Universidad Nacional de Cordoba
Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
Ciencias Bioldgicas

Rol de la autofagia inducida por
déficit nutricional en la briofita
Physcomitrella patens

Tesinista: Juan, Finello Firma:...ooouee...
Directora: Laura Lucia, Saavedra Borelli Firma:...oovuee.n..

Codirector: Claudio Alejandro, Gonzalez ~ Firma.................

Catedra de Fisiologia Vegetal

Aio 2019



Universidad Nacional de Cérdoba
Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
Ciencias Bioldgicas

Rol de la autofagia inducida por
déficit nutricional en la briofita
Physcomitrella patens

Tribunal examinador

Marcelo, Desimone: Firma:
Anahi, Turina: Firma:
Leonardo David, Amarilla: Firma:
Calificacion:

Fecha:



Indice

RESUMEN ...ttt et rba e e s sra e e e s sbr e e e s sbaseessans 5
INEFOAUCCION .ttt ettt ettt sttt e b e s bt e s be e s st e et e ebeenbeesseesanesane 6
Métodos para el estudio de la autofagia: ......cccocvveiieiiiiicce e 8
AUtOfagia €N PlANTAS ..vveiiiiiii e e e e e re e e e ares 10
Physcomitrella patens como modelo de investigacion en autofagia.......cccccccceevvciveeiicieennnns 11

F T o) = Yo = Y A oo [ =3 KPR 13
(0] o T[S A\ e =T o112 | ISP 16
(0] o 1 A A e T =T o <Yl ol Ly SRR 16
Materiales ¥ METOUOS ...eiiiiiiiiiiiiee ettt e e s e e st e e et ae e e eabaeeessasaeeesansaeeen 17
ESTUTIO 11 STICOT ettt ettt et e bt e e st esbee e sabeesnee s 17
CondicioNes de CreCIMIBNTO: .. .ciiuiieiiieeiieetee ettt ettt et e st e e sabe e st e sbeeesbeeeaeeas 19
[oTo [V TeleiToT s W [T 101 o] - = {F- F SR 19
Variables fisioldgicas y de desarrollo .......c..ueeeeciiieicceeeecee e e 20
Seguimiento del proceso aUtOfAZICO......cuuiiiiciiie e 20

Y Ta ] o] (=3 o1 LYo [¥1 1 o1 oF T3PS P PR 21
ANALISIS ESTAdISTICO: .uviiiiiiiitieeee ettt ettt e st e e e s b e s eabeesbeeesareenas 22
RESUITATOS ...ttt ettt ettt e s e st st et r e ne e sreesaeeeneeneens 23
Filogenia de secuencias peptidicas ATGS........ccccueeeieiieeeeciriee e ettt e e eree e e aee e e e 23
Induccidn de autofagia por déficit NULFICIoNaAl.........cccuveiiiiiii i 24
PpATG8bpro::GFP-PpATG8b bajo condiciones inductoras de senescencia y autofagia..... 26
Seguimiento del proceso aUtOfAZICO.....ccuiiiiiiiie e 30
Estrés nutricional en lineas knockout para autofagia........ccccceeecieeiiiciee e, 33
Variables DIOQUIMICAS ..viiiiiiiiiciiee et e e s bre e e e s bte e e e sbaeeeesbraeeesans 36
DISCUSION ...ttt ettt ettt ettt et e b e e s bt e sheesat e e ate e be e beesbeesaeesaeeeabe e b e e beenbeesbeesaeeeateenneens 39
Conservacion de la maquinaria ATG €N P. PALENS .........ueeeeecveeeeeciieeeecieeeeecteeeeectteeeeeciaeea e 39
Autofagia en P. patens bajo déficit nutricional de Cy N......ooveviiiiiiciiieecee e, 42
INAUCCION dE SENESCEONCIA. .. eeueiuriruiieiieteetee sttt sttt ettt st et b e s e e e s eneens 42
Potencialidad de la linea PpATG8bpro:GFP-PpATG8b para monitorear autofagia ............ 43

