comparadas con las PIP2,
que son altamente permeables al agua (Pr= 0.5 a 20 x102 cm s%; Hernandez, 2007;
Chaumont et al., 2000; Moshelion et al., 2002, Fetter et al., 2004; Suga y Maeshima,
2004; Sakurai et al., 2005). Por otro lado, la capacidad de interaccion entre
monomeros de PIP1 y monémeros de PIP2 para formar tetrdmeros funcionales ha
sido demostrado ampliamente en varias especies vegetales (Zelazny et al., 2007,
Fetter et al., 2004). Actualmente, todas las estructuras resueltas por medio de
cristalografia corresponden a homotetrameros, los cuales tienen el LA de cada
monomero orientado hacia al centro del tetramero, lo cual propicia que los residuos
de Cys presentes formen un puente disulfuro entre monomeros adyacentes (Fig. 5).
La comparacion estructural de las PIP1 con las PIP2 por medio de simulaciones de

dinamica molecular permiti¢ identificar que se pueden formar puentes disulfuro
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entre monomeros de PIP1y PIP2, que conducen a la conformacion de la estructura
heteroligomérica (Fetter et al., 2004; Chaumont et al., 2005), con una estequiometria
de 3:1, 1:3y 2:2 entre los monémeros PIP1 y PIP2 en Z. mays y Beta vulgaris (Berny
et al., 2016; Jozefkowicz et al., 2016). Por su parte, la conformacién
heteroligdmerica impacta en la permeabilidad al agua, debido a que la expresién
conjunta de PIP1 y PIP2 incrementa el flujo de agua significativamente en ovocitos
de X. leavis, a diferencia de la permeabilidad registrada con el homoligémero al
expresar independientemente a cada una de las AQP (Fetter et al., 2004; Temmei
et al., 2005). El incremento de permeabilidad al agua a través del heteroligobmero se
ha registrado en varias especies como Mimosa pudica (Temmei et al., 2005), O.
sativa (Matsumoto et al., 2009), Beta vulgaris (Bellati et al., 2010), Fragaria x
ananassa (Yaneff et al., 2014), Nicotiana tabacum (Otto et al., 2010) y Arabidopsis
(Sorieul et al., 2011), y entre varias isoformas de una misma especie, como en Z.
mays, donde ZmPIP1;2 puede interaccionar con diferentes miembros tipo ZmPIP2,

(Fetter et al., 2004; Zelazny et al., 2007).

-17 -



Figura 5. Modelo tridimensional de la estructura tetramérica en la familia PIP.
Representacion de la estructura cuaternaria de un homotetrdmero de SoPIP2;1. Dos
monomeros adyacentes comparten un puente disulfuro entre los residuos de Cys 69 (en
amarillo) presentes en LA (mostrados en naranja) de cada mondémero. La distancia entre los
atomos de azufre es de 6.2 A. Tomado y modificado de Roche y Toérnroth-Horsefield, 2017.

I1.5 El transito intracelular de las PIP

La localizacién final de una proteina dentro de una célula proporciona el contexto
fisioldgico para su funcion y regulacién. Las PIP son proteinas de membrana que
son sintetizadas e insertadas co-traduccionalmente en la membrana del reticulo
endoplasmatico (RE) (Fig. 6), sitio celular donde también ocurre la formacion de
puentes disulfuro entre mondmeros adyacentes para la conformacion de tetrameros
funcionales (Bienert et al., 2012). Posteriormente, para su localizacion en la MP, las
PIP se mueven entre organelos por medio de vesiculas a través de trafico vesicular.
Este proceso, inicia en el RE, por medio de motivo di-acidico (D/ExD/E) presente en
el extremo C-terminal de las PIP, el cual permite que los tetrameros interaccionen y

sean cargados en las vesiculas tipo COPII (por su nombre en inglés, Coat complex
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protein 1), para ser dirigidas hacia el Aparato de Golgi (AG, Fig. 6, Chavalier et al.,
2015; Hachez et al., 2013, Zelazny et al., 2007). La presencia del motivo di-acidico
esta predominantemente presente en las PIP2. De hecho, cuando se expresaron
independientemente en células de Z. mays, ZmPIP1;2, que no posee el motivo, ésta
se retiene en el RE, mientras que ZmPIP2;5 se encuentra en la MP, indicando que
gracias a la presencia del motivo di-acidico, ZmPIP2;5 es capaz de movilizarse del
RE hacia la MP. Sin embargo, al co-expresar ambas PIP, se produce la
relocalizacion de ZmPIP1;2 del RE a la MP, lo cual permitié identificar que la
interaccion entre las dos isoformas es importante para que las PIP1 puedan ser
cargadas a las vesiculas COPII (Zelazny et al., 2007 y 2009). Otro ejemplo de la
influencia de las PIP2 en la localizacion de las PIP1 se observé estudiando las AQP
de cebada (Hordeum vulgare). HVPIP1;2 al expresarse en ovocitos de X. leavis no
se localiz6 en la MP, sin embargo, al expresar una version quimeérica, en la cual las
regiones N- y C-terminal fueron reemplazadas con las regiones correspondientes
de HvPIP2;4, se produjo que la versién quimérica de HvPIP1;2 se localizara en la
MP (Shibasaka et al., 2020). Esto confirmo que en el N- y C-terminal de HvPIP2;4
existen determinantes importantes para que ocurra el trafico intracelular hacia la
MP. Asi mismo, se ha considerado que la presencia o relacion entre homo y
heteroligdmero es una forma de regular a nivel postraduccional la permeabilidad al
agua a nivel celular (Singh et al., 2020). Sin embargo, la maquinaria celular que
participa en el trafico post-Golgi de las PIP no se tiene claro. Se hipotetiza que este
proceso continda hacia la red del trans-Golgi (TGN/EE), y que a partir de ahi se
crean vesiculas cargadas con PIP hacia la MP (Hachez et al., 2012). En Z. mays y

A. thaliana se conoce que los receptores de proteinas de fusion sensible a la N-
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etiimaleimida (Q-SNARE) SYP121 o SYP61, y las proteinas asociadas a la
membrana de vesiculas 721 (VAMP721) y 722 (VAMP722), participan en la fusién
de las vesiculas que contiene a las PIP con la MP (Bessarer et al., 2012; Zhang et
al., 2011). Una vez en la MP, se conoce que las PIP estan sujetas a eventos de
difusion lateral de entre el 20 al 46%, lo cual se evidencio al realizar experimentos
tipo FRAP (por su nombre en inglés, Fluorescence Recovery After Photobleaching;

Fig. 6, Besserer et al., 2012, Luu et al., 2012).
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Figura 6. Modelo del transito intracelular de las PIP. Los transcritos de las PIP son
traducidos en el RE (mMRNA, linea roja). Las PIP2 (ovalos amarrillos, ) o PIP1 (ovalos
verdes, ) forman homo o heterotetrAmeros. En el extremo C- terminal las PIP2 poseen el
motivo di-acidico (D/ExDI/E, circulo rojo, e), el cual funciona como una sefial de salida del
RE, y permite que los tetrAmeros sean cargados en las vesiculas tipo COPII, para finalmente
ser transportados al AG. Posteriormente llegan al TGN/EE y se cargan en vesiculas
secretoras para ser enviadas a la MP, donde las sintaxinas SYP121, SYP61, VAMP721 y
VAMP722 participan en su insercion y fusion con la MP. Una vez en la MP, las PIP pueden
presentar movimiento lateral, y dependiendo si su conformaciébn es de homo o
heterotetramero, presentar permeabilidad al agua diferencial. La internalizacién de las PIP
desde la MP hacia compartimentos intracelulares, también se regula por medio de trafico
vesicular. Tomado y modificado de Chaumont y Tyerman, 2014.
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II.6 Las vesiculas de clatrina y su participacién en el transito intracelular de
AQP

Las vesiculas de clatrina (CCV, por su nombre en inglés Clathrin Coated Vesicules)
participan en diferentes procesos del trafico intracelular post-Golgi de AQP
(Dhonukshe et al., 2007; Pertl-Obermeyer et al., 2015). Las CCV poseen una
cubierta formada por la interaccion de unidades triméricas denominadas, triskelion.
Cada triskelion esta formado por la interaccién entre tres cadenas pesadas de
clatrina de aproximadamente 190 kDa (CHC, por su nombre en inglés Clathrin
Heavy chain) y tres cadenas ligeras de clatrina (CLC, por su nombre en inglés
Clathrin Light chain) de 23 a 26 kDa. Cada CHC se asocia a una CLC a traves del
dominio proximal que converge en el centro del triskelion, conocido como dominio
de trimerizacion (Fig. 7). La CHC funge como la base estructural de la cubierta de
las CCV, mientras que CLC regula la asociacion y disociacion de la estructura del
triskelion. Asi mismo, las unidades de triskelion pueden interaccionar entre si, a
través del N-terminal de las CHC y el dominio distal del triskelion aledafio,
permitiendo la formacion de caras hexagonales y pentagonales de triskelion, que
inducen la invaginacion de la membrana y dan como resultado la formacion de una
CCV (Fig. 7). CHC y CLC al ser proteinas citosolicas, requieren de los complejos
adaptadores (AP) para asociarse a la membrana. Actualmente se encuentran
identificados en genomas de vertebrados y de plantas, cinco diferentes tipos de AP,

designados como AP1 a AP5 (Fig. 8A; Hirst, et al., 2012; Deepanksha et al., 2021).
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Figura 7. Modelo de la estructura del triskelion de clatrina 'y su conformacion como
CCV. A) Estructura de un triskelion mostrando el dominio distal y el proximal en CHC. La
asociacion de CLC a cada cadena de CHC ocurre en el dominio proximal, que es importante
para la trimerizacion. B) Representacion del arreglo entre cuatro triskeliones dentro de la
CCV, cada color representa un triskelion independiente. Se muestran cuatro CHC diferentes
interactuando a lo largo de sus dominios proximal y distales entre si. Las cadenas CLC se
omiten para una mejor visualizacion. Tomado y modificado de Ungewickell, 1999.

AP1 funciona en el TGN/EE, y patrticipa en la formacién de CCV que direccionan a
cargos dentro de la via secretoria 0 exocitosis tanto hacia la MP como a la vacuola
(Park et al., 2013; Wang et al., 2013). AP1 también participa en la formacién de la
pared celular durante la citocinesis (Teh et al., 2013), lo cual caracteriza al AP1
como el Unico adaptador que puede funcionar en eventos independientes de trafico
intracelular. Por su parte, AP2 funciona Unicamente durante la endocitosis
dependiente de clatrina (por sus siglas en inglés, Clathrin mediated endocytosis)
desde la MP (Yamaoka et al., 2013). AP3 se localiza en el TGN/EE, y participa en
la biogénesis de la vacuola (Feraru et al., 2010), y en el caso de AP4, éste también

se localiza en el TGN/EE, sin embargo, su localizacion esta asociada a diferentes

sub-dominios, que no empalman con AP1 o AP3, y funciona preferencialmente
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dirigiendo cargos hacia la vacuola para dirigirlos hacia su degradacion, lo cual
diferencia su funcion con AP3, que se especializa en el mantenimiento de la
composicién de la vacuola (Fuji et al., 2016). Por ultimo, la funcion de AP5 no es
clara, pero su localizacion se ubica en el cuerpo multivesicular (por sus siglas en
inglés, Multi-vesicular body), y en mamiferos en los lisosomas (Law et al., 2022).
Los AP se caracterizan por ser complejos tetraméricos constituidos por dos
subunidades grandes, siendo la primera 1 a 5, y la segunda a, vy, o, €, (,
dependiendo el tipo de AP. Por su parte, las subunidades mediana y pequefia se
denominan pl1-5 6 ol-4, respectivamente (Fig. 8B). Las dos subunidades grandes
tienen la capacidad de interaccionar con la cabeza de los fosfoinositidos de la
membrana, por medio de residuos bésicos ubicados en el N-terminal, lo cual permite
crear una plataforma para la formacion de las CCV. Asi mismo, los AP se organizan
en tres regiones principales, llamadas bisagra, apéndice y centro. Las subunidades
grandes contienen la secuencia consenso LFXFD/E en el dominio bisagra,
caracterizado por ser largo, flexible e importante para la interaccién con el N-
terminal de CHC, lo cual permite la interaccién con los triskeliones de clatrina (Figura
8B, Kirchhausen et al., 2014; Robinson et al., 2014; Kovtun et al., 2020). En cuanto
a laregion del apéndice, ésta se considera regulatoria, ya que tiene la capacidad de
interaccionar con cerca de 20 proteinas, las cuales participan en la formacion o
disociacion de las CCV (Fig. 8B). Por otro lado, el dominio N-terminal en las dos
subunidades grandes junto con las subunidades y y o forman el "nucleo" de los AP.
Actualmente se conoce que la subunidad p a través del C-terminal, identifica los

residuos citosélicos YXX® (donde Y es tirosina, X cualquier aminoécido y @ un
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aminoacido hidrofébico), presentes en las proteinas a incorporar o cargos de las

CCV (Fig. 8By C, Robinson et al., 2014, Martina et al., 2001).

O
OAP2 ? i Apéndice
AP3 ; }
O /\ Y. J Bisagra
AP4 .
Oes |
TGN/EE - ® - C
t Centro
MVB/PVC

Triskelion

Proteina de
T membrana cargo

Proteina citosdlica cargo

Figura 8. Los complejos adaptadores de las CCV. A) Localizacion y funcion de los cinco
AP que participan en la formacién de CCV. B) Conformacién de los complejos AP, formados
por cuatro subunidades, dos grandes, una mediana y una pequefia. Ambas subunidades
grandes poseen motivos basicos (indicados con una estrella) que permiten la interaccion
del AP con los fosfoinositidos presentes en las diferentes membranas celulares. El complejo
AP esta dividido en tres secciones, el centro, la bisagra y el apéndice. La bisagra tiene la
capacidad de interaccionar con el N- terminal de la CHC. El nacleo de los AP se caracteriza
por tener la capacidad de reconocer las proteinas cargo para incorporarlas a las CCV por
medio de la subunidad p. C) Interaccion entre el AP que funciona como interfase entre la
cubierta y la membra desde donde se forma la vesicula, se ejemplifica la interaccién entre
la subunidad p y una proteina cargo membranal (morado) o citosdlico (blanco). D)
Representacion de un corte transversal de una CCV mostrando la cubierta externa formada
por la interaccion entre las cadenas de CHC y el dominio de la bisagra. Tomados y
modificados de Robinson y Pimpl, 2014; y Law et al., 2022.

La capacidad de interaccion entre una AQP y la subunidad p de un AP se identifico

inicialmente en la AQP4 de mamiferos. En las células epiteliales, AQP4 mantiene
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su localizacion basolateral por medio del reconocimiento e interaccion proteina-
proteina del motivo YXX®, localizado en el C-terminal, con la subunidad p del AP2
(AP2u). Esta interaccion permite que a través de la endocitosis se regule y
mantenga la localizacion polarizada de AQP4. Aunado a esto, se identifico que una
vez endocitada, AQP4 puede reciclarse de regreso a la membrana basolateral o ser
enviada a su degradacion hacia el lisosoma, dependiendo del estado fisiol6gico de
la célula. Para ser enviada a degradacion, se requiere de la fosforilacién de la S276
y la interaccion entre el motivo YXX® en el C-terminal de la AQP4 con la subunidad
p del AP3 (AP3u), proceso que es necesario para disminuir la abundancia de la
AQP en células expuestas a edema. Estos datos permitieron determinar cémo las
diferentes rutas usadas por los diferentes AP tienen la capacidad de interaccionar
con el C-terminal de las AQP y, por consiguiente, regular la abundancia de éstas en
la membrana, lo cual resulta en el control de la permeabilidad al agua a nivel celular

de acuerdo con las necesidades fisiologicas (Madrid et al., 2001).