En P.patens autofagia se induce por estrés nutricional.........ccccccoeeeeciiiieeciieee e, 44
Déficit nutricional €N MULANTES At .....eeeiieiiieiiiee e e e e 45
éPor qué los mutantes atg de P. patens senescen antes? .......cccceccveeeeeciveeeeecieeeeeecieeeeeennees 46



El suministro exdgeno de sacarosa ralentiza la senescencia de mutantes atg sometidos a

oL YolU T F-Tc H T PSSP PO PP SURT 47
(60e] 0ol [V o o WO P PP PR PRSP 47
27 o] [Te = =Y i - ISR 48
AANBXOS ottt e et e e e e e a et e e e s s s er e e e e e e s s ennane 53



Resumen

La autofagia es una de las principales vias de degradacién de proteinas y
componentes celulares y es un proceso fundamental para el mantenimiento de la
homeostasis celular en organismos eucariotas. En plantas, diversos estudios con
mutantes en los genes ATG (AuTophagic Genes) evidencian que defectos en la autofagia
comprometen la viabilidad, crecimiento, desarrollo, productividad y respuestas a
condiciones de estrés abidtico y bidtico. Por otra parte, se observa sobrevida y mayor
productividad cuando el proceso es aumentado con respecto a sus niveles normales. La
utilizacion de Physcomitrella patens como modelo para el estudio de autofagia es
recientesy se conoce poco en comparacién con otros modelos vegetales. En este trabajo
se aporta un analisis filogenético de las proteinas ATG8 de P. patens con respecto a otros
organismos dentro del clado Viridiplantae, los resultados sugieren que la funcién se
encuentra conservada dentro del grupo. Se realizé6 también un seguimiento de la
evolucidn de la induccién del proceso en condiciones de déficit nutricional de Carbono
y Nitrégeno, utilizando una linea reportera ATG8:GFP. También se estudio el efecto de
estas mismas condiciones sobre lineas knockout para autofagia atg5 y atg7. Las
mutantes resultaron hipersensibles al estrés y mostraron desbalances metabdlicos en
condiciones dptimas de crecimiento. Con este trabajo se demuestra que la autofagia
cumple un rol fundamental en la supervivencia de P.patens frente al déficit de Carbono
y Nitrégeno y se sientan las bases para estudiar autofagia en este musgo , que aporta

una perspectiva innovadora por sus multiples caracteristicas..



Introduccion

La homeostasis de los sistemas bioldgicos a nivel celular se basa en la renovacion
continua de subunidades individuales, el desmantelado de estructuras viejas y dafiadas
y su reemplazo por otras nuevas. La autofagia desempefa un papel primordial en la vida
de los organismos eucariotas como un proceso clave que cumple esta funcién y asi
mantiene la proteostasis, confiere tolerancia al estrés y previene el envejecimiento 12,
El secuestro, traslado y degradacion de componentes celulares superfluos o danados
ocurren por autofagia que es, ademas, la Unica via conocida, hasta el momento, para la

degradacidn de organelas enteras 3.

Existen tres tipos de autofagia®, los cuales difieren en mecanismos, funciones fisiolégicas
y especificidad de blanco de degradacidn: 1) autofagia mediada por chaperonas, las
cuales reconocen una secuencia especifica de aminodcidos y llevan a cabo la
translocacion directa de proteinas a través de la membrana de la vacuola/lisosoma via
un receptor®, 2) microautofagia, donde ocurre el secuestro de citoplasma por
invaginacion de la membrana de la vacuola/lisosoma® y 3) macroautofagia, que
involucra el secuestro de constituyentes citoplasmaticos, incluyendo mitocondrias,
reticulo endoplasmatico y ribosomas, mediante la fusidn e invaginacion de formas de
membranas aisladas, dando lugar a estructuras vesiculares de doble membrana,

conocidas como autofagosomas ’ (Fig. 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de los tres tipos de autofagia conocidas en una célula
animal. Tomado de Mizushima N (2011)*



La macroautofagia (de aqui en mas la llamaremos autofagia) es la principal via
descripta en plantas. El proceso per se comienza con la formacidn del fagéforo, que se
expande y cierra sobre el cargo, produciendo el autofagosoma. Estudios genémicos y de
mutagénesis han permitido la identificacién de varios genes de autofagia (ATG,
Autophagy Genes), requeridos para la formacién de esta estructura y que se encuentran
altamente conservados en levaduras, animales y plantas®. Finalmente, el autofagosoma,
se fusiona con un compartimiento endolitico, la vacuola, donde el cargo es degradado.
Esta serie dindmica de eventos (Fig. 2) definen el proceso autofégico, en el cual se

describen los siguientes componentes principales:
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Figura 2 Esquema representativo del proceso de Macroautofagia descripto en plantas,
modificado de Marion, J (2018) °y Marshall, R. S (2018) 1°

i) TOR1 (Target of Rapamycin) ejerce una regulacidon negativa de la autofagia bajo
condiciones Optimas de crecimiento, por hiperfosforilacién de ATG13, impidiendo la
formacién del complejo ATG1/ATG13. Por el contrario, bajo una condicidn con alguna

deficiencia nutricional de Co N, TOR1 es inhibida dando lugar a la activaciéon de autofagia

11



ii) El complejo PI3K (Vps34)/ATG6 (Beclin1)/ATG14/Vps15. La interaccion de PI3K clase
[l y ATG6 es un paso esencial para el reclutamiento de otras proteinas ATG hacia la
membrana precursora del autofagosoma. Se presume que, este complejo, decora el pre-
autofagosoma con fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), que reclutan proteinas efectoras
para la formacién del autofagosoma confiriendo identidad a dicha estructura para ser

reconocida por la vacuola 2.

iii) ATGS, durante la formacién del autofagosoma, permite la expansién de la membrana
del mismo. A su vez, la proteina ATG8 es un excelente marcador de autofagia, debido a
que se localiza en el autofagosoma desde su formacién hasta su degradacién. Se
encuentra en dos formas: ATGS lipidado con fosfatidil-etanolamina (ATG8-PE) ubicado
en la membrana del autofagosoma (autofagia activa), y sin fosfatidil-etanolamina
(ATGS8), su forma citoplasmica (autofagia inactiva). La conjugacién de ATG8 con PE,
requiere una activacién previa por la proteasa ATG4. El ATG8 maduro es activado por
una enzima dependiente de ATP, ATG7, ésta se une a ATG8 y luego por
transesterificacion dona esta unién a ATG3. Finalmente se produce la unién de ATG8

con PE mediante el complejo ligasa ATG6/ATG5/ATG12.

iv) Por ultimo, varias proteinas participan en el transporte del autofagosoma hacia la
vacuola y su fusién con el tonoplasto, entre ellas las los factores v-SNARE, CFS1, FREE1
y VPS2.1. La membrana externa del autofagosoma se fusiona con el tonoplasto y la
vesicula resultante, denominada cuerpo autofagico, se descarga en el interior de la
vacuola. Este ultimo libera su contenido para su degradacién y la posterior generacion

de materiales para su reutilizacion.

Métodos para el estudio de la autofagia:

Actualmente, existen descritas en la bibliografia diferentes técnicas enfocadas a
determinar el nimero de autofagosomas y el flujo autofagico, que incluyen ensayos
bioquimicos y técnicas de visualizacidon de autofagosomas por microscopia. Entre los
métodos para visualizar autofagosomas, se destaca la utilizacion de lineas reporteras
GFP-ATGS8, donde la proteina fluorescente verde (GFP) se encuentra fusionada, por

transgénesis, a la proteina ATGS8 y el constructo puede ser observado por microscopia.