En plantas se ha determinado a través del uso del colorante fluorescente y selectivo
de membrana, el FM4-64 (N-(3-trietilamoniopropil)-4-(6-(4-(dietilamino) fenilo)
hexatrienilo) piridinio dibromuro), que las AQP se endocitan por medio de CCV
(Dhonukshe et al., 2007). Esto se debe a que el FM4-64 se caracteriza por ser una
molécula no-fluorescente en medio acuoso, pero al unirse a la cara externa de la
MP a través sus colas lipofilicas, se torna fluorescente en el medio hidrofébico. Una
vez que se une a la capa lipidica, el FM4-64 se internaliza por la via endocitica y se
distribuyen por el sistema endosomal. Asi mismo, el trafico endocitico por medio de

CCV de AQP se ha analizado por medio del uso conjunto del FM4-64 y la Trifostina
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A23 (TryA23). La TryA23 se caracteriza por bloquear especificamente la interaccion
entre la subunidad p del AP2 y el motivo citosélico YXX@, a diferencia de su analogo
inactivo TryA51 (Banfury et al., 2003). Evidencia experimental de la inhibicion de la
endocitosis por medio de la TryA23 esta disponible para AtPIP1;2 y AtPIP2;1
(Wudick et al., 2015, Li et al., 2011, Luu et al., 2011). Sin embargo, el motivo YXXJ
esta presente en el C-terminal de todos los miembros de PIP1 y PIP2 tanto, de A.
thaliana como de Z. mays (Hachez et al., 2013), pero aun no se cuenta con datos
experimentales que demuestren la interaccion proteina-proteina entre la subunidad
p del AP2y las PIP. Aunado a esto, es posible que las PIP tengan la capacidad de
interaccién con otros AP dentro de otra ruta de tréfico intracelular dependiente de
CCV. En un estudio protedmico realizado en mutantes ap3B 'y ap4(, se observé un
cambio en la distribucion de PIP1 y PIP2, lo cual indicé que la mutacion en ambos
AP afecto la localizacion celular de las PIP, fendmeno que se corroboré al observar
menor permeabilidad al agua de los protoplastos aislados de estas lineas mutantes,
indicando, por consiguiente, para la localizacién y funcionamiento de las PIP, los
componentes de AP3 y AP4 son necesarios (Pertl-Obermeyer et al., 2016). A pesar
de estos reportes aun no existe evidencia experimental entre la interaccién proteina-

proteina entre la subunidad p de los AP y las PIP en plantas.

[1.7 Cambio de localizacion de las PIP en respuesta a estrés salino en glicofitas

El ajuste de la composicion proteica de las diferentes membranas celulares por
medio del transporte de proteinas a través de vesiculas es un proceso indispensable
para percibir y responder favorablemente a condiciones de estrés (Levine, 2002).

Las plantas, al ser organismos sésiles, estan sujetas a los cambios constantes en
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las condiciones ambientales. El estrés salino es uno de los principales causantes
de la pérdida de cultivos agricolas, y se estima que para el afio 2050 el 50% de la
tierra cultivable a nivel global estara afectada por la salinizacién (Wang et al., 2003).
La salinizacion de un suelo ocurre cuando existe una acumulacién o deposicion de
sales solubles en el agua, que induce que la conductividad eléctrica del suelo en su
extracto de saturacion sea mayor a 4 dS m, lo cual equivale a una concentracion
de 40 mM de NaCl en el suelo (Rengasamy, 2006). Este tipo de suelos, se originan
por el uso de fertilizantes; y a la exacerbada irrigacién de cultivos agricolas con agua
con alto contenido de Na*(Catrrillo et al., 2011). Las plantas que no pueden crecer
en suelos salinizados se denominan glicéfitas y tienen como limite de exposicion
concentraciones no mayores a 50 mM de NaCl (Munns y Termaat, 1986). Como
representantes de las glicéfitas podemos mencionar a la mayoria de los cultivos
agricolas de importancia econémica como el maiz, la soya y el frijol.
Subsecuentemente, la salinidad constituye una de las condiciones ambientales que
produce pérdidas significativas en la produccion agricola. Bajo condiciones de
salinidad se produce tanto estrés ibnico como estrés osmaotico en las glicofitas (Afzal
et al., 2016). El estrés idnico se refiere al efecto toxico que puede causar el exceso
de NaCl que ingresa y se acumula en las células, afectando el metabolismo de la
planta a través de la inhibicién enzimética, el desequilibrio idnico, la deficiencia en
la fotosintesis e incluso la necrosis del tejido (Horie et al., 2012). Por su parte, el
estrés osmotico produce un desbalance hidrico en la planta, esto se debe a que el
exceso de sales en el suelo induce la disminucion de la Lpr, proceso que evita la
absorcion de agua y también desencadena el cierre de los estomas, lo cual limita el

intercambio de gases con la atmosfera y lleva a la deshidratacion celular (Munns,
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2002, Lauchali y Grattan, 2007; de Oliveira et al., 2013). Bajo este panorama, se
conoce que la disminucién de la Lpr estd directamente relacionada con la
disminucién en la abundancia y/o actividad de las PIP de la MP (Boursiac et al.,
2005; Sutka et al., 2011). Por ejemplo, en tomate, después de 40 min de un
tratamiento con 100 mM de NaCl, se provoca la disminucién de la Lpr (Peyrano et
al., 1997), y en meldn se observa una reduccion de hasta el 80% del valor de la Lpr

después de 3 dias de exposicion a la salinidad (Carvajal et al., 2000).

En A. thaliana se ha logrado estudiar con mas detalle el efecto del estrés salino en
la localizacién y abundancia de las PIP en la MP. Por ejemplo, se ha identificado
gue la reduccién de la Lpr esta relacionada con la internalizacion de AtPIP2;1-GFP
en estructuras intracelulares (Boursiac et al., 2005 y 2008), proceso que ocurre por
endocitosis (Muries et al., 2011; Lee et al., 2009; Li et al., 2011; Zwiewka et al.,
2015; Hachez et al., 2013; Luu et al., 2012). Asi mismo, se sabe que la exposicion
a 100 mM de NaCl produce la de-fosforilacion de la Ser283 en el C-terminal de
AtPIP2;1, y este cambio funge como una sefial para que ocurra la endocitosis de la
AQP desde la MP. El destino de las PIP endocitadas en condiciones de salinidad,
es su degradacion en la vacuola via el compartimento pre-vacuolar (PVC, por sus
siglas en inglés, Pre-vacuolar compartment; Boursiac et al., 2008). Con base en
estos datos, se propuso que la internalizacion de PIP en A. thaliana, por medio de
CME (por su nombre en inglés, Clathrin mediated endocytosis), es una respuesta
temprana que se desarrolla en esta planta para disminuir la abundancia de estas
proteinas, y asi, evitar la pérdida de agua que se induce por el cambio del yw del

suelo, a causa del exceso de NaCl (Boursiac et al., 2005; Baral et al., 2015).
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También se ha reportado que en la raiz de A. thaliana el estrés salino induce un
incremento significativo de la endocitosis (Leshem et al., 2007), lo cual ocurre al
inicio del estrés, respuesta que evita el dafio celular por plasmdlisis a corto plazo
(Baral et al., 2015; Zwiewka et al., 2015). Sin embargo, es importante recalcar que,
a pesar de estas respuestas tempranas, A. thaliana no es capaz de sobrevivir por
periodos largos en concentraciones mayores a 50 mM de NacCl, y en el transcurso
de pocos dias se producen efectos negativos en el metabolismo celular. Estos datos
indican que la endocitosis de AQP, no es suficiente para que A. thaliana sea capaz

de evitar la deshidratacion y tolerar altos niveles de salinidad en el suelo.

[1.8 Las haléfitas como modelo de estudio del transporte eficiente de agua
durante condiciones de salinidad

Las haldfitas son plantas que tienen la capacidad de sobrevivir y reproducirse, ain
en presencia de concentraciones por arriba de 200 mM de NaCl en el suelo
(Shabala, 2013). Las halodfitas representan tan soélo el 1% del total de plantas
terrestres y crecen en habitats con alto contenido de sales, como las regiones
costeras, las marismas y los desiertos (Flowers y Colmer, 2008). En este tipo de
plantas se ha reportado la capacidad tolerar hasta 1000 mM de NacCl en el suelo, y
algunos géneros representativos son Atriplex, Salicornia, Suaeda, Zostera y
Mesembryathenum. (Khan et al., 2005; Flower et al., 2010). Una manera de
diferenciar entre una haléfita y una planta sensible al estrés salino es su capacidad
de producir biomasa durante un periodo determinado en condiciones de salinidad

(Munns, 2002). La diferencia entre la adaptacion y la sensibilidad reside en los
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mecanismos de regulacion y en la velocidad con la cual las diferentes especies son
capaces de responder al estrés salino (Zhu et al., 2000).

Las haléfitas acumulativas se caracterizan por tomar el NaCl del medio y
transportarlo hacia la parte aérea de la planta, en donde lo acumulan y lo utilizan
para el ajuste osmético, junto con la sintesis de solutos compatibles. Como
consecuencia, en las raices de las haldfitas existe una concentracion menor de
NacCl, lo que favorece el consumo y el transporte del agua al interior de la planta
(Adams et al., 1992). Por lo cual, las haléfitas se han presentado como un modelo
ideal para el estudio del transporte eficiente de agua bajo condiciones de salinidad
elevada. Se ha observado, ademas, que las haléfitas mantienen la Lpr a pesar de
estar sujetas a periodos largos de salinidad. Respuesta que se ha asociado al
aumento en el transporte de agua a través de las membranas celulares, lo cual se
ha atribuido, principalmente, al aumento en la abundancia de AQP (Alexandersson
et al.,, 2005, Aroca et al., 2001 y 2012; Sutka et al., 2011). Sin embargo, los
mecanismos moleculares implicados para que ocurra esta respuesta en las haléfitas

aln no se tienen esclarecidos.
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. ANTECEDENTES

[1l.1 Las acuaporinas de Mesembryanthemum crystallinum y sus mecanismos
de regulacion

M. crystallinum es una haldfita que se utiliza como modelo biolégico para el estudio
de los mecanismos de tolerancia a la salinidad y a la sequia. M. crystallinum es una
planta que posee mecanismos especializados para sobrevivir y crecer en regiones
aridas, con alto contenido de sales disueltas en el suelo (Adams et al., 1998). En
esta halofita se ha observado que para mantener un balance hidrico optimo en
condiciones de salinidad y/o de estrés osmoético, es necesaria la expresion y
regulacion diferencial de las AQP (Kirch et al., 2000; Vera-Estrella et al., 2004 y
2012). M. crystallinum se caracteriza por cambiar de metabolismo C3 a CAM (por
sus siglas en inglés, Crassulacean Acid Metabolism) cuando alcanza la etapa
adulta. Dicho metabolismo le permite evitar la pérdida de agua, debido a que
durante la noche se lleva a cabo el intercambio gaseoso, y durante el dia los
estomas se mantienen cerrados. Ademas, M. crystallinum cuenta con un tipo de
células modificadas en la epidermis, llamadas células tipo vejiga, cuya funciéon
principal es la acumulacién de agua y hasta 1M de Na* (Adams et al., 1998). Ademas
de las células tipo vejiga, esta planta también tiene la capacidad de almacenar el
Na* en las vacuolas de todas las células de las hojas y el tallo. Como consecuencia,
en las raices de esta haldfita existe una concentracion menor de NaCl, lo que
favorece el consumo y el transporte del agua, y gracias a la sintesis de solutos
compatibles como el pinitol, el ononitol y la prolina, se mantiene el potencial

osmotico de la planta (Adams et al., 1992 y 1998).
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En M. crystallinum se han identificado seis genes PIP, McPIP1;2, McPIP1;4 vy
McPIP1;5, de la subfamilia PIP1y McPIP2;1, McPIP2;2 y McPIP2;8, de la subfamilia
PIP2 (Kirch et al., 2000). En esta haldfita, a diferencia de su contraparte la glicofita
A. thaliana, la abundancia de AQP no disminuye, bajo tratamiento con 200 mM de
NaCl por 5 dias, sino al contrario la abundancia de estas proteinas incrementa
(Vera-Estrella et al., 2004 y 2012; Amezcua-Romero, 2012). En el caso de
McPIP1;4, que se caracteriza por ser una acuagliceroporina que se expresa en las
células asociadas al floema de las hojas y de la raiz (Kirch et al., 2000), bajo eventos
de salinidad en el suelo, incrementa su abundancia proteica total (Hernandez-
Dominguez, 2007). Un comportamiento similar se observa en la acuaporina
McPIP2;1, especifica de la raiz, y con alta permeabilidad al agua, que se localiza
sub-celularmente en el RE, el AG, el TP y la MP. Al igual que McPIP1;4, la
abundancia de McPIP2;1 se incrementa por estrés salino (Amezcua-Romero, 2012).
El mecanismo molecular o celular implicado en el mantenimiento de su localizacion
y el incremento de la abundancia de ambas durante condiciones de salinidad, no
esta bien identificado. Sin embargo, se ha determinado que el aumento en los
niveles de fosforilacién, glucosilacion y regulacion por transito vesicular son tipos de
regulacion post-traduccional presentes en las AQP de M. crystallinum (Vera-Estrella
et al., 2004 y 2012). Ademas, cuando se realiz6 la expresion conjunta de McPIP1;4
con McPIP2;1 en ovocitos de X. laevis, se observdé un incremento en la
permeabilidad al agua (Hernandez-Dominguez, 2007), indicando que entre estas
PIP pueden formase heteroligdmeros mas activos (en términos de permeabilidad al
agua), en comparacion con la actividad de los homoligdmeros de McPIP2;1 o

McPIP1;4 (Hernandez-Dominguez, 2007). Interesantemente, en Z. mays es
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necesaria la formacion de heteroligédmeros entre AQP ZmPIP1;2 y ZmPIP2;1 para
que la localizacion de ZmPIP1;2 cambie del RE a la MP (Zelazny et al., 2007), lo
cual permite argumentar que en M. crystallinum la formacién de heteroligomeros

también podria influir en el tréfico intracelular de las PIP1 y PIP2.

[11.2 Evidencia del trafico de McPIP por medio de las CCV

Hasta ahora, todos los reportes del movimiento de AQP por las CCV vy el
reciclamiento de estas proteinas, se derivan del estudio de la raiz de A. thaliana
(Dhonukshe et al., 2007; Lee et al., 2011; Li et al., 2011; Hachez et al., 2013; Luu et
al., 2012; Zwiewka et al., 2015). Sin embargo, no existe algun reporte en la literatura
que haya evaluado este mecanismo de respuesta en las haléfitas, la Gnica evidencia
que se tiene hasta el momento se derivé de un analisis realizado en nuestro grupo
de investigacion. Utilizando una muestra inicial de microsomas de raiz de plantas
crecidas en presencia (T) o ausencia (NT) de 200 mM de NaCl durante 5 dias, se
obtuvieron 96 fracciones (Fig. 9, linea gris y negra, respectivamente), obtenidas por
medio de electroforesis zonal de flujo libre (EZFL). Al analizar la distribucién, se
identificé que las fracciones 30 a 60 presentaron un perfil de distribucién similar,
pero las fracciones 80 a 85 se caracterizaron por formar un grupo independiente de
separacion y preferencialmente hacia el catodo del sistema EZFL, por lo cual se les
denomind fracciones cargadas positivamente (FP, Fig. 9, cuadro verde). El area
bajo la curva correspondiente a las FP, indico que el contenido de proteina fue
mayor en microsomas derivados de la raiz que de la hoja, representando el 19% y
el 0.09% de la proteina total, respectivamente (Fig. 9, linea azul), indicando que las