Se utiliza ATG8 para esta construccidn, ya que es un elemento central en el proceso
autofadgico y ademas tiene la caracteristica Unica de localizarse “decorando” el
autofagosoma a lo largo de su ciclo de vida, inclusive una vez dentro la vacuola 3. La
expresion de GFP-ATGS8 in planta puede ser transiente o estable, bajo la regulaciéon de
promotores enddgenos o constitutivos. En condiciones éptimas de crecimiento, la
fluorescencia emitida por la construccidn GFP-ATG8 que expresa la linea reportera, se
localiza en el citoplasma con un patrén difuso, pudiendo también observarse alguna
estructura punteada que representan autofagosomas resultantes de autofagia basal 4.
Bajo condiciones de estrés, en las cuales se induce el proceso de autofagia el nUmero de
estructuras verdes punteadas aumenta en el citoplasma y la vacuola, generalmente de
forma proporcional a la severidad del estrés *°.

La cuantificacién de los autofagosomas puede ser utilizada para determinar la evolucidn
de la autofagia bajo determinadas condiciones experimentales?®. Sin embargo, dado que
el nimero de autofagosomas estd determinado por la tasa de formaciéon y de
degradacion, una acumulacién de autofagosomas podria ser debida a un aumento de su
formacidén o a una disminucidn de su degradacién, lo cual podria enmascarar resultados
y conducir a interpretaciones erréneas. Para lograr una determinacidon mas precisa, la
cuantificacidn de vesiculas autofagicas (autofagosomas y cuerpos autofagicos) se realiza
también en presencia del inhibidor Concanamicina A (ConcA) que inhibe la H+ ATPasa
vacuolar, evitando asi la acidificacién vacuolar e interrumpiendo el trafico de vesiculas
entre la red trans-Golgi y la vacuola. La modificacién del pH vacuolar ralentiza o impide
la degradacion de macromoléculas y en consecuencia los cuerpos autofdgicos se
acumulan en proporcion a la actividad autofégica °.

Asimismo, los estudios de microscopia se complementan con ensayos bioquimicos de
flujo autofagico, definido como la actividad de degradacion por autofagia '/, y que tiene
el potencial de proporcionar una evaluacién mds cuantitativa. Se destaca el uso de
inmunotransferencia, con anticuerpos anti ATG8 y anti GFP. En el primer caso podemos
ver el ratio de ATGS lipidado y no lipidado (autofagia activa e inactiva). La relacién entre
ambas formas existentes, da un indicio del flujo. La inmunotransferencia con
anticuerpos anti GFP es una herramienta mas util aun, ya que permite la deteccién de
GFP libre, que se produce en la vacuola después de la degradacion del constructo GFP-

ATG8 que llega por autofagia. Debido a la diferencia de tamafio entre el constructo y
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GFP libre, la separacion en la membrana es mas facil de observar que entre ATG8
lipidado y no lipidado. Ademas, al ser GFP una proteina exdgena, no existe riesgo de
uniones inespecificas, que si ocurren en el caso de que existan muchos homadlogos de

ATGS8 en el organismo a estudiar.

Autofagia en plantas

La autofagia de las plantas, comparte muchas caracteristicas con aquella de los
animales y las levaduras pero difiere en otras. En la actualidad, el proceso en plantas, es
menos comprendido que en los otros grupos de organismos. Desde que, se induce por
condiciones de estrés bidtico, abidtico y estrés nutricional (nitrégeno y carbono) 18,
primeramente se pensé y demostré que su funcidn fisiolégica es el suministro de
productos de degradacion hacia érganos en crecimiento °. Hoy, después de menos de
dos décadas desde los primeros andlisis genéticos de la autofagia en el grupo de las
plantas verdes 820, se sabe que este proceso estd implicado en muchos procesos
fisioldgicos de las plantas. En condiciones favorables, un nivel basal de flujo autofagico
cumple las funciones de limpieza y mantenimiento al eliminar el contenido citoplasmico
obsoleto. A nivel celular, participa en una serie de procesos vitales, como la degradacién

22 ]a eliminacion de peroxisomas 23, la

de almiddn 2%, el reciclaje de cloroplastos
sefializacion de acido salicilico 24, la citoproteccidon contra la necrosis 2°, y tanto en el
inicio como la ejecucion de la muerte celular programada 6. A nivel de la planta entera,
participa en la resistencia a enfermedades %’ y en procesos asociados al desarrollo, que
van desde la maduracion de estructuras reproductivas 28, la maduracién y diferenciacién

de tejidos como el xilema %°, hasta la senescencia®.

La senescencia, es la etapa final en la ontogenia de un individuo o de algunas de sus
partes, en organismos bi o plurianuales, y estd modulada por factores internos y
ambientales, como por ej. una deficiencia de nutrientes 3°. La senescencia se caracteriza
por ser un proceso dindmico y altamente regulado que, implica una masiva y coordinada
muerte celular 3! y donde una gran cantidad de compuestos estructurales se desmontan
y relocalizan 1°. Esta caracteristica, la vuelve de particular interés agropecuario, ya que

una correcta removilizacion es fundamental para la productividad y la calidad de
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semillas en cultivos de importancia econémica 3233 como asi también en la planta

modelo Arabidopsis thaliana 34.

Al analizar el rol de la autofagia en la senescencia y relocalizacién de moléculas de
interés fisiolégico, queda claro que por un lado, preserva la longevidad celular
eliminando proteinas oxidadas y por otro participa en la degradacién metabdlica de los
constituyentes celulares que serdn removilizados hacia érganos sumidero 3°. Esta doble
funcién esta finamente regulada para permitir la supervivencia celular durante el

proceso de relocalizacidn.

Cuando la autofagia se encuentra “apagada”, por pérdida de funcién de los genes de la
via (knockout atg), se observa una hipersensibilidad a condiciones de estrés nutricional
o en caso de condiciones 6ptimas de crecimiento, una senescencia temprana. Las lineas
atg presentan un desbalance C/N, acumulando gran cantidad de moléculas
nitrogenadas y una disminucion de compuestos carbonados como glucosa, fructosa,
sacarosa y almiddn 36, Si bien el fenotipo de senescencia temprana por ausencia de
autofagia ya ha sido descrito 1°, muchos los detalles de la funcién de la autofagia en la
modulacion de la senescencia, aln son desconocidos. En estudios recientes donde se
aumentaron los niveles de autofagia en A. thaliana, mediante la sobreexpresién
constitutiva de genes ATG, se pudo observar la supresion del envejecimiento y la fuerte

estimulacidn del crecimiento y la resistencia al estrés nutricional 2°.

Physcomitrella patens como modelo de investigacion en autofagia

Histéricamente en la eleccién de organismos modelos para la investigacion en
plantas primaron aquellos pertenecientes a clados superiores; hasta el afio 2017 el 95
% de los genomas secuenciados pertenecian al grupo de las plantas con flores
(Angiospermas). Sin embargo, en este ultimo tiempo, gracias al avance y mayor
accesibilidad de técnicas de secuenciamiento masivo, existe una tendencia hacia la

disminucidn de esta brecha en el secuenciamiento entre los distintos clados.

En el estudio de mecanismos bioldgicos celulares, o en cualquier fendmeno bioldgico, la
comprensién de la historia evolutiva siempre beneficia el esclarecimiento o
entendimiento de principios universales. Pero, para eso, es necesario ampliar el foco y

11



considerar el cuadro completo, ya que la reduccién a un pufiado de especies puede

llevarnos facilmente a interpretaciones erréneas.

En este contexto, en el siguiente trabajo se propone el uso de P. patens como
organismo modelo para el estudio de la autofagia en plantas no vasculares. Este musgo,
perteneciente a la familia Furnariaceae, orden Furnariales y al clado de las briofitas,
adiciona una perspectiva evolutiva debido a su parentesco con los primeros grupos de
plantas que colonizaron la tierra. Como tal posee todas las bases bioquimicas
(molecularesy fisioldgicas) que habrian favorecido o posibilitado la conquista de la tierra

firme por parte de estos linajes.