FP corresponden a membranas abundantes en la raiz. Posteriormente, con el
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objetivo de identificar el enriquecimiento subcelular de las fracciones 20 a 60 y las
FP, se analizaron por medio de anticuerpos en contra de los marcadores celulares.
Se utilizé la P-ATPasa como marcador de la MP (100 kDa), la calreticulina (CTR1,
57 kDa) como marcador del RE, un polipéptido glicosilado como marcador del AG
(RGP1, 41 kDa) y la subunidad VHA-E de la V-ATPasa (VHA-5, 31 kDa) o la AQP
McTIP1;2 (34 kDa) como marcadores de la membrana de la vacuola o tonoplasto
(TP). Las fracciones enriquecidas en TP estuvieron distribuidas entre las fracciones
20 a 37, las correspondientes a la MP entre las fracciones 38 a 46, mientras que las
correspondientes al RE y el AG se empalmaron entre las fracciones 47 a 55 (Fig.
10A). Al analizar la presencia de los diferentes marcadores en las FP, se observé
gue poseen una naturaleza endomembranal mixta, y que en las muestras T la
intensidad de todos los marcadores aumento, lo que sugiere que las FP responden
a la salinidad (Fig. 10B). Al analizar las FP por medio de espectrometria de masas
(LC-MS/MS), se identificé que estas fracciones contenian un nimero importante de
PIP, donde McPIP1;2, McPIP1;4, McPIP2;1 y McPIP2;5 incrementaron
significativamente dos veces en su abundancia (p < 0.05) en las muestras T (Tabla
2). También se identificd que estas fracciones estaban enriquecidas con algunos de
los componentes implicados en la formacion de CCV, como CHC y la subunidad p
de los AP1 y AP2, los cuales no mostraron un cambio de abundancia por el
tratamiento con NaCl (Tabla 2). Asi mismo, se identificO en ambas condiciones a la
proteina RABA1f, una GTPasa de la familia Rab, la cual es una proteina reguladora
del movimiento vesicular entre la MP y el TGN/EE (Asaoka et al., 2013), la cual
incremento 2.7 de abundancia en las muestras T (p < 0.05). Estos datos abrieron la

posibilidad de que existiera una relacioén entre el incremento de abundancia de las
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McPIP y su trafico dependiente de CCV entre la MP y el sistema endomembranal

en la raiz de M. crystallinum durante condiciones de salinidad (Gomez-Méndez,

2015).
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Figura 9. Identificacién de fracciones de vesiculas cargadas positivamente en las
raices de M. crystallinum. Contenido de proteina en las 96 fracciones obtenidas por EZFL
de microsomas de raiz de M. crystallinum tratadas (T, gris) o no (NT, negro) durante 5 d
con 200 mM de NaCl; el contenido de proteina en las fracciones obtenidas a partir de
microsomas de hojas se muestra en azul. Los simbolos positivo y negativo representan el
campo eléctrico aplicado en la cAmara de separacién. Las fracciones enriquecidas en MP
estan marcadas con un recuadro morado. Las fracciones cargadas positivamente (FP)
estan marcadas con un recuadro verde. n=3.
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Figura 10. Las fracciones cargadas positivamente poseen naturaleza subcelular
mixta. Inmunodeteccion de los marcadores subcelulares AHA3 (MP), McTIP1;2 y VHA-E
(TP), CTR1 (RE) y RGP1(AG) en las fracciones 20 a 55 A) y las FP (80 a 85) en B)
obtenidas por EZFL. Las fracciones enriquecidas en MP estan marcadas con un recuadro
morado. Los nimeros en negrita sobre cada linea del inmunoblot indican el nimero de
fraccion y el nUmero en cursiva muestra la diferencia en abundancia (densitometria) entre
T/NT. Los pesos moleculares de las proteinas marcadoras son: AHA3, 100 kDa; McTIP1;2,
34 kDa; VHA-E, 31 kDa; CTR1, 57 kDa; RGP1, 41 kDa. La imagen es representativa de
tres experimentos independientes.
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Tabla 2. McPIP y componentes de CCV identificados en las FP.

Nombre de la proteina Cambio de abundancia T/NT* Valor-p*

McPIP1;2 1.6 0.027
McPIP1;4 2 0.038
McPIP2;1 2 0.020
McPIP2;5 2.1 0.007
McCHC 1.2 0.039
McAP1p NA NA
McAP2u NA NA
McRABA1f 2.7 0.020

*El cambio de abundancia se calculd con base en el indice de abundancia exponencial de
cada proteina comparando T/NT, que es proporcional al contenido de proteina dentro de
una mezcla compleja. El resultado se valido por medio de la prueba de Bonferroni, n=4. NA,
indica que no existié un cambio de abundancia entre T/NT.
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IV. JUSTIFICACION

La raiz de las plantas es el primer érgano en enfrentar de manera directa el estrés
salino. Por ello, la habilidad de la raiz de responder de manera eficiente a estimulos
externos es primordial para mantener las funciones vitales de absorcién de agua y
nutrientes durante las condiciones de estrés y asi, poder cumplir con las
necesidades fisioldgicas de la planta (Chen et al., 2011). Dentro de los diferentes
tipos de estrés abidtico, la salinidad es una de las principales causas de la pérdida
de los cultivos agricolas y una condicién en la cual se ha explorado ampliamente la
respuesta y regulacion de las PIP presentes en la raiz, principalmente en glicofitas
(Maurel et al., 2021, Chaumont et al., 2014). Actualmente, ningun estudio se ha
enfocado en entender la maquinaria molecular que las haldfitas utilizan para
incrementa la abundancia de las PIP en la MP (Sutka et al., 2011; Aroca et al., 2001
y 2012). Por su parte en M. crystallinum se observdé por medio de analisis
protedmicos la relacion entre el incremento de la abundancia de PIP y componentes
de las CCV durante condiciones de salinidad, indicando que el trafico mediado por
CCV podria estar participando en el incremento de la abundancia de las PIP en la
MP, en esta haldfita (Tabla 2, Gbmez-Méndez, 2015). Debido a que M. crystallinum
es un modelo emergente de investigacion, la conservacion en los componentes de
CCV en plantas halofitas aun no se ha explorado. Por lo tanto, un andlisis que
explore la maquinaria asociada a las CCV de M. crystallinum y cémo participan en
la exocitosis, internalizacion, y/o reciclado de las McPIP, resulta significativo para el
entendimiento de los componentes dentro del trafico subcelular presentes en este

tipo planta adaptada a la salinidad. Los resultados permitirian identificar si el cambio

-39 -



de abundancia de McPIP en CCV y en la MP durante eventos de salinidad son
procesos que ocurren paralelamente. Ademas, permitird obtener evidencias que
diferencian la respuesta celular en el contexto de la permeabilidad al agua entre
halofitas y glicéfitas, lo cual es un punto clave para el desarrollo de cultivos

tolerantes a la salinidad.
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V. HIPOTESIS

Las acuaporinas tipo PIP de M. crystallinum pueden utilizar la via dependiente de

clatrina para su trafico intracelular

VI. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar la participacion de la via dependiente de clatrina en el trafico intracelular

de las acuaporinas tipo PIP de M. crystallinum.

OBJETIVOS PARTICULARES

+ Determinar si el incremento de la abundancia de las acuaporinas tipo PIP de
la membrana plasmatica, ocurre paralelamente con su incremento en las
vesiculas de clatrina durante condiciones de salinidad en M. crystallinum.

« Demostrar que McCLC, McAP1u y McAP2u son componentes ortdlogos en
la via dependiente de vesiculas de clatrina.

¢+ Verificar por técnicas de microscopia que McPIP2;1 y McPIP1;4 se asocian
a componentes de las vesiculas de clatrina.

+ Determinar la participacion de la subunidad p del complejo AP1 y del AP2 en

el trafico intracelular de las McPIP.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

VII.1 Analisis evolutivo por el método de Maxima Verosimilitud

Para analizar la historia evolutiva de los componentes de CCV de M. crystallinum,
las secuencias de proteinas para los ortdlogos de los genes CLC y AP se obtuvieron
del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) con la herramienta BLAST (en el afio de
2020) utilizando las secuencias de A. thaliana como referencia y estableciendo un
umbral esperado de 0,05. Un total de 78 ortélogos AP de siete especies y 135
ortélogos CLC de 49 especies fueron recuperados, como grupos externos para el
analisis se consider6 a las proteinas homdlogas de Synechococcus sp. y
Streptococcus pyrogenes. Los andlisis se realizaron en MEGA X (Kumar et al.,
2018), y la historia evolutiva se infiri¢ utilizando el método de Maxima Verosimilitud
y el modelo de Le y Gascuel (2008), para las proteinas AP, y el modelo de Whelan
y Goldman (2001), para las proteinas CLC. Se encontraron valores de probabilidad
de -14641.66 para el arbol de AP y -15452.87 para el arbol de CLC. Se usaron
distribuciones Gamma discretas para modelar las diferencias de tasas evolutivas
entre sitios y se establecieron cinco categorias con (+G, parametro = 2.5496) para
los AP; mientras que para los CLC se utilizé (+G, parametro = 0.7554). Se eliminaron
todos los puestos con menos del 75% de cobertura del sitio. En el caso de las
proteinas tipo AP, el modelo de variacién de velocidad permitié que algunos sitios

fueran evolutivamente invariables ([+1], 2,15 % de sitios).

VII.2 Material biolégico
Las plantas de M. crystallinum se cultivaron a partir de semillas sembradas en

sustrato Metro mix 510 (Scotts, Marylsville, OH), mezclada con agrolita (DicaMex,
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México), en una relacion de 4:1 v/v. Tres semanas después de su germinacion, las
plantulas se transfirieron a recipientes de 20 o de 1 L para su cultivo hidropénico,
conteniendo 0.5 X de la solucion nutritiva de Hoagland’s (Hoagland y Arnon, 1938),
con aeracion constante. Los tratamientos con sal se iniciaron seis semanas después
de la germinacion, que consistieron en utilizar solucion de Hoagland’s suplementada
con 200 mM de NaCl. El tratamiento de las plantas se mantuvo por 5 dias. La
germinacion de N. benthamina se realizé en macetas con el mismo sustrato antes
descrito, dos semanas después de su germinacion, las plantulas se trasplantaron a
macetas individuales. Semanalmente se regaron con 0.5 X de la solucién nutritiva
de Hoagland’s (Hoagland y Arnon, 1938) y cada 2 d con agua corriente. Las plantas
se conservaron en un invernadero bajo radiacion y fotoperiodo natural, en un

intervalo de temperatura entre 12 a 28°C.

VII.3 Aislamiento de RNA total y sintesis de cDNA

Para clonar los candidatos de M. crystallinum identificados como componentes de
las CCV, primeramente, se realiz6 la extraccion de RNA total, utilizando 100 mg de
tejido de la raiz por medio del método de Trizol™ (Invitrogen, GE Healthcare,
México). En un mortero previamente enfriado con nitrégeno liquido, se congel6 el
tejido y subsecuentemente se pulverizé con un pistilo. Una vez pulverizado, se
afiadié 1 mL de Trizol™ y se continu6 triturando hasta la formacién de una mezcla
homogénea, la cual se transfirid a un microtubo de 1.5 mL. Esta mezcla se incubd
a temperatura ambiente y posteriormente se afiadieron 200 pL de cloroformo-
alcohol isoamilico en una relacion 24:1, se mezclé durante 15 s y se incub6 por 2

min, para separar las fases, durante 5 min a 13000 gav €n una centrifuga refrigerada
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5415R (Eppendorf, EUA). La fase acuosa se colectd y se le afiadieron 500 pL de
alcohol isopropilico. La muestra se incubd por 10 min a temperatura ambiente, para
finalmente centrifugar por 10 min a 13000 gav, Y obtener una pastilla que se lavé con
etanol al 70% y se dejo secar durante 5 min para después re-suspenderla con
DEPC-H20. La calidad del RNA se analiz6 por medio de un gel desnaturalizante de
agarosa al 1%. Para la sintesis de cDNA se utilizaron 5 pg del RNA total, 50 mM de
oligo d(T), 10 mM de dNTPs, y 200 unidades de la enzima RT-MLV transcriptasa

reversa (Fermentas, México), durante una hora a 42 °C.

VIl.4 Clonacién de los genes y generacion de vectores

La clonacién de McPIPs se llevo a cabo utilizando la tecnologia Gateway® (Thermo
Fisher), y utilizando los oligonucleétidos indicados en la Tabla XI.1. Brevemente, el
ADN complementario (cDNA) de McTIP1;2, McPIP1;4 (Vera-Estrella et al., 2012) y
McPIP2;1 (Amezcua-Romero et al., 2010) sin codon de paro, se amplificé por medio
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los productos de PCR se
insertaron en el vector pPDONR221 (Gateway® pDONR™ Vectors, Invitrogen, EUA)
con una reaccién con BP clonasa Il (BP Clonase, Invitrogen, EUA, (Katzen et al.,
2007). La transformacion de las células competentes de Escherichia coli DH5a se
realizd por electroporacion y se incubaron en medio Luria-Bertani (10 g de bacto-
triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NacCl), suplementado con 50 mg/mL
de kanamicina. A las colonias resistentes se les extrajo el plasmido por medio del
kit de mini-preparaciéon de plasmido ZR (Zymo Research, EUA). Los vectores de
entrada se verificaron mediante digestion, usando las enzimas de restriccion Pvull

y BstEIl y por secuenciacién, en la unidad de Unidad de Sintesis y Secuenciacion
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de DNA (USSDNA, Instituto de Biotecnologia, UNAM). La transferencia del casete
Gateway® de los vectores de entrada a los vectores de destino pX-EYFP-GW y pX-
mCherry-GW (Fig. Suplementaria 1 y 2; Rosas-Santiago et al., 2015), para
expresion transitoria en planta o pMETYC_GW (Cub, Fig. Suplementaria 3) y
pXN32_GW (Nub, Fig. Suplementaria 4), para expresion en levadura, se realizd con
una reaccién de LR clonasa Il (Thermo-Fisher, EUA). Por su parte, las secuencias
de RNAm para McCLC (Comp12569), McAP1u (Comp25471) y McAP2u (Comp
26254 y Comp27452) se obtuvieron de los datos de secuenciacion de M.
crystallinum, obtenidos de http://thellungiella.org/blast/trinity.html (Oh et al., 2015).
Los oligonucledtidos para la amplificacion de los genes se muestran en la Tabla
X1.1. McAP1u y McAP2pu se amplificaron usando cDNA de la raiz de M. crystallinum
y la enzima KAPA3G (plant PCR Kit KAPA BIOSYSTEM, EUA). Los productos de
PCR se verificaron mediante secuenciacion y se clonaron usando el kit pPENTR/D-
TOPO (Thermo-Fisher). Los vectores de entrada se recombinaron en los vectores
pEarleyGate-104 (Fig. Suplementaria 5) o pXN32_GW (Fig. Suplementaria 4),
utilizando el kit LR clonasa Il (Thermo-Fisher, EUA). La clonacion de McCLC se
realiz6 con la tecnologia Gateway® a partir de un producto de PCR, en el vector
pDONR221 y una reaccion de clonacion con la enzima BP (Thermo-Fisher, EUA).
El vector de expresiéon McCLC-mCherry se obtuvo por medio de una reaccion de

recombinacion tipo LR con el vector pX-mCherry-GW (Fig. Suplementaria 2).

VII.5 Expresion transitoria en N. benthamiana
Para analizar la localizacién y la asociacion de los componentes de CCV vy las PIP

de M. crystallinum, se llevaron a cabo expresiones transitorias en N. benthamiana,
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de las siguientes construcciones, pMcPIP2;1-EYFP, pMcPIP1;4-EYFP, pMcCLC-
Mcherry, pEYFP-McAP1u, pEYFP-McAP2u. Estas construcciones primero se
transformaron de forma independiente en la cepa GV3101 de Agrobacterium
tumefaciens y se seleccionaron en placas de LB con la combinacion de antibiéticos
adecuados; rifampicina (50 yg mL™) y espectinomicina (50 pug mL™) para
pMcPIP2;1-EYFP, pMcPIP1;4-EYFP y pMcCLC-mCherry; o rifampicina (50 pyg mL-
1) y kanamicina (50 pg mL™) para pEYFP-McAP1u y pEYFP-McAP2u. Colonias
individuales se transfirieron a medio LB liquido con los antibiéticos apropiados y se
crecieron hasta la fase estacionaria a 28°C. Estos cultivos se centrifugaron a 4000
gav durante 10 min en tubos de de vidrio para centrifuga de 30 mL con las camisas
correspondientes (Corex, USA) en el rotor JA25.5 (Beckman—Coulter, México). La
pastilla resultante se lavo tres veces con la solucion de transformacion (100 mM
Na2HPO4, 100 mM NaH2PO4, 100 mM acetosiringona y 250 mg de glucosa). La
densidad 6ptica a 600 nm (ODsoo) de cada uno de los cultivos se midié en el
espectrofotometro DU (Hewlett Packard, EUA) y se ajusté a 0.3 y 0.5 ODeoo para la
expresidn o co-expresion, respectivamente de las proteinas por medio de la
infiltracion de éstas en plantas de 6 a 8 semanas. La infiltracion se realizé en la cara
abaxial de hojas de N. benthamiana con una jeringa de insulina sin aguja. Después
de la infiltracion, las plantas se regaron y se mantuvieron con poca iluminacion

durante tres dias hasta la observacion microscopica.

VII.6 Microscopia confocal y tratamiento con inhibidores o FM4-64
Para determinar la localizacion y asociacion de los componentes de CCV y de las

McPIP de M. crystallinum, se analizé la expresion transitoria en la epidermis abaxial
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de las hojas infiltradas de N. benthamiana, las cuales se colocaron en portaobjetos,
con ayuda de pinzas de punta fina. A la preparacién se le agreg6 agua y se cubrié
con un cubreobjetos. Cuando fue necesario seguir la endocitosis en hojas de
epidermis transformadas con los componentes de CCV, las preparaciones se
incubaron con 10 uM de FM4-64 (Invitrogen) durante 5 min para garantizar la
saturacion de la MP con el colorante. Asi mismo, para determinar la asociacion de
las McPIP a la MP, se analiz6 la presencia de las hebras Hechtian, mediante la
adicién de NaCl 1 M antes de la obtencion de imagenes. También, para determinar
la respuesta de TryA23 y TryA51 (Sigma), en la sefial y localizacion de McAP1u y
McAP2y, se utilizd una concentracion final de 30 uM de ambos compuestos, y las
preparaciones se incubaron durante 5 min, antes de su observacion. Para conocer
el efecto de la Brefeldina A (BFA, Invitrogen) en la localizacion de McAP1u y
McAP2y, se disolvié BFA en DMSO para obtener una solucion stock y se infiltré 90
MM de BFA (con una jeringa de insulina sin la aguja) 3 h antes de la toma de las
imagenes. Posteriormente, la sefal de las preparaciones obtenidas se analiz6 por
medio de microscopia confocal de barrido laser (CLSM), utilizando un microscopio
confocal multifotonico invertido (Olympus FV1000), equipado con un objetivo de
inmersién en aceite x60 (NA 1.3), del Laboratorio Nacional de Microscopia
Avanzada (LNMA), en el Instituto de Biotecnologia, UNAM. Las longitudes de onda
de excitacion fueron 488 nm (laser de argon), para EYFP y 543 nm (laser de diodo),
para mCherry y FM4-64. La emision se detecto a 520 nm (BA505-520), para EYFP
y 572 nm, para mCherry (BA560-620) y FM4-64 (BA560-660). Los resultados son
imagenes representativas de >3 células de al menos tres transformaciones

independientes.
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VII.7 Andlisis de imagenes

La evaluacién del grado de asociacion de las sefales obtenidas por CLSM, se
realizé por medio del software Image J (Schindelin et al., 2012). La cuantificacién
se realiz6 en una region de interés (ROI), en al menos diez secciones oOpticas en el
eje Z, en cada réplica bioldgica. El “plugin” PSC de ImageJ (v.1) desarrollado por el
laboratorio de vision computacional de la Universidad Nottingham, se utiliz6 para
calcular los coeficientes de correlacion de Pearson y Spearman, después de ajustar
el nivel de fondo de acuerdo con las instrucciones (French et al.,, 2008). Ambos
valores son estadisticos y permiten validar el grado de colocalizacién (Costes et al.,
2004). Valores de r=1 indican que las dos sefales fluorescentes colocalizan
perfectamente y estan relacionadas linealmente, mientras que valores de r=0
indican que las sefales no colocalizan. Valores de r mayores a 0.5 indican que las
sefales estan asociadas y presenta cierto grado de colocalizacion. Los resultados
se presentan en graficas de dispersién de pixeles (“Scatterplot”), en donde la
intensidad de un fluor6foro (eje X), se grafica contra de la intensidad del otro
fluoréforo (eje Y), para cada pixel. La gréfica resultante indica la distribucion de la

colocalizacion de todos los pixeles que forman la imagen.

VII.8 Ensayo de ubiquitina dividida basada en apareamiento o mbSUS

Para evaluar interaccion proteina-proteina, entre los McAP y las McPIP se
realizaron ensayos de ubiquitina dividida basada en apareamiento (mbSUS). Los
medios de levadura se prepararon como se describe en Lalonde et al., 2010. Las
cepas de levadura THY.AP4 (MATa ura3, leu2, lexA::LacZ:trpl lexA::HIS3

lexA::ADE2) y THY.AP5 (MATa URAS3, leu2, trpl, his3 loxP::ade?2) fueron utilizadas

-48 -



para realizar el ensayo (Obrdlik et al., 2004). Las construcciones Cub, pMcPIP1;4-
Cub y pMcPIP2;1-Cub, se transformaron en la cepa THY.AP4, mientras que las
construcciones Nub, pMcAP1p-NuP, pMcAP2u-Nub y pMcPIP1;4-Nub, se
transformaron en la cepaTHY.AP5 empleando LiAc (Lalonde et al., 2010). Aquellas
fusiones que no interactuaron con el NubWT soluble, con una fuerte afinidad por el
dominio Cub, se consideraron falsos negativos;, mientras que los que si

interactuaron con el NubG correspondieron a falsos positivos.

VII.9 Aislamiento de vesiculas recubiertas de clatrina

Para el aislamiento de CCV, utilizamos el protocolo reportado por Reynolds et al.,
2014, con algunas modificaciones. Se cortaron raices de M. crystallinum (30 g), en
pequefios fragmentos y se homogeneizaron con 5 pulsos de 30 s con descansos de
30 s entre cada pulso, en una licuadora comercial (Waring, México), con 300 mL de
medio de aislamiento (400 mM manitol, 100 mM MES, 1 mM EDTA, 3 mM EGTA, 1
mM PMSF, 0.5 mM butilhidroxitolueno, 1 mM benzamidina, 2 mM DTT y 26 mM
K2S20s5 pH 7.5). El tejido homogeneizado se filtrd a través de seis capas de gasa y
se centrifugd a 10000 gav durante 25 min en un rotor JA25.5 (Beckman-Coulter,
México). Se recuperd el sobrenadante y se centrifugdé a 30000 gav por una hora en
el rotor Ti45 y en una ultracentrifuga Beckman L-80 (Beckman-Coulter, México). El
precipitado resultante se volvié a suspender en 5 mL de medio y se centrifugé a
16000 gav durante 10 min en una centrifuga refrigerada 5415R (Eppendorf, EE.
UU.). El sobrenadante resultante se colocé en un gradiente discontinuo de 10, 20,
35 y 50% de sacarosa. Este gradiente se ultracentrifugé a 116000 gav durante 50

min en el rotor SW40 Ti. Se recolecté la fase al 10% y la interfase al 10/35%, y luego
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se sometié a un lavado por ultracentrifugacion a 200000 gav durante 50 min. Se
recolectaron 2.5 mL y se colocé encima de un gradiente lineal de D20O-Ficoll que se
sometid a centrifugacién durante 16 h a 80000 gav en el rotor SW40 Ti. Las fases
resultantes se recogieron y lavaron por ultracentrifugacion a 174000 gav en el rotor
Ti 50.2. El sedimento final constituyo las CCV, las cuales se resuspendieron en 100

UL y se almacenaron a -80 °C para su analisis.

VII.10 Cuantificacion de proteina

La cuantificacion de proteina se llevé a cabo por el método colorimétrico de Bradford
modificado (Bradford, 1976), con albumina de suero bovino (BSA), como estandar.
Para cuantificar el contenido de proteina de cada muestra se tomaron 5 uL y se
afadieron 30 uL de Triton X-100 al 0.05%. Después de 5 min se afiadieron 800 mL
de H20 y 200 pL del reactivo de Bradford (BIO-RAD, EUA). El contenido total de
proteina libre en cada muestra se cuantific6 5 min después a una longitud de onda
de 595 nm en un espectrofotdmetro DU (Hewlett Packard, EUA). Cada una de las

cuantificaciones proteicas se realizé por duplicado.

VII.11 Electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes

Para llevar a cabo la electroforesis desnaturalizante de las proteinas obtenidas a
partir de las CCV enriguecidas o de fracciones obtenidas por EZFL de la raiz de M.
crystallinum, se precipitaron 25 pg de proteina en una solucién de 50% de etanol y
50% de acetona al menos 3 h a -30°C. Las muestras se centrifugaron por 20 min a
14000 gav en la centrifuga de mesa refrigerada 5415R (Eppendorf, EUA). La pastilla
obtenida se seco y resuspendid en amortiguador Laemmli 1X con 2.5% de SDS

(Laemmli, 1970). Las muestras se calentaron a 60°C por 2 min para permitir su
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desnaturalizacion. Posteriormente se cargaron en un gel desnaturalizante de
acrilamida:bisacrilamida al 10%. La electroforesis SDS-PAGE se llevo a cabo en
una solucion amortiguadora (25 mM Tris/HCI pH 8.3, 250 mM Gilicina y 0.1% de
SDS), por 45 min, a 200 V en un sistema de electroforesis Protean Tetra Cell (Bio-
Rad). Los geles se tifieron por 30 min con Azul de Coomassie R250 al 0.25%, en
una solucién de metanol 50%: acido acético 7% y se destifieron con una solucién

de metanol:acido acético:H20 en una proporcion 1:1:8 por 24 h.

VII.12 Inmunodeteccion tipo “western blot”

La evaluacion del cambio de abundancia de las proteinas obtenidas de las CCV
enriquecidas o de fracciones obtenidas por EZFL de la raiz de M. crystallinum, se
realizo por medio de la transferencia de las proteinas a membranas de nitrocelulosa.
La transferencia se llevd a cabo por medio de una solucion amortiguadora de
transferencia (25 mM Tris, 190 mM Glicina y 25% de Metanol), a 100 V por 1 h 15
min. Después de la transferencia, las membranas se tifieron con una solucién de
Ponceau S al 0.2% (p/v) y se tomaron fotografias de las membranas para usarlas
como controles de carga (Sander et al., 2019); también se utilizé la tincién con azul
de Coomassie (R-250) como control de carga, cuando asi se indique.
Posteriormente, se bloquearon los sitios libres de unién a proteina con una solucién
al 5% de leche en polvo sin grasa (Svelty, Nestlé, México) disuelta en TBS (150 mM
NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 7.5) durante al menos 1 h a temperatura ambiente. Las
membranas se incubaron durante 12 h a temperatura ambiente con los anticuerpos
primarios. Los anticuerpos contra McPIP1;2; McPIP1;4; McPIP2;1 o el C-terminal

de McTIP1;2, se utilizaron de acuerdo con Vera-Estrella et al., 2012. Los anticuerpos
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en contra de la cadena ligera de clatrina (CLC2) fueron donados por el Dr. Sebastian
Y. Bednarek (Wang et al., 2013). El anticuerpo de la cadena pesada de clatrina
(CHC) se obtuvo de Agrisera. Todos los anticuerpos primarios fueron usados a una
dilucién 1:1000. Terminada la incubacién con el anticuerpo primario, las membranas
de nitrocelulosa se lavaron de manera sucesiva con TBS, TBS-tween-20 y TBS por
10 min para cada lavado, con lo que se elimind el anticuerpo primario no unido a
proteinas especificas, y después se incub6 por al menos 2 h con el anticuerpo
secundario, IgG H+L conjugado a la peroxidasa del rabano a una dilucién 1:5000.
Después de este tiempo, las membranas se lavaron en forma sucesiva como en el
paso anterior. La deteccion de la proteina conjugada con el anticuerpo se realizé
por quimioluminiscencia con el paquete Luminata (Millipore, Billerica MA, EUA). El
método se basa en la oxidacion del luminol (que provoca la emisién de luz),
catalizado por la peroxidasa de rdbano y peréxido de hidrogeno en condiciones

alcalinas.
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VIll. RESULTADOS

VIIl.1 La abundancia de McPIP aumenta en CCV aisladas de la raiz de M.

crystallinum durante condiciones de salinidad

Con el objetivo de determinar si el incremento de la abundancia de las acuaporinas
tipo PIP de la MP en la raiz de M. crystallinum, ocurre paralelamente con su
incremento en las CCV durante condiciones de salinidad, se obtuvieron
preparaciones de CCV de raices de plantas tratadas (T) o no (NT), con 200 mM de
NaCl por 5 dias. ElI enriqguecimiento de CCV fue verificado mediante
inmunodetecciones utilizando los anticuerpos anti-CHC y anti-CLC (Fig. 11, CCV).
Al analizar estas CCV purificadas, se observo la presencia de varias McPIP en CCV
obtenidas de raices Ty NT, con la abundancia de McPIP1;2, McPIP1;4 y McPIP2;1
aumentando >3 veces en plantas T en comparacion con plantas NT (Fig. 11, CCV).
Confirmando que la via dependiente de CCV participa en el trafico vesicular de las
McPIP, y ademas, que la abundancia de las McPIP en las CCV incrementa durante
condiciones de salinidad. Posteriormente, para determinar si este incremento esta
acoplado a posibles cambios en la abundancia de estas mimas PIP pero en la MP,
se utilizaron las fracciones enriquecidas de MP anteriormente purificadas por EZFL
(Fig.10, recuadro morado). Al analizar la presencia de las McPIP en esta fracciéon
de MP se observo que, en condiciones de salinidad, la abundancia de McPIP1;2
aument6 3 veces, mientras que McPIP1;4 mostré un aumento de 5 veces, y para
McPIP2;1 se observé un aumento de 2 veces comparando entre T/NT (Fig. 11, MP).

Lo cual indica que el incremento de abundancia de McPIP ocurre paralelamente
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tanto en las preparaciones enriquecidas de CCV, como en la MP, corroborando que

ambos procesos participan durante la respuesta a la salinidad.

CCvV

NT T
34

MCcPIP1;2 — — McPIP1;2
35

MCPIPL;A| b McPIP1;4
4.9

MCPIP2;1| e _& McPIP2:1
14

CHC — cBB
1.2
CLC | .. s
CBB g -

Figura 11. La salinidad incrementa la abundancia de las McPIP en vesiculas de
clatrina purificadas y en fracciones de membrana plasmatica de la raiz de M.
crystallinum. Inmunodeteccion de las McPIP en CCV o en fracciones enriquecidas en MP
aisladas de raices de M. crystallinum, tratadas (T) o no (NT), durante 5 d con NaCl 200 mM.
La purificacién de CCV se validé mediante el uso de los anticuerpos anti-CLC y anti-CHC.
Los numeros en cursiva sobre cada carril muestran la diferencia en abundancia
(densitometria) entre T/NT. Los pesos moleculares de las proteinas inmunodetectadas son
170 kDa, CHC; 58 kDa, CLC; McPIP1;2, 25 kDa, McPIP1;4, 40 kDa y McPIP2;1, 31-33 kDa.
La tincién con azul brillante de Coomassie (CBB), se muestra como control de carga. Las
imagenes de los inmunaoblots son representativas de tres experimentos independientes.