Asimismo, existen otras caracteristicas que apoyan el uso de P. patens como un modelo
de especial interés dentro del area de la biologia celular/molecular. La simplicidad de su
morfologia, que permite la observacién de procesos in vivo y el seguimiento de procesos
a nivel de células individuales. También se destaca la facilidad para realizar mutagénesis
dirigida, P. patens es la Unica planta no vascular que posee una alta frecuencia de
recombinacién homdloga, similar a la tasa observada en levaduras 3/, que por muchos
afios fue una poderosa herramienta de la genédmica funcional. Hoy en dia, esta ultima
técnica se adiciona al reciente desarrollo de la técnica CRISPR, que hace posible la

edicidén genética en un sinfin de organismos.

Otras ventajas de P. patens radican en i) el alto grado de conservacion en la respuesta
frente a factores abidticos, bidticos y hormonales (ej. auxinas, citoquininas y ABA), ii) la
dominancia de la generacidn haploide durante el ciclo de vida que permite la inmediata
visualizacién de fenotipos (Fig. 3) y iii) su rapida velocidad de crecimiento y simplicidad

de medio de cultivo 38.

Si bien, los organismos modelos tradicionales contintan siendo poderosos para muchas
preguntas y debido a la cantidad de herramientas metodolégicas que han sido
desarrolladas para los mismos, estamos entrando en una era emocionante en el estudio
de la biologia celular en la que los organismos de estudio pueden seleccionarse cada vez
mas por sus atributos bioldgicos Unicos en lugar de su capacidad experimental histdrica,

siendo P. patens uno de ellos.
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Figura 3 Ciclo de vida de P. patens. El gametofito (haploide y autotréfico) se caracteriza
por dos estados de desarrollo morfolégicamente diferenciados: el protonema (estado
juvenil), que consiste en una red filamentosa de células de cloronema y caulonema,
ambas exhiben crecimiento polar; y el gametdforo que constituye el estado adulto del
musgo, presenta crecimiento tridimensional y se diferencia a partir de una yema. El
gametofito posee un vastago fotosintético, hojas, las estructuras reproductivas
(anteridios y arquegonios) y los rizoides filamentosos, estos ultimos exhiben
crecimiento apical. El esporofito (diploide y heterotréfico) consiste en una seta que
sostiene la capsula donde ocurrird la meiosis que dara lugar a la formacién de esporas
y la liberacidn de estas al alcanzar la madurez. Modificado de Roberts, A (2012)3°.

Autofagia en P. patens

No es sino recientemente que aparecen los primeros trabajos en P. patens sobre
autofagia, solamente tres articulos cientificos han sido publicados hasta el dia de hoy**-
42 Con un historial previo tan escaso, abordar este estudio se vuelve una tarea
desafiante. P. patens tiene muchas caracteristicas que la vuelven éptima para el estudio

en biologia celular pero, ¢ por donde empezar?
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Por lo expuesto anteriormente, la autofagia en angiospermas es un proceso
fundamental, y de interés econdmico porque esta implicada en el llenado de granos y la
productividad de semillas. Pero el musgo no tiene flores ni conos reproductivos, ni
frutos, ni semillas; su dispersion pasa por esporas haploides que no son érganos de
almacenamiento. De hecho, no tiene siquiera diferenciacién en verdaderos érganosy la
arquitectura de su talo es primitiva, sin auténticas raices, con filidios muy rudimentarios
y elementos conductores apenas diferenciados y escasos. Sin embargo, al igual que las
plantas superiores cuenta con la maquinaria genética completa para la ocurrencia de
este proceso*. Pero... ¢{Podemos hablar de un rol de autofagia semejante al de

angiospermas?