VII.2 McCLC, McAP1uy McAP2u estan conservados en la escala evolutiva
de las plantas

La coordinacion del trafico exocitico y endocitico es fundamental para regular el
area celular y la abundancia de las proteinas de la MP (Zhang et al., 2019; Yan et
al., 2021). Para establecer si las proteinas identificadas como componentes de CCV

de M. crystallinum (Gomez-Méndez, 2015), son proteinas conservadas estructural
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y funcionalmente, inicialmente se realiz6 un andlisis filogenético de las secuencias
de aminoacidos identificados para M. crystallinum. El andlisis para McCLC se llevo
a cabo usando 79 secuencias de CLC. El arbol mostr6 que McCLC comparte un
origen evolutivo méas cercano a la subfamilia CLC2 que a los homdlogos
pertenecientes a las familias CLC1 y CLC3 (Fig. 12). Al realizar un alineamiento
entre los tres genes identificados para CLC en A. thaliana (AtCLC1 a AtCLC3), y
McCLC, se identific6 que McCLC posee un 33.5% de identidad respecto a estas
secuencias (Fig. 13A). Para determinar la conservacion a nivel de estructural se
realiz6 un modelado por homologia, el cual mostr6é que la estimacion de la calidad
de la estructura cuaternaria (QSQE) de McCLC fue de 0.66 (Fig. 13B). El mayor
grado de confianza en el modelo obtenido, se observé entre los aminoacidos 111 a
161, los cuales se distribuyen en la region estructurada como a-hélices, y se ubican
a la derecha del diagrama de Ramachandran obtenido a partir del modelo (Fig.13C).
Estos residuos constituyen una region tipo “coiled-colied”, caracteristica de otros
homélogos de CLC e importante para la interaccion con CHC (Scheele et al., 2002).
Estos datos indican que McCLC estd conservada no solo evolutivamente, sino

también a nivel estructural.
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—— |BrassicalesCLC2
CLC2-like Tarenaya hassleriana

CLC2 Tarenaya hassleriana

CLC2 Herrania umbratica

CLC2 Gossypiumlobatum

CLC2 Gossypiumbarbadense

CLC2 Corchorus olitorius

CLC2 Corchorus capsularis

CLC2 Caricapapaya

CLC2 Cephalotusfollicularis

CLC Mesembryanthemum crystallinum h

CLC2 Ziziphusjujuba

CLC2 Quercus lobata

CLC2 Pyrus x bretschneideri

CLC2 Pyrus yedoensis var. nudiflora

CLC2 Prunus dulcis

CLC2 Prunus avium

— CLC2 Prunus armeniaca
CLC2 Prunus persica

{ CLC2-like Prunus dulcis

. CLC2 Camelliasinensis

T . CLC2-like Camellia sinensis

— - CLC3

—— CLC1

Streptococcus pyogenes

Figura 12. Arbol filogenético de McCLC. La historia evolutiva se infirid utilizando el
método de Maxima Verosimilitud de Le y Gascuel, 2008. El arbol inicial para la basqueda
heuristica se obtuvo automaticamente aplicando los algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a
una matriz de distancias por pares estimadas mediante un modelo JTT y luego
seleccionando la topologia con un valor logaritmico de verosimilitud superior. Este analisis
involucrd 79 secuencias, con un total de 418 posiciones para el conjunto de datos finales.
En el analisis evolutivo se afiadié una secuencia bacteriana como grupo externo. El clado

al que pertenece McCLC esta indicado en color morado.La flecha indica la posicién
evolutiva de la secuencia de M. crystallinum.
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A)

B)

20 40 60

| | |
McCLC MSSFPD-SF- ---DSHHAGS THPFDD-DDD AFVGGYTPPP ------ YSDF -ADPD-SVKE SVPDSPAFGF 56

AICLC2 MSAFEDDSFV ILNDD--ASE SVPVSG-SFD A----- RS- 8----- FSAF -BDECSHAVED SNMEDEE - - B 46
AICLC1 MATFDDGDFP A--QTHSPSE HEDFGG--YD NFSEAQQPPT QHQSGGFSSF NGDPA- ---- S-PNG- -YGF 58

AtCLC3 MSSTLSNEES GLGDSNRSTE VDGGDGGNFT AYESRFQS-- QRFDSSFSNF DSQPE---KE S--DLPC-G- 61

80 100 120 140
I | | |

McCLC GA- - - - - DVF ASHPAP-VAP IYGFESNGDP M--ANVVFVE SDGPVLPPPS EME-EEGFAL REWRRQNAIL 117
AICLC2 EE - - - - - DVE _A___AP_SSD _YGCAYSNGDG ECSNG___D HOGPILPPPS EMESDEGCFAL REWRRQNALQ 101
AICLC1 GASSPNHD-F SS---PFESS VNDANGNGGG S-GGDAIFA-_ _SDGPILPDPN FMR-FFEGFQR _REWRRLNTIH 121
AICLC3 ==-----D== =-SSPRPETQS PPSINSFEDD- - _-_TN-_-___ _DS-1LPPPS AMEKEEGFAL REWRRLNALR 110

160 180 200
| | |

McCLC LEQKEKREKE 1LSQl IEEAN EYKTAFHEKR KIKCQNNITN NREKEKLFMA NHEKFHKEAD KNYWKTIAEL 187
AICLC2 LEEKEKREKE KQl IEEAD QYKEEFHKKI EVTCENNKAA NREKEKLYLE NQEKFYAESS KNYWKAIAEL 171
ACLC1 LEEKFKKFKE MBNOIITFAF DEKKAFYEKR DKTIETNKTD NREKEKLYWA NQEKFHKEVD KHYWKAIAEL 191
AICLC3 LEEKFKEFKF MVOQIIFAAF OYKAFEFYSKR NVTIENNKKL NREKEKFFLE NQEKFYAEAD KNNWKAIAEL 180

220 240 260 280
| |

| |
McCLC VPNEVPAIER KRGKKDQE-- KKP-SVVVNQ GPKPGKPTDL ARMRQILVKL KHNTPTHLKL TP-PPAA--- 250

AICLC2 VPKEVPTIEK RRGKKEQQDP KKP-TVSVIQ GPKPGKPTDL TRMRQILVKL KHNPPSHLKL TSQPP---- - 235
AICLC1 IPREVPNIEK KRGKKDPD-- KKP-SVNVIQ GPKPGKPTDL GRMRQIFLKL KTNPPPHM-M PPPPPAKDAK 257
AICLC3 IPREVPVIEN =“RGNK----- KKTATITVIQ GPKPGKPTDL SRMRQVLTKL KHNPPTHMK- =PKLP----- 237
3?0 3?0 370
McCLC - - - -BEllSKD AKTG------ ---------- -GVUTTAP--- ----P---KA AAVAA-SP-- ----E----k 277
AICLC2) ~—= - I - sBE ABBB------ ---------- -B--ABP--- ----P---KN UBBET-KPE- ----E----B 253
AICLC1 DGKDAKDGKD AKTGKDGKDA KGGKDAKDLK DGKPADPKVT EEKRPSPAKD ASVETAKPDA AASGEGEKPV 327
Aclc3 ----8--BE8 BG - -2c-~ Scecmamees o -B--ABP--- ----B---B N VSvSE-HE-- ----E---@l 252
3I60
McCLC AVILAA- - - - - = 28D
AICLC2 AVTAA- - - - - - 258
AICLC1 AVTEAEGTKA E 338
AICLC3 TVTEKL---- - 258

Q)

Figura 13. McCLC posee el dominio putativo de unién a CHC. A) Alineamiento de
McCLC vy las tres isoformas de AtCLC. Las letras azules o resaltadas con rojo indican
conservacion o no de los residuos, respectivamente. El dominio de unién a CHC en las
AtCLC esta delineado. El alineamiento se realiz6 con CLC Main Workbench 8 y usando
AtCLC1 (AT2G20760), AtCLC2 (AT2G40060) y AtCLC3 (AT3G51890). B) Modelo
estructural de McCLC. El modelado por homologia se realizé utilizando como base la
estructura cristalografica de CLCb (6wcj.1, Paraan et al., 2020). El grado de confianza del
modelo se muestra de acuerdo con la leyenda. La estructura “coiled-coiled” entre los
aminoacidos 111 a 161, se encuentra encerrada en un cuadro. C) Diagrama de
Ramachandran, obtenido del modelado por homologia, indicando la alta probabilidad de
estructura “coiled-coiled” en McCLC. Se muestran los angulos diédricos W contra ® en los
aminoacidos, notese como en el tercer cuadrante se hallan las hélices a orientadas a la
derecha, las cuales corresponde a los mismos residuos en B). Los resultados se obtuvieron
usando MolProbity (Chen et al., 2010) y SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018).
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El andlisis filogenético para los APu identificados de M. crystallinum se realizd
utilizando 136 secuencias para AP pertenecientes a las cinco diferentes familias
anotadas. El arbol identific6 que McAP1u se agrupa en la subfamilia AP1u y el
McAP2u lo hace en el grupo AP2u (Fig. 14), indicando que las proteinas de M.
crystallinum estan conservadas en la escala evolutiva dentro de las familias de AP1
y AP2, respectivamente. El genoma de A. thaliana se encuentran codificados dos
genes de AP1p, AtAP1ul y AtAP1u2 y un gen para AP2u, AtAP2u (Park et al., 2013;
Yamaoka et al., 2013). Al realizar un alineamiento con los MCAPY, se determiné que
McAP1u posee una identidad del 90%, y McAP2u un 95%, con respecto a las
secuencias de A. thaliana. Ademas, ambos McAPp contienen el dominio MHD (Por
sus siglas en inglés, p Homology Domain), caracteristico de la familia e importante
para funcionar como una plataforma para las interacciones proteina-proteina
durante la formacién de CCV (Fig. 15A y 16A, Martina et al., 2001). Al realizar el
modelado por homologia para ambos McAPu, se obtuvo un modelo para McAP1u
con un valor QSQE de 0.8 (Fg.15B) y de 0.71 para McAP2u (Fg.16B), en los cuales
es posible identificar el dominio MHD en un arreglo de dos B-plegadas empalmadas,
evidenciadas también en la region izquierda superior del diagrama de
Ramachandran obtenido para cada modelo (Fig. 15C y 16C). En estos modelos
también es posible identificar en el C-terminal el motivo Trp-Val-Arg-Tyr en un saco
hidrofébico, indispensable para la interaccion con los residuos citosoélicos YXX®,
presentes en las proteinas a incorporar a las CCV (Martina et al., 2001; Smith et al.,
2017). Esto datos indican que ambos McAPU poseen las determinantes
estructurales para las interacciones proteina-proteina necesarias para la formacion

y cargado de CCV.
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_— AP1pu Animales

AP1u1 Arabidopsis thaliana
AP1u2 Arabidopsis thaliana
AP1u Mesembryanthemum crystallinum h
AP1p2 Glycinemax

AP1p2 Glycinemax

AP1p2 isoforma X1 Glycine max
AP1p2 isoforma X2 Glycine max
AP2u Glycine max

AP2u Glycine max

AP2u Glycine max

AP2yu Glycine max

AP2u Glycine max

AP2u Mesembryanthemum crystallinum #
AP2u Arabidopsisthaliana

AP2u Arabidopsisthaliana

AP2u Animales

AP3pisoforma X2G;ycme max
AP3uisoforma X1Glycine max
AP3u Glycine max

AP3u Arabidopsisthaliana

AP3p Animales

AP4p Animales

AP4p Glycine max

AP4uisoforma Glycine max
AP4yu Arabidopsisthaliana

Synechococcus sp

Figura 14. Arbol filogenético de McAP1u y McAP2u La historia evolutiva se infirid
utilizando el método de Maxima Verosimilitud de Le y Gascuel., 2008. Los arboles iniciales
para la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos
Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas mediante un modelo
JTT y luego seleccionando la topologia con un valor logaritmico de verosimilitud superior.
Este analisis involucré 136 secuencias con un total de 235 posiciones para el conjunto de
datos finales. En el andlisis evolutivo se afiadi®6 una secuencia bacteriana como grupo
externo. . El clado al que pertenecen McAP1u y McAP2u esta indicado en amarillo y rojo,
respectivamente. Los clados de AP3u y AP4u estan indicados en verde y azul,
respectivamente.Las flechas indican la posicion evolutiva de las secuencias de M.

crystallinum.
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20 40 60

A) | | |

AAPIM1 MAGAASALFL LDIKGRVLVW RDYRGDVTAA QAERFFTKLI ETEGDSQSND PVAYDNGVTY MFVQHSNIYL 70
AtHAP13_AP1M2 MAGAASALFL LDIKGRVLVW RDYRGDVSAA QAERFFTKLI EKEGDSQSND PVAYDNGVTY MFVQHSNVYL 70
McAPIM MSGAASALFL LDIKGRVLIW RDYRGDVSAV QAERFFTKLI EKEGDPQSQD PVVMYDNGITY MFMQHNNVYL 70

80 100 120 140
|

| | |
AAPIM1 M1 ASRQNCNA ASLLFFLHRV VDVFKHYFEE LEEESLRDNF VVVYELLDEM MDFGYPQFTE ARILSEFIKT 140
AtHAP13_AP1M2 M| ASRQNCNA ASLLFFLHRV VDVFKHYFEE LEEESLRDNF VVVYELLDEM MDFGYPQYTE ARILSEFIKT 140
McAPIM M| ATRQNCNA ASHLLFLHRV VDVFKHYFEE LEEESLRDNF VVVYELLDEI MDFGYPQFTE AKILSEFIKT 140
160 180 200

| | |
AAPIM1 DAYRMEVTQR PPMAVTNSVS WRSEGLKFKK NEVFLDVIES VNILVNSNGQ |VRSDVVGAL KMRTYLSGMP 210
AtHAP13_AP1M2 DAYRMEVTQR PPMAVTNAVS WRSEGCIQYKK NEVELDVIEN VNIIVNSNGQ I VRSDVVGCAL KMRTYLTCMP 210

McAPIM DAYRMEVSQR PPMAVTNAVS WRSEGIAYKK NEVFLDVVES VNILVNSNGQ | IRSDVVGAL KMRTYLSGMP 210

220 240 260 280
| | | |

AAPIMY ECKLGLNDRI _LLEAQCRALK CKAIDIEDIK FHOCVRIARE ENDRIISEID PDGOSFDLMIY RISTQVKEIL] 280
AHAP13_APIM2 ECKIGINDRV 11 FAQGRATK GKAIDIFDIK FHQOCVRIARFE FNDRTISFIP PDGAFDIMTY RISTQVKPI | 280
McAPIM ECKLGLNDRV LLEAQGRTTK GKAIDLDDIK FHQCVRLARF ENDRTISFIP PDGSFDLMTY RLSTQVKPLI 280

300 320 340

| | |
AAPIM1 WVEAHI ERHS RSRVEMLVKA RSQFKDRSYA TSVEIELPVP TDAYNPDVRT SLGSAAYAPE KDALVWKIQY 350
AtHAP13_AP1M2 WVEAQIESHS RSRVEMLIKA RSQFKERSTA TNVEIELPVP TDASNPTVRT SLGSASYAPE KDALVWKIKS 350
McAPIM WVEAQI ERHS RSRIEIMVKS RSQFKERSTA TNVEIELPVP SDATNPNIRT SMGSAAYAPE KDALVWKIKS 350

360 380 400 420
| | | |

AAPIM1 FYGNKEHTLK ADFHLPSIAA EEATPERKAP |IRVKFEIPKF 1VSGIQVRYL KIIEKSGYQA HPWVRYI|TMA 420
AtHAP13_AP1IM2 EPGNKEYMIR AEFHI PO TA EEATPERKADP | RVKEEIDPYE TVSCIQVRYIL _KIITEKSCYQA L PWVRY I TMA 420
McAPIM FPGGKEYMLR AEFSLPSITS DEAPAERKAP IRVKFEIPYF TVSGIQVRYL KIIEKSGYQA LPWVRY I TMA 420

AAPIMI GEYEIRIM 428
AtHAP13_APIM2 GEYELRIV 428
McAPIM GEYELRLM 428

B) C)

B-plegada a-hélices a la izquierda

o
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-180° 0° 180°

Figura 15. La McAP1u posee conservacion estructural. A) Alineamiento de McAP1u y
las dos isoformas de AtAP1p. Las letras azules o resaltadas con rojo indican conservacion
0 no de los residuos, respectivamente. El dominio MDH en las AtAP1p esta delineado. El
alineamiento se realiz6 con CLC Main Workbench 8 y usando AtAP1ul (AT1G10730) y
AtAP1p2 (AT1G60780). B) Modelo estructural de McAP1p. EI modelado por homologia se
realizé utilizando como base la estructura cristalografica del AP1 de Humanos (4p6z.1, Jia
et al., 2014). El grado de confianza del modelo se muestra de acuerdo con la leyenda. El
primer residuo Trp 413 dentro de la bolsa hidrofobica, se encuentra resaltado con una
flecha. C) Diagrama de Ramachandran, obtenido del modelado por homologia. Se
muestran los angulos diédricos W contra @ en los aminoacidos, los cuales corresponden a
los mismos residuos en B). Los resultados se obtuvieron usando MolProbity (Chen et al.,
2010) y SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018)

60



A)

McAP2M
AAP2M

McAP2M
AtAP2M

McAP2M
AAP2M

McAP2M
AAP2M

McAP2M
AAP2M

McAP2M
AAP2M

McAP2M
AAP2M

McAP2M
AAP2M

MPVAASAIYF
MPVAASAIYF

MRISNVY I VI
MRISNVY I VI

DFGYPQNLSP
DFGYPQNLSP

FLDIVESVNL

ELDILVESVNIL LMSSKONVLR CDVICKVLNMK

KSGKTIELDD
KSCKTIELDD

20
|

LNLRGDVLIN
LNLRGDVLIN

80
|

VVSSNANVAC
VVSSNANVAC

140
|

El LKLYl TQE
E'F LKLY FQE

200
|

LMSSKGSVLR

260
|

VTFHQCVNLT
VIEHQCVNILT

RLYRDDVGGN
RTYRDDVGGN

AFKFVVEAVN
GFKFVVEAVA

GVRSPFSSKP
GVRSPFSSKP

CDVTGKI LMK

40
|

MVDAFRMHIM
MVDAFRTHIM

100
|

LFKSY FGGQF
LFKSY FGGAF

160
|

ADKPVPNATL
KDKPVPNATL

220
|
CFLSGMPDLK
CELSCMPDILK

QTKELGTCPV
QTKELGNCPV

DEDAI RNNFV
DEDAI RNNFV

QVTGAVGWRR

60
|

RQI GGCSFLY
RQI GGCSFVY

120
I

LIYELLDEIM
LIYELLDEIM

180
I

EGLVYKKNEV

QVIGAVGWRR EGLAYKKNEYV

LGLNDKIGLE
LGINDKIGLE

240
|

KESQLKARPA
KESEMKSRPA

RFNSEKTVSF
RENSEKTVSE

280
|

VPPDGEFELM
VYPPDCEFELM

KYRITEGVNL
KYRITEGVNL

300
I

PFRVLPTIKE
PERVIPTIKE

LGRTRMEVNYV
LGRTRMEVNV

320
|

KVKSVFGAKM
KVKSVFGAKM

FALGVVIKIP
FALGVVVKI P

340
|

VPKQTAKTNF
VPKQTAKTNEFE

QVTSGRAKYN
QVTTGRAKYN

360
I

PSVDSLVWKI
PSIDCLVWKI

RKFPGQTEST
RKFPGQTEST

380
|

LSAEVELIST
LSAEILELIST

I GEKKSWTRP
MGEKKSWTRP

400
|

Pl QMEFQVPM
Pl QMEFQVPM

FTASGLRVRF
FTASGLRVRF

420
I

LKVWEKSGYN
LKVWEKSGYN

TVEWVRY I TK
IVEWVRY I TK

AGSYEIRC 438
AGSYEIRC 438

B >09
>0.7

>0.5
<0.5

180°

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

Figura 16. La McAP2u posee conservacion estructural. A) Alineamiento de McAP2u vy
AtAP2u. Las letras azules o resaltados con rojo indican conservacion o no en los residuos,
respectivamente. El dominio de unién MDH en AtAP2u esté delineado. El alineamiento se realizé
con CLC Main Workbench 8 y usando AtAP2u (AT5G46630). B) Modelo estructural de AtAP2.
El modelado por homologia se realizé utilizando como base el modelo obtenido por microscopia
electronica del AP2 de raton (6wcj.1, Partlow et al., 2019). El grado de confianza del modelo se
muestra de acuerdo con la leyenda. El primer residuo Trp 424 en la bolsa hidrofébica, se
encuentra resaltado con una flecha. C) Diagrama de Ramachandran, obtenido del modelado por
homologia. Se muestran los angulos diédricos W contra ® en los aminoacidos, los cuales
corresponde a los mismos en B). Los resultados se obtuvieron usando MolProbity (Chen et al.,
2010) y SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018).

61



VIII.3 McCLC, McAP1py McAP2u son funcionales

En otros sistemas se ha identificado la estrecha interaccion entre las subunidades de los
complejos AP vy el trisikelion de clatrina (Martina et al., 2001). Para determinar si existe
esta misma clase de asociacion entre los componentes McCLC, McAP1u 'y McAP2u de
M. crystallinum. Estos componentes se clonaron y fusionaron a proteinas fluorescentes,
con el objetivo de realizar ensayos de localizacion subcelular en N. benthamiana, los
cuales nos permitirian identificar ubicacion subcelular de estas proteinas. En estos
estudios fue posible observar en la proyeccion en Z de las imagenes confocales, que
McCLC-mCherry, EYFP-McAP1u y EYFP-McAP2u se localizaron en la periferia de la
célula (Fig. 17, flechas) y también en puntos intracelulares (Fig. 17, puntas de flecha). En
estudios previos realizados en A. thaliana, AtCLC y la subunidad p de AtAP1 y AtAP2 se
observaron altamente asociados en la MP y en estructuras intracelulares (Shimizu et al.,
2021). Para determinar si existe esta misma asociacion entre las proteinas de M.
crystallinum, se realizaron ensayos de colocalizacién, los cuales nos permitieron
cuantificar el grado y la localizacién subcelular de dicha asociacién. Observamos que, en
el corte central de la proyeccion en Z, McCLC-mCherry y EYFP-McAP1u (Fig. 18), o
McCLC-mCherry y EYFP-McAP2u (Fig. 19), se localizaron muy cerca de la periferia de
la célula. Con la superposicién de ambas imagenes se observé que ambas sefiales se
asocian (Fig. 18 y 19, “Merge”), y en el andlisis de colocalizacion se obtuvieron
coeficientes de correlacion de Pearson (rp) y de Spearman (rs) mayores a 0.8
(Scatterplot). Asociacion que se mantiene en todos los cortes en Z, ya que al realizar el
analisis en cada uno de los cortes confocales, se obtuvieron valores constantes por arriba
de 0.5 de rp y rs (Fig. 18 y 19, grafica de cajas), indicando que McCLC y ambos APu
estan asociadas a la misma localizacion subcelular y podrian funcionar
coordinadamente.
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McCLC-mCherry

EYFP-McAP1

EYFP-McAP2u

Figura 17. Localizacién subcelular de las proteinas asociadas a CCV de M. crystallinum.
Imégenes representativas de una proyeccion en Z de la epidermis abaxial de hojas de N.
benthamiana infiltradas con A) McCLC-mCherry, B) EYFP-McAP1u o C) EYFP-McAP2p. Las
flechas indican sefial cerca de la membrana plasmatica y las puntas de flecha indican sefial
intracelular. Barra de escala= 10 pm. Los resultados son representativos de al menos tres
réplicas independientes.
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Figura 18. Las proteinas asociadas a CCV McAP1py McCLC colocalizan. Imagenes
representativas de un corte en Z al coexpresar McCLC-mCherry (magenta) y EYFP-
McAP1pu (verde). La imagen sobrepuesta (“Merge”), muestra la regiéon de interés (ROI)
encerrada con un recuadro blanco y mostradas como areas de mayor aumento. Se utilizé
para calcular los indices de colocalizacion el Plugin PSC (French et al., 2008). Los
valores de correlacion rp y rs se muestran en el diagrama de dispersion (Scatterplot). Los
valores de la proyeccidn en Z se representan en los diagramas de cajas, donde se indican
los rangos maximos y minimos que se obtuvieron rp (barras grises) y rs (barras blancas).
DIC, imagen de contraste. Barra de escala= 10 um. Los resultados son representativos
de al menos tres réplicas independientes.
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Figura 19. Las proteinas asociadas a CCV McAP2u y McCLC colocalizan. Iméagenes
representativas de un corte en Z al coexpresar McCLC-mCherry (magenta) y EYFP-McAP2u
(verde). La imagen sobrepuesta (“merge”), muestra la regién de interés (ROI) encerrada con un
recuadro blanco y mostradas como areas de mayor aumento. Se utilizé para calcular los indices
de colocalizacion el Plugin PSC (French et al., 2008). Los valores de correlacién rp y rs se
muestran en el diagrama de dispersion (Scatterplot). Los valores de la proyeccién en Z se
representan en los diagramas de cajas, donde se indican los rangos maximos y minimos que
se obtuvieron rp (barras grises) y rs (barras blancas). DIC, imagen de contraste. Barra de
escala= 10 um. Los resultados son representativos de al menos tres réplicas independientes.
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La colocalizacion de McCLC con ambos McAPu indicé que estas proteinas podrian
funcionar coordinadamente en la misma via celular. Sin embargo, para verificar la
identidad funcional de los dos McAPU en la via exocitica o endocitica, se realizd su
expresion individual y se analiz6 junto con el colorante FM4-64. Colorante ampliamente
usando para marcar inicialmente la MP y seguir el proceso de endocitosis (Rigal et al.,
2015). Al observar las sefales correspondientes de EYFP-McAP2u y FM4-64, la
fluorescencia asociada a cada fluoréforo se observo en la periferia de la célula, y al
sobreponer las imagenes se observd una colocalizacion significativa entre EYFP-
McAP2u y FM4-64 en estructuras similares a vesiculas (Fig. 20A, “Merge”, rp = 0.70; rs
= 0.72). Al observar la distribucion de EYFP-McAP1u respecto al FM4-64, observamos
que ambos marcaron la periferia de la célula, pero en la imagen superpuesta no
presentaron correlacion (Fig. 20B rp = 0.34; rs = 0.25), indicando que McAP2y, pero no
McAP1y, est4 asociado con la endocitosis.

La toxina BFA es un inhibidor del trafico vesicular post-Golgi, debido a que produce
disrupcion y aglomeracion del AG, TGN/EE y las membranas endosomales en los
cuerpos de BFA (Norambuena y Tejos, 2017; Robinson et al., 2008). Al realizar un
tratamiento por 3 h con 90 uM de BFA en la epidermis infiltrada con EYFP-McAP 1y (Fig.
21A) o EYFP-McAP2y (Fig. 21B), se observa la reubicacion de ambos APu dentro de los
cuerpos de BFA (Fig. 21, flechas), pero no en presencia de DMSO, utilizado como
tratamiento control. Esta observacion indicé la asociacion de ambos McAPu con el
TGN/EE vy el trafico post-Golgi, similar a lo observado para los ortélogos de Arabidopsis
(Park et al., 2013; Wang et al., 2013). Tomando en cuenta los resultados previos se
puede concluir que McCLC, McAP1u y McAP2u son ortologos funcionales que se

asocian para formar CCV.
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Scatterplot
=0.70

FM4-64

Figura 20. McAP2u colocaliza con el marcador de la endocitosis FM4-64, a
diferencia de McAP1p. Imagenes representativas de un corte confocal de la epidermis
de N. benthamiana infiltrada con A) EYFP-McAP2u o B) EYFP-McAP1u y marcada con
FM4-64. La imagen sobrepuesta (“Merge”), muestra la region de interés (ROI) encerrada
con un recuadro blanco y mostrada como areas de mayor aumento. El Plugin PSC
(French et al., 2008), se utilizo para calcular los indices de colocalizacion. Los valores de
correlacion rp y rs se muestran en el diagrama de dispersion (“Scatterplot”). DIC, imagen
de contraste. Barra de escala= 10 um. Los resultados son representativos de al menos
tres réplicas independientes.
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Figura 21. McAP1p y McAP2u participan en el trafico post-Golgi. Proyeccion en Z
representativa de la epidermis de N. benthamiana infiltrada con A) EYFP-McAP2u o B) EYFP-
McAP1p y tratada con la toxina BFA (3 h con 90 pM) o DMSO, usado como control. Las flechas
blancas indican la presencia del cuerpo de BFA. DIC, imagen de contraste. Barra de escala= 10
pum. Los resultados son representativos de al menos tres réplicas independientes.
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VIIl.4 McPIP se localizan en la membrana plasméatica y se asocian con McCLC

Anteriormente se ha reportado que McPIP son responsivas a la salinidad (Tabla 2,
Gomez-Méndez, 2015). Estas mismas McPIP se observaron en las preparaciones de
CCV vy fracciones enriquecidas de MP, durante condiciones de salinidad (Fig. 11).
Indicando que las McPIP, utilizan la via dependiente de CCV para localizarse en la MP.
Sin embargd, para verificar que la localizacién de las McPIP se mantiene en la epidermis
de N. benthamiana, utilizado en este trabajo como sistema heterélogo de expresion.
Inicialmente se analizo la localizacion y distribucion subcelular de McPIP1;4 y McPIP2;1
fusionadas a mCherry. Ambas McPIP se encontraron distribuidas en puntos discretos en
el citosol (Fig. 22, puntas de flecha) y también en la periferia de la célula, lo que sugiere

una asociacion con la MP (Fig. 22, flechas).

A . DIC ~_McPIP1;4-mCher

Figura 22. Localizacion de McPIP1;4 y McPIP2;1 en N. benthamiana. Imagenes
representativas de una proyeccion en Z de células transformadas con: A) McPIP1;4-mCherry y
B) McPIP2;1-mCherry. La flecha indica sefial en la MP y la cabeza de flecha indica sefal
intracelular. DIC Imagen de contraste. Barra de escala= 10 pm.
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Para verificar la asociacion de ambas McPIP a la MP, se indujo la plasmdlisis de las
células transformadas, para observar los filamentos de Hecht, que son extensiones de la
MP gue conectan el protoplasto con la pared celular (Oparka, 1994). En este ensayo se
observé tanto a McPIP1;4-mCherry como a McPIP2;1-mCherry en los filamentos de
Hecht (Fig. 23, recuadro). Resultados que demuestran que en N. benthamina, McPIP1;4

y McPIP2;1 mantienen su localizacion en la MP.
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Figura 23. McPIP1; 4 y McPIP2; 1 estan presentes en los filamentos de Hecht. Imagenes
representativas de un corte confocal de células transformadas con: A) McPIP1;4-mCherry y B)
McPIP2;1-mCherry. La presencia de los filamentos de Hecht se produjo plasmolizando las
células con 1 M de NaCl antes de observar al microscopio. Los asteriscos muestran la retraccion
del protoplasto desde la pared celular y los recuadros areas de mayor aumento, evidenciando la
presencia de ambas McPIPs en los filamentos de Hecht. DIC Imagen de contraste. Barra de
escala= 10 pm.

70



Una vez gque se confirmd la localizacion de ambas McPIP en la MP, se realizé un analisis
de colocalizacién de ambas McPIP con McCLC, con el objetivo de determinar si ambas
sefiales se asocian, y poder demostrar por medio de microscopia el trafico intracelular
de las McPIP por CCV. El andlisis de colocalizacion entre McPIP1;4-EYFP y McCLC-
mCherry (Fig. 24) o McPIP2;1-EYFP y McCLC-mCherry (Fig. 25), revelé que ambas
McPIP colocalizan con McCLC cerca de la MP vy al realizar el analisis de colocalizacién
se obtuvieron valores de rp y rs superiores a 0.5, confirmando ambas proteinas se
asocian cerca de la MP y, por consiguiente, la funcion de McCLC podria participar en el

trafico vesicular de las McPIP.
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Figura 24. McCLC-mCherry colocaliza con McPIP1;4-EYFP. Imagen representativa de un
corte confocal de células de la epidérmis de una hoja de N. benthamiana coinfiltrada con
McPIP1;4-EYFP y McCLC-mCherry. La imagen superpuesta (“Merge”), muestra la region de
interés (ROI) encerrada con un recuadro blanco y mostrada como area de mayor aumento.
Para calcular los indices de colocalizacion se utilizé el Plugin PSC (French et al., 2008). Los
valores de correlacién rp y rs se muestran en el diagrama de dispersion (“Scatterplot”). DIC,
imagen de contraste. Barra de escala= 10 um. Los resultados son representativos de al
menos tres réplicas independientes.
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Figura 25. McCLC-mCherry colocaliza con McPIP2;1-EYFP. Imagen representativa de un
corte confocal de células de la epidérmis de una hoja de N. benthamiana coinfiltrada con
McPIP2;1-EYFP y McCLC-mCherry. La imagen superpuesta (“Merge”), muestra la regiéon de
interés (ROI) encerrada con un recuadro blanco y mostrada como area de mayor aumento.
Para calcular los indices de colocalizacion se utilizé el Plugin PSC (French et al., 2008). Los
valores de correlacion rp y rs se muestran en el diagrama de dispersion (“Scatterplot”). DIC,
imagen de contraste. Barra de escala=10 um. Los resultados son representativos de al
menos tres réplicas independientes.