Segun el trabajo de Sanchez Vera (2017) la autofagia en P. patens es fundamental en
procesos de desarrollo asociados a la maduracién de las gametas, y también en
respuesta a situaciones de estrés*®*2, En respuesta a condiciones de estrés nutricional,
en la linea salvaje de P. patens se observo que se inducen genes asociados a autofagia 'y
senescencia, y los mutantes atg5 muestran un fenotipo de senescencia temprana e
hipersensibilidad frente a deficiencia nutricional (C/N), semejante al de plantas
superiores. Fenotipo que pareciera estar asociado a un desbalance en aminoacidos

especificos 4% y no asi a compuestos carbonados como en plantas superiores*3,

En lo que respecta a la metodologia, Sanchez Vera(2017) contruyd una linea reportera
de autofagia en P.patens, PpPATG8bpro::GFP-PpATG8b (Fig. Sup 2), con la que se cuenta
en este trabajo. Esta linea posee una insercién en el locus neutral Pp108 3’ que
comprende 1500 bp del promotor de PpATG8b (Pp1s249_49V6) a continuacion de las
secuencias codificantes de GFP y PpATG8b, esta ultima en posicidon C-terminal. Lo que
resulta novedoso en esta linea es que contiene su promotor enddgeno, por lo que la
expresion del gen no es constitutiva, sino que responde a los mismos estimulos de
induccion que la secuencia original de P. patens. Es interesante destacar esta
particularidad, ya que la mayor parte de los estudios de autofagia en otras plantas se
corresponde a lineas que expresan GFP-ATG8 bajo el control de promotores
constitutivos, por ej: el promotor 35S del virus de mosaico de coliflor® o el promotor

Ubiquitina 10 de A. thaliana #*, cuya expresién es constante. Esta linea no fue probada
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anteriormente para la medicion de flujo autofagico, si en la visualizacidon de vesiculas

autofagicas.

De acuerdo a la base de datos Physcomitrella eFP Browser (Fig. Sup 3) y los resultados
obtenidos por Sanchez-Vera et al.,, (2017) la expresion de PpATG8b ocurre
principalmente en las estructuras reproductivas de P. patens. Asimismo, Plaza Rojas
(2017) demostro, por PCR en tiempo real, la sobreexpresion de este gen en cultivos bajo

condiciones de oscuridad.

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, se propone a P. patens como un
organismo potencial para investigar el proceso de autofagia en plantas no vasculares, y
se busca estudiar aspectos funcionales, bioquimicos, celulares y fisiolégicos de la misma
bajo condiciones de estrés nutricional. Como un primer acercamiento a un area de
trabajo con el potencial de responder incégnitas actuales sobre el rol de autofagia en las

plantas vasculares y no vasculares.
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Objetivo General

Estudiar aspectos funcionales, bioquimicos, celulares y fisiolégicos de la autofagia en P.

Patens bajo condiciones de estrés nutricional.

Objetivos especificos

1) Conocer las relaciones filogenéticas entre secuencias peptidicas ATG8 de P. patens 'y

sus homdlogos dentro del clado de plantas verdes.

2) Evaluar la induccién de autofagia por déficit de carbono (C) y Nitrégeno (N) utilizando

la linea reportera de autofagia PnATG8bpro: GFP-PpATGS8b.

3) Evaluar el efecto del déficit nutricional de Cy N sobre parametros bioquimicos y de
crecimiento/desarrollo, en la linea salvaje P. patens Grandsen y lineas knockout para

genes ATG5y ATG7.

4) Establecer protocolos y la caracterizacién de mutantes atg y una linea reportera GFP-

ATG8 para el estudio de autofagia en P.patens.
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Materiales y métodos

Estudio in silico:

Se seleccionaron 17 organismos para construir las hipdtesis filogenéticas de las

secuencias peptidicas de ATG8, tomando representantes de diferentes grupos dentro

del clado Viridiplantae, incluyendo especies de interés como organismos modelo de

investigacion, agropecuario y/o posicion filogenética (Tabla 1). Utilizando BLASTP de

NCBI y BLASTP de Phytozome se realizaron busquedas en estos organismos de

secuencias homologas a las 9 secuencias peptidicas de ATG8 conocidas en A. thaliana.