VIIL.5 Las McPIP establecen interacciones diferenciales con las proteinas McAPu

Los complejos AP estan involucrados en el ensamblaje y reclutamiento de las proteinas
a cargar en las CCV, cuya funcion no es redundante, ya que cada uno participa en
diferentes vias de transporte intracelular (Larson et al., 2017; Robinson y Pimpl, 2014).
Con el objetivo de determinar si las McAPs se asocian diferencialmente o no a las McPIP,
se llevo a cabo un analisis de colocalizacion entre estos dos tipos de proteinas. En estos
ensayos, se encontr6 que McPIP1;4-mCherry y EYFP-McAP1u colocalizaron
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particularmente en estructuras intracelulares, con muy poca sefal asociada a la MP (Fig.
26, punta de flecha), lo que indica una posible influencia de McAP1u en la localizacién
de McPIP1;4 (Fig. 26, rp=0.97 y rs=0.96). McPIP1;4-mCherry también se colocaliz6 con
EYFP-McAP2y, sin embargo, la sefial asociada a ambas se ubicé tanto en la periferia de
la célula, como en vesiculas intracelulares (Fig. 27; rp = 0.93; rs = 0.87). De manera
similar, también se observo colocalizacion entre McPIP2;1-mCherry y EYFP-McAP1u en
la periferia de las células y, en menor medida, en vesiculas intracelulares (Fig. 28; rp =
0.88; rs = 0.88); mientras que la colocalizacion entre McPIP2;1-mCherry y EYFP-
McAP2p se observo cerca de la MP (Fig. 29; rp=0.71; rs=0.73). Estos resultados indican
gue las dos McPIP colocalizan con McAP1u o McAP2y, y se asocian en compartimentos
subcelulares (cerca de la MP o en vesiculas intracelulares). Lo cual indica que la funcion
de ambos McAPW, es necesaria para el trafico vesicular y la localizacion final de las

McPIP en la MP.
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Figura 26. McPIP1;4-mCherry colocaliza con EYFP-McAP1p. Imagen representativa
de un corte confocal de la epidermis de hojas de N. benthamiana infiltradas con
McPIP1;4-mCherry y EYFP-McAP1u. El andlisis de colocalizacion se realizé en una
region de interés (ROI) encerrada en un recuadro de lineas punteadas y muestra un
area de mayor aumento en la imagen sobrepuesta (“Merge”). El Plugin PSC se utiliz6
para calcular los indices de colocalizacién (French et al., 2008). Los valores obtenidos
para rp y rs se muestran en el diagrama de dispersion correspondiente (“Scatterplot”).
Las puntas de flecha indican la asociacion de la sefial a la MP o vesiculas
intracelulares, respectivamente. DIC, imagen de contraste. Barra de escala= 10 pym.
Los resultados son representativos de al menos tres réplicas independientes.
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Figura 27. McPIP1;4-mCherry colocalizan con EYFP-McAP2u. Imagen
representativa de un corte confocal de la epidermis de hojas de N. benthamiana
infiltradas con McPIP1;4-mCherry y EYFP-McAP2u. El analisis de colocalizacion se
realizo en una region de interés (ROI) encerrada en un recuadro de lineas punteadas
y muestra un area de mayor aumento en la imagen sobrepuesta (“Merge”). El Plugin
PSC se utilizé para calcular los indices de colocalizacién (French et al., 2008). Los
valores obtenidos para rp y rs se muestran en el diagrama de dispersion
correspondiente (“Scatterplot”). La flecha indica la asociacion de la sefial a la MP. DIC,
imagen de contraste. Barra de escala= 10 um. Los resultados son representativos de
al menos tres réplicas independientes.
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Figura 28. McPIP2;1-mCherry colocaliza con EYFP-McAP1u. Imagen
representativa de un corte confocal de la epidermis de hojas de N. benthamiana
infiltradas con McPIP2;1-mCherry y EYFP-McAP1p. El andlisis de colocalizacion se
realizé en una region de interés (ROI) encerrada un recuadro de lineas punteadas y
muestra un area de mayor aumento en la imagen sobrepuesta (“Merge”). El Plugin
PSC se utiliz6 para calcular los indices de colocalizacién (French et al., 2008). Los
valores obtenidos para rp y rs se muestran en el diagrama de dispersion
correspondiente (“Scatterplot”). La flecha y las puntas de flecha indican la asociacién
de la sefial a la MP o vesiculas intracelulares, respectivamente. DIC, imagen de
contraste. Barra de escala= 10 um. Los resultados son representativos de al menos
tres réplicas independientes.
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Figura 29. McPIP2;1-mCherry colocaliza con EYFP-McAP2u. Imagen
representativa de un corte confocal de la epidermis de hojas de N. benthamiana
infiltradas con McPIP2;1-mCherry y EYFP-McAP2y. El andlisis de colocalizacion se
realizé en unaregién de interés (ROI) encerrada en un recuadro de lineas punteadas
y muestra un area de mayor aumento en la imagen sobrepuesta (“Merge”). El Plugin
PSC se utiliz6 para calcular los indices de colocalizacién (French et al., 2008). Los
valores obtenidos para rp y rs se muestran en el diagrama de dispersion
correspondiente (“Scatterplot”). Las flechas indican la asociacién de la sefial a la MP.
DIC, imagen de contraste. Barra de escala= 10 pm. Los resultados son
representativos de al menos tres réplicas independientes.
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En mamiferos se conoce que la interaccion entre las AQP y la subunidad p ocurre a
través del motivo YXX@ localizado en el C-terminal de las AQP (Larson et al., 2017;
Madrid et al., 2001). Al realizar un alineamiento del C-terminal de las McPIP de M.
crystallinum, fue posible identificar el motivo YHQYI en McPIP2;1, McPIP2;2, y McPIP2;8.
Para McPIP1;4 se identificé el motivo YHVVV y para McPIP1;2 YHTIV (Fig. 30A). Estos
motivos cumplen con las caracteristicas del motivo YXX®, por lo tanto, a través de ellos
se podrian establecer interacciones proteina-proteina con McAP1u y/o McAP2u. Para
evaluar esta posibilidad se empleé el sistema de dos hibridos con base a la ubiquitina
dividida (mbSUS). EI mbSUS permite evaluar la capacidad de interaccion de dos
proteinas de membrana fusionadas cada una al N-terminal (Nub) o C-terminal (Cub) de
la ubiquitina. Si ambas proteinas interaccionan, la ubiquitina se reconstituye y permite la
liberacion de un factor de transcripcién que induce la expresion de genes necesarios
para el crecimiento de la levadura diploide en un medio de seleccién. Al evaluar los
resultados del mbSUS, se observd crecimiento de las células diploides entre las
combinaciones McPIP1;4-Cub y McAP2u-Nub, asi como entre McPIP2;1-Cub y McAP1u-
Nub (Fig. 30B, 0 uM), indicando la interaccion entre estas proteinas. Sin embargo, el
crecimiento de la levadura se inhibié en presencia de 500 uM de metionina (Fig. 30B,
500 puM), lo que indicé que la interaccion es débil, debido a que la metionina es un
regulador negativo de la expresion de la proteina fusionada al extremo Cub, provocando
menos disponibilidad de McPIP-Cub. A pesar de ser una interaccion deébil, la interaccion
se confirmé por medio del ensayo de LacZ, el cual produjo una coloracion azul ligera en
presencia de X-Gal, en comparacion con el control negativo o NubG (Fig. 30B, Lac Z).
Estos datos establecen que McPIP1;4 y McAP2u, asi como McPIP2;1 y McAP1u tienen
la capacidad de interaccionar directamente, y por lo tanto nos permite concluir que los
complejos AP1 y AP2 regulan el trafico vesicular de las McPIP.
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McPI1P1;4

McPI1P2;1

Figura 30. Las acuaporinas McPIP1;4 y McPIP2;1 interactian con McAP2u o McAP1y,
respectivamente. A) El extremo carboxilo de las PIP de M. crystallinum posee un motivo de
unién a APu. Alineacion de secuencias del extremo carboxilo terminal de diferentes McPIP que
muestra la presencia del motivo YXX@ marcado con un recuadro. Los residuos conservados se
muestran en azul. La alineacion se realizé6 en CLC-main Workbench 21.0.4 B) La interaccion
proteina-proteina entre McPIP1;4 o McPIP2;1 con McAP1u y/o McAP2u se analiz6 mediante el
mbSUS y se revel6 por el crecimiento celular en el medio selectivo en ausencia (0 uM) o en
presencia de metionina (500 uM). Las interacciones se confirmaron mediante la activacion de
LacZ y se revel6 con X-Gal como sustrato (LacZ). NubWT y NubG se utilizaron como controles
de falsos negativos y falsos positivos, respectivamente.
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VIII.6 McPIP1;4 y McPIP2;1 forman hetero-oligobmeros.

Anteriormente se evalud la capacidad de McPIP1;4 y McPIP2;1 para afectar la P de la
membrana de ovocitos de X. laevis inyectados con los RNA mensajeros de una o ambas
McPIP (Hernandez-Dominguez, 2008). Estos resultados indicaron que McPIP1;4 y
McPIP2;1 podrian formar hetero-oligdbmeros funcionales con mayor permeabilidad al
agua. Para confirmar a nivel estructural la capacidad de interaccion entre estas dos
McPIP, utilizamos el ensayo mbSUS una vez mas. El crecimiento de las levaduras
diploides en el medio de seleccién (Fig. 31, 0 uM Metionina) indicé que McPIP1;4 y
McPIP2;1 forman fuertes interacciones, las cuales son estables, incluso en presencia de
metionina (Fig. 31, 500 uM Metionina). Ademas, la interaccién se corrobord usando la
actividad del reportero LacZ en las células diploides, las cuales desarrollaron una fuerte
sefial azul en presencia de X-Gal (Fig. 31, LacZ). Asi mismo, la interaccion entre
McPIP1;4 y McPIP2;1 es altamente especifica, debido a que al evaluar la capacidad de
reconstitucion de la ubiquitina entre McPIP y McTIP1;2 que es una AQP de la subfamilia
intrinseca del tonoplasto, el crecimiento de la levadura no ocurrié (Fig. 31, McTIP1;2). En
conjunto estos datos corroboran que McPIP1;4 y McPIP2;1 forman heteroligdmeros, que

poseen mayor permeabilidad al agua.
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McPIP1;4

Figura 31. Las acuaporinas McPIP1;4 y McPIP2;1 forman heteroligdmeros. La interaccién
proteina-proteina entre McPIP1;4 y McPIP2;1 mediante mbSUS se identific6 mediante el
crecimiento celular en el medio selectivo en ausencia (0 uM) o en presencia de metionina (500
UM). La s interacciones se confirmaron mediante la activacion de LacZ reveladé con X-Gal
como sustrato (LacZ). NubWT y NubG se utilizaron como controles de falsos negativos y falsos
positivos, respectivamente. La ausencia de crecimiento con McTIP1;2 demuestra la
especificidad de la interaccion entre McPIP1;4 y McPIP2;1.

Anteriormente la presencia de los heteroligobmeros entre isoformas de la familia PIP1 y
PIP2, se ha identificado como una manera de modular no solo la permeabilidad al agua,
sino también como una plataforma que permite regular la localizacién subcelular
(Shibasaka et al., 2020). Para determinar si la formacion de heteroligomeros impacta en
la localizacion de las McPIP, se decidié coexpresar en N. benthamiana a McPIP1;4-
mCherry y EYFP-McPIP2;1. Interesantemente, la sefial de ambas McPIP se vio
altamente asociada a la periferia de las células y con poca localizacion puntual
intracelular (Fig. 32, “Merge”), si se compara al expresar individualmente cada una (Fig.
22). Al cuantificar el nivel de colocalizacion entre ambas McPIP se obtuvieron los

coeficientes de correlacion de rp=0.84 y rs= 0.81 (Fig. 32), sugiriendo que, al expresarse
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conjuntamente, ambas McPIP se ubican preferencialmente en la MP (Gémez-Méndez,

2015).
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Figura 32. Las acuaporinas McPIP1;4 y McPIP2;1 colocalizan en la MP. Imagenes
representativas de un corte confocal de la epidermis de hojas de N. benthamiana infiltradas
con McPIP1;4-mCherry y McPIP2;1-mCherry. El analisis de colocalizacion se realizé en una
region de interés (ROI) encerrada en el recuadro de linea punteada y mostrada como un area
de mayor aumento en la imagen sobrepuesta (“Merge”). el Plugin PSC se utilizé para calcular
los indices de colocalizacién (French et al.,, 2008). Los valores obtenidos para rp y rs se
muestran en el diagrama de dispersion correspondiente (“Scatterplot”). DIC, imagen de
contraste. Barra de escala= 10 um. Los resultados son representativos de al menos tres
réplicas independientes.
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IX. DISCUSION

Las células eucariontes se caracterizan por poseer un sistema endomembranal
interconectado por medio del trafico vesicular, que se encarga de mantener la
homedstasis celular. En la escala evolutiva, el sistema de endomembranal de las plantas
es considerablemente mas complejo que el presente en levaduras, debido
principalmente a la duplicacion y divergencia de genes con alta especificidad dentro del
trdfico o debido a la presencia de estrategias de adaptacién diferencial que han
evolucionado junto con el estilo de vida sésil de las plantas (Aniento et al., 2022). En M.
crystallinum identificamos que McCLC, McAP1u y McAP2u son proteinas conservadas,
gue se asocian entre si, indicando que participan en la formacién de CCV in planta. Al
analizar la estructura terciaria por medio de modelado de McCLC, McAP1p y McAP2y,
identificamos que en las secuencias de M. crystallinum se encuentran las determinantes
necesarias para su funcionamiento dentro del ensamblado de CCV. Por ejemplo, la
region tipo “coiled-colied”, caracteristica de los homologos a CLC e importante para la
interaccion con CHC en McCLC (Scheele et al., 2002). Sin embargo, no se puede excluir
gue existan otras isoformas de McCLC. Por ejemplo, en A. thaliana se presentan tres
isoformas para CLC, que tienen un 55% de identidad entre ellos y 30% de homologia
con las isoformas CLCay CLCb de mamiferos (Wang et al., 2013). Dado a que el genoma
de M. crystallinum ha sido recientemente publicado (Shen et al. 2022), estudios
posteriores son necesarios para identificar otros genes paralogos a McCLC. De manera
similar MCAP1p y McAP2u, podrian no ser las Unicas copias de estos genes en el
genoma de M. crystallinum o bien su implicacion en la formacion y regulacion de CCV
podria estar coordinada a través de otras proteinas presentes exclusivamente dentro del
trafico vesicular de plantas. Como por ejemplo, el complejo TPLATE que funciona como

una plataforma de interaccién entre los triskeliones de clatrina y el complejo AP2,
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promoviendo la invaginacién de la membrana en contra de la presion de turgencia, y que
se ha identificado exclusivamente en el genoma de plantas (Aniento et al., 2022;
Yperman et al., 2021). Asi mismo, la conservacion funcional de McAP1u y McAP2u
observada en N. benthamiana en términos de colocalizacion o no, con el FMA4-64 (Fig.
20) o por sensibilidad al BFA (Fig. 21), nos permite concluir que los mecanismos de
respuesta de los homologos de M. crystallinum son similares a los reportados para A.
thaliana. Sin embargo, no se pueden descartar la presencia de vias alternas de
regulacion para McAP1uy McAP2p.