Para obtener un arbol filogenéticos mds consistentes y que presente raiz, se adicioné al

andlisis la secuencias peptidicas correspondiente al homdlogo en Mus musculus (Ratén),

LC3 46
Especie N° de secuencias ATG8 | Grupo taxondmico superior | Abreviacion
Arabidopsis thaliana 9 Angiospermas AtATGS
Triticum aestivium 8 Angiospermas TaATGS8
Amborella trichopoda 3 Angiospermas AmtATGS8
Brassica oleracea 9 Angiospermas BOATGS
Glycine max 11 Angiospermas GmATGS8
Oryza sativa 4 Angiospermas OsATGS8
Zea mayze 5 Angiospermas ZmATG8
Solanum lycopersicum 7 Angiospermas SIATG8
Vitis vinifera 6 Angiospermas VVATG8
Physcomitrella patens 6 Briofitas PpATG8
Sphagnum fallax 5 Briofitas SfATG8
Klebsormidium nitens 1 Charofitas KnATGS8
Chlamydomonas reinhardtii 1 Clorofitas ChrATG8
Ostreococcus lucimarinus 1 Clorofitas OIATGS8
Volvox carteri 1 Clorofitas VCcATGS
Selaginella moellendorffii 3 Lycopodiofita SMATG8
Marchantia polimorfa 2 Briofitas MpATGS8

Tabla 1 Especies y numero de secuencias utilizadas en el andlisis filogenético de

secuencias ATGS.
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Las secuencias obtenidas fueron analizadas en el programa Conserved Domain
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) de NCBI en busca de dominios
conservados. El software reconocié en todas ellas un dominio de proteina ubiquitina
asociada al receptor GABA (GABARAP) (Fig. Suplementaria 1). Esta GABARAP pertenece
a la familia de proteinas que median el trafico y/o fusion de membranas intracelulares.
Los ortélogos de GABARAP incluyen Gate-16 (potenciador de ATPasa asociado a Golgi),
LC3 (cadena ligera 3 de proteina asociada a microtubulos) y ATG8 (proteina de autofagia

8).

Para el alineamiento se seleccionaron las regiones correspondientes al dominio
conservado GABARAP, las cuales fueron alineadas en MEGA7 #’ utilizando el algoritmo
que implementa MUSCLE, y que considera homologias dindmicas. El alineamiento de
secuencias, resultado del analisis, fue a posterior editado manualmente, donde se
corrobord la correspondencia entre los aminoacidos pertenecientes a los sitios
conservados de GABARAP y también entre las regiones correspondientes a las alfa-
hélice y hojas-b especificas de la estructura tridimensional de ATG8 “](Fig.
Suplementaria 1). Por ultimo se corroboré que las secuencias contengan el residuo
Glicina C-terminal necesaria para el clivaje por ATG4 *° y que dicho sitio se encuentren

correctamente alineado.

La hipotesis filogenética se infiri6 en MEGA7 utilizando el método de Mdaximum
Likelihood basada en el modelo Le_Gascuel 2008 °°, el cual utiliza matrices de
reemplazo de aminodcidos para calcular las probabilidades de sustitucién a lo largo de
las ramas de la filogenia y, por tanto, la probabilidad de los datos. El soporte bootstrap
fue inferido por 100 repeticiones. El (los) arbol (s) inicial (es) para la busqueda heuristica
se obtuvo/obtuvieron automaticamente aplicando Neighbor-Join y BioNJ a una matriz
de distancias por pares estimadas utilizando un modelo JTT, y luego seleccionando la
topologia con un valor de log likelihood superior. Se usé una distribucién Gamma
discreta