Desde la primera descripcion de las AQP como canales de agua por Agre y
colaboradores en 1992 (Preston et al., 1992), se ha logrado evidenciar la relevancia del
transporte de agua y cdmo regula la homeostasis celular bajo diferentes condiciones
fisioldgicas a las que se exponen los seres vivos. En las plantas, la mayor parte del agua
se transporta a lo largo de la via célula-célula, por lo que el incremento en la abundancia
o actividad AQP en la raiz conduce a un aumento de Lpr (Suku et al., 2013; Gambetta et
al., 2017). En este trabajo identificamos que en la raiz de M. crystallinum, el aumento de
la abundancia de PIP en la MP es parte de un proceso de adaptacion provocado por la
exposicion al NaCl que ocurre paralelamente con un aumento en la abundancia de las
McPIP también en las CCV (Fig. 11), lo cual indica que ambos procesos son importantes
en esta haléfita para incrementar el transporte de agua a través de la via intercelular, que
esta acoplado a la acumulacion de osmolitos intracelulares durante el estrés osmatico
impuesto por la salinidad a largo plazo (Kirch et al., 2000, Vaziriyeganeh et al., 2018).
Anteriormente se observé que el incremento en la abundancia de McPIP en la MP, no
depende del aumento de los niveles de transcripcion de las AQP (Vera-Estrella et al.,
2012). Respuestas a la salinidad similares ocurren en la raiz de Brassica oleracea, una
especie moderadamente tolerante a la salinidad, donde se observo la acumulacion de
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PIP1 y PIP2 en la MP, independientemente del nivel de expresion de los transcritos
(Muries et al., 2011). Estos resultados indican que el incremento en la abundancia de las
McPIP de la MP no esta ligado a su regulacién a nivel transcripcional, si no a regulacion
postraduccional, y en este caso, a través de su trafico post-Golgi dependiente de CCV.
Cambios en la abundancia de McPIP en las CCV podrian deberse no solo al proceso de
endocitosis, sino también a exocitosis, lo cual impactaria sinérgicamente su abundancia
en la MP. Este proceso se ha demostrado para las PIP que se encuentran bajo un
proceso de reciclamiento constitutivo en respuesta a la salinidad en A. thaliana (Luu et
al., 2011, Li et al., 2011). En este contexto, el reciclamiento constitutivo entre la MP y los
compartimentos intracelulares es una forma de regular la abundancia de proteinas de
membrana por medio de la modificacion de las tasas relativas de endocitosis y exocitosis
(Royle y Murrell-Lagnado, 2003).

El incremento de McPIP en la MP y en CCV en M. crystallinum indica que existe una
regulacion diferencial en el ajuste de la abundancia de las PIP de la MP entre haléfitas y
glicofitas durante la respuesta a la salinidad a largo plazo. En las glicéfitas como A.
thaliana se ha observado que la salinidad induce la endocitosis de las AtPIP en la MP
para limitar su abundancia y asi evitar la pérdida de agua por el cambio osmético en el
espacio extracelular (Boursiac et al., 2008; Dhonukshe et al., 2007; Ueda et al., 2016).
En cambio, en M. crystallinum el incremento en la abundancia de McPIP debe ser
conectado a la acumulacion de NaCl y la Lpr para mantener la homeostasis celular.
Demostramos que McPIP2;1 se localiza en fracciones enriquecidas en MP (Fig. 11) y
también observamos que colocaliza con McPIP1;4 en la MP al expresarlas
transitoriamente (Fig. 32) y formar heteroligomeros (Fig. 31). Anteriormente, en M.
crystallinum se determiné que la fosforilacion en la Ser282 de McPIP2;1 aumenta en
respuesta a la salinidad solo en la MP (Amezcua-Romero, 2010, GOmez-Méndez et al.,
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2022), interesantemente en A. thaliana cuando las raices se exponen a 100 mM NacCl,
se produce la defosforilacion en la Ser283 de AtPIP2;1, lo cual funciona como una sefial
de endocitosis por CCV y conduce a su disminucion en la MP (Park et al., 2008). Esto
sugiere que la capacidad de mantener la fosforilacion en la Ser282 de McPIP2;1, podria
evitar su internalizacion a través de las CCV durante condiciones de salinidad. Ademas,
si comparamos el cambio en la abundancia de McPIP1;4 y McPIP2;1 en las CCV
purificadas (3.5 y 5 veces, respectivamente) con la observada en la MP (Fig. 11 CCV 5
y 2 veces, respectivamente), podria sugerirse que el tréfico a través de CCV incrementa
para las dos McPIP, pero impacta diferencialmente la abundancia de cada isoforma en
la MP (Fig. 11, MP), lo cual indicaria que posee una regulacién especifica, similar a lo
reportado anteriormente para otras isoformas de AQP en plantas con funcion vy
localizacion especifica (Danielson y Johanson, 2008; Hacke y Laur, 2016). Ademas,
debido a que McPIP1;4 y McPIP2;1 y McAPp se asocian en los mismos compartimentos
celulares (Fig. 26 a 29), pero se establecen interacciones especificas solo entre
McPIP1;4 con McAP2u y McPIP2;1 con McAP1u (Fig. 30), y ademas ambas McPIP
tienen la capacidad de interaccionar entre ellas (Fig. 31), se podria hipotetizar que la
presencia del heteroligobmero influye en el trafico hacia y desde la MP de cada isoforma
de McPIP. Por lo tanto, la formacion de heteroligémeros no solo puede estar involucrada
en la salida de PIP1 del RE como se observé anteriormente entre miembros PIP1y PIP2
de Z. mays (Fetter et al., 2004; Zelazny et al., 2007), sino también en el trafico a través
de CCV hacia y desde la MP a través de las interacciones especificas con AP1uy AP2p.
Esta evidencia ademas estaria relacionada con la abundancia especifica de homo o
heteroligdmeros en la MP y dado a que los heteroligomeros tienen una mayor
permeabilidad al agua (Hernandez-Dominguez, 2007), es posible que el trafico
dependiente de McAP1u durante condiciones de salinidad este favorecido hacia el
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heteroligdmero, y que la endocitosis por McAP2u este favorecida para el homoligémero
con menor permeabilidad al agua, lo cual tendria como objetivo ajustar y eficientizar la

permeabilidad al agua durante condiciones de salinidad.

X.  CONCLUSIONES

e Las proteinas McCLC, McAP1u y McAP2u son componentes ortdlogos presentes
en M. crystallinum y conservados a nivel evolutivo y estructural.

e Las proteinas McAP1u y McAP2u participan en trafico intracelular post-Golgi y se
asocian con McCLC.

e Las acuaporinas McPIP1;4 y McPIP2;1 en respuesta a salinidad incrementan su
abundancia en la membrana plasmatica y en las vesiculas de clatrina en la raiz
de M. crsytallinum.

e La regulacion del trafico vesicular de McPIP1;4 y McPIP2;1 desde y hacia la
membrana plasmatica esta regulado por vesiculas de clatrina durante condiciones
de salinidad.

e Existen interacciones proteina-proteina especificas entre McPIP2;1/McAP1u y
McPIP1;4/McAP2y.

e Las acuaporinas McPIP1;4 y McPIP2;1 tienen la capacidad de formar
heteroligdmeros con mayor permeabilidad al agua y con localizacion preferencial
en la membrana plasmatica.

e Existe a diferencia de lo observado en glicdfitas.

Por altimo, nuestros resultados demuestran que existe una regulacién diferencial en
las McPIP de la raiz de M. crystallinum que asegura la absorcion de agua acoplada

a la acumulacién de Na*, la cual depende de la regulacion selectiva de componentes
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celulares conservados que conducen diferencialmente a un aumento en la
abundancia de las PIP de la MP para mantener la homeostasis osmaética de acuerdo

con la ecologia de la especie.

XI.  PERSPECTIVAS

Es necesario realizar andlisis adicionales para confirmar la interaccion proteina-proteina
de McPIP2;1 y McPIP1;4 in planta. Asi mismo usar, inhibidores como TryA23, BFA 'y
cicloheximida, para determinar las rutas de trafico intracelular que se comparten o no,
entre el heteroligobmero y homoligémero. Ademas, para ampliar el conocimiento de los
mecanismos de regulacion utilizados por M. crystallinum en el control de la abundancia
de las PIP, se requieren andlisis que permitan identificar el reciclamiento constitutivo de
PIP a través de CCV, durante condiciones control y de salinidad. Asi mismo, son
necesarios estudios comparativos entre los mecanismos celulares presentes en glicofitas
y haléfitas en condiciones de salinidad a corto y largo plazo, lo cual permitira identificar

procesos compartidos y/o especializados en cada tipo de planta.
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Xll. APENDICE

Tabla XlI.1 Secuencias de los oligonucleo6tidos utilizados para la clonacion

McPIP1;4

McPIP2;1

McCLC
McAP1u

McAP2u

GGGGACAAGTTTGTACAAAAA
AGCAGGCTTAATGGAGGGGAA
GGAAGAGGATG
GGGGACAAGTTTGTACAAAAA
AGCAGGCTTAATGACTAAGGA
CGTGGAGGTG
GTACAAAAAAGCAGGCTTCAT
GTCTTCATTTCCCGACTCTTT
CACCATGTCGGGAGCGGCCT
C
CACCATGCCGGTGGCTGCTTC

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGTGCTTGGATTTGAATGGAAT
TGCCCT
GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGT
TGGGTGTGCAGAGCTCCTGAAGG
AAC
GTACAAGAAAGCTGGGTCCGCAG
CCAATACGGCCTCTG
TCACATTAGCCTCAGCTCGTACT o
CATTAGCCTCAGCTCGTACT
ATCACACCTGATCTCATATGAACC
AGCo
ACACCTGATCTCATATGAACCAG
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XlIl.2 FIGURAS SUPLEMENTARIAS

pPX_EYFP_GW

11,073 bp

Fig. Suplementaria 1. Mapa del plasmido destino pX-EYFP-GW. Esquema del
plasmido pX-EYFP-GW recombinado con los cDNA clonados de McPIP1;4 o
McPIP2;1. Se muestran los sitios de recombinacion Gateway®, (attR1 y attR2) y la
fusion al C-terminal a la proteina verde fluorescente (EYFP). La expresién del casete
esta bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico del tabaco (p35S) y por los
elementos regulatorios en 5’ y 3’ de la nopalina sintasa. El vector ademas contiene el
gen de la fosfinotricina-N-acetiltransferasa que confiere resistencia al herbicida Basta
(BarR). La transferencia del casete o T-DNA, esta regulado por los bordes derecho
(RB T-DNA) e izquierdo (LB T-DNA). El esqueleto del vector contiene la secuencia de
replicacion pVS para el mantenimiento en A. tumefaciens, el origen de replicaciéon
pBR322 (ori) para producir alto nimero de copias en E. coli y el gen aminoglucésido-
3-adeniltransferasa para la resistencia a espectinomicina en bacterias (SpecR), el cual

funciona como marcador de seleccion.
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Fig. Suplementaria 2. Mapa del plasmido destino pX-mCherry-GW. Esquema del
plasmido destino pX-mCherry-GW recombinado con los cDNA clonados de McPIP1;4,
McPIP2;1 o McCLC. Se muestran los sitios de recombinacion Gateway®, (attR1 y
attR2) y la fusion al C-terminal a la proteina monomeérica rojo fluorescente (mCherry).
La expresion del casete esta bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico
del tabaco (p35S) y por los elementos regulatorios en 5’ y 3’ de la nopalina sintasa. El
vector ademas contiene el gen de la fosfinotricina-N-acetiltransferasa que confiere
resistencia al herbicida Basta (BarR), si la transformacion en plantas en estable. La
transferencia del casete o T-DNA, esta regulado por los bordes derecho (RB T-DNA)
e izquierdo (LB T-DNA). El esqueleto del vector contiene la secuencia de replicacion
pVS para el mantenimiento en A. tumefaciens, el origen de replicacion pBR322 (ori)
para producir alto numero de copias en E. coli y el gen aminoglucésido-3-
adeniltransferasa para la resistencia a espectinomicina en bacterias (SpecR), el cual

funciona como marcador de seleccion.
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Sitio de unién CAP/  Operén lacZ

pMETYC_GW

10,755 bp

Fig. Suplementaria 3. Mapa del pldsmido destino pMETYC_GW. Esquema del
plasmido destino pMETYC_GW recombinado con los cDNA clonados de McPIP1;4 o
McPIP2;1. La expresion de las AQP fusionadas por el extremo C- terminal al C-terminal
de la ubiquitina (Cub) esta bajo el control del promotor MET17, el cual se reprime en
presencia de metionina. El activador transcripcional LexA, regula la transcripcion del
operon lacZ. El plasmido cuenta con el marcador de seleccién LEUZ2, el cual codifica para
B-isopropilmalato deshidrogenasa; que cataliza el tercer paso en la ruta de biosintesis de
leucina. El elemento CEN/ARS funcionan como origen de replicacion estable, sin la
necesidad de integracion en el genoma de la levadura. El esqueleto del vector cuenta
con el origen de replicacién pBR322 (ori) para producir alto nimero de copias en E. coli

y el gen B-lactamasa para la resistencia a ampicilina en bacterias (AmpR).
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pXN32_GW
8496 bp

Fig. Suplementaria 4. Mapa del pldsmido destino pXN32_GW. Esquema del plasmido
destino pXN32_GW recombinado con los cDNA clonados de McAP1u o McAP2u por el
extremo N-terminal al N-terminal de la ubiquitina (Nub) esta bajo el control del promotor
del alcohol deshidrogenasa 1 (pADH1). El pldsmido cuenta con el marcador de selecciéon
TRP1, el cual codifica para la isomerasa de fosforribosilantranilato; que cataliza el tercer
paso en la biosintesis de triptéfano. El elemento CEN/p2 funcionan como origen de
replicacion estable de plasmido en levadura. El esqueleto del vector cuenta con el origen
de replicacion pBR322 (ori) para producir alto numero de copias en E. coli y el gen [3-

lactamasa para la resistencia a ampicilina en bacterias (AmpR).
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Fig. Suplementaria 5. Mapa del plasmido destino pEarleyGate-104. Esquema del
plasmido destino pEarleyGate-104 recombinado con los cDNA clonados de McAP1u o
McAP2u. Se muestran los sitios de recombinacion Gateway®, (attR1 y attR2) y la fusion
al N-terminal a la proteina verde fluorescente (EYFP). La expresion del casete esta bajo
el control del promotor 35S del virus del mosaico del tabaco (p35S) y por los elementos
regulatorios en 5’ y 3’ de la octopina sintasa (OCS). El vector contiene el gen de la
fosfinotricina-N-acetiltransferasa que confiere resistencia al herbicida Basta (BIpR). La
transferencia del casete o T-DNA, esta regulado por los bordes derecho (RB T-DNA) e
izquierdo (LB T-DNA). El esqueleto del vector contiene la secuencia de replicacion pVS
para el mantenimiento en A. tumefaciens, el origen de replicacion pBR322 (ori) para
producir alto numero de copias en E. coli y el gen aminoglucésido-3-adeniltransferasa
para la resistencia a espectinomicina en bacterias (SpecR), el cual funciona como
marcador de seleccion.
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XI1.3 Publicacion de articulos en revistas indexadas

1.

Gbomez-Méndez MF, Amezcua-Romero JC, Rosas-Santiago P, Hernandez-
Dominguez EE, de Luna-Valdez LA, Ruiz-Salas JL, Vera-Estrella R, Pantoja O
(2023). Ice plant root plasma membrane aquaporins are regulated by clathrin-
coated vesicles in response to salt stress. Plant Physiology 191:199-218.
Rosas-Santiago P, Zechinelli-Perez K, GOmez-Méndez MF, Vera-Lopez
Portillo F, Ruiz-Salas JL, Corboda-Martinez E, Acosta-Maspon A y Pantoja
Omar (2021). A differential subcellular localization of two copper transporters
from the COPT family suggests distinct roles in copper homeostasis in
Physcomitrium patens. Plant Physiology and Biochemistry 167: 459- 469
Vera-Estrella R, Gbmez-Méndez MF, Amezcua-Romero JC, Barkla BJ, Rosas
Santiago P y Pantoja O (2017). Cadmium and zinc activate adaptive
mechanisms in Nicotiana tabacum similar to those observed in metal tolerant
plants. Planta, 246:433-451.

Publicaciones en revistas nacionales

1.

2.

Davila- Delgado R, Gbmez-Méndez MF, Sanchez-Lopez, R y Vera-Estrella R.
Endocitosis en plantas (parte i): inducida por factores abioticos, bioticos y
hormonas (2019). Revista de Educacién Bioquimica, 2:38-47.
Gomez-Méndez MF, Davila-DelgadoR, Sanchez-Lopez, R y Vera-Estrella R.
La endocitosis en plantas (parte ii): como estudiarla utilizando inhibidores
(2019). Revista de Educacion Bioquimica, 1:14-22.

Publicaciones en revistas de divulgacion

1.

Vera-Estrella R, Garcia-Mariano R, Gomez-Méndez MF, Rosas-Santiago P,
Pantoja-Ayala O. (2019). Uso de tabaco para fitorremediar suelos
contaminados con metales pesados. Biotecnologia en Movimiento. Revista de
divulgacioén del Instituto de Biotecnologia de la UNAM 17: 23-25.
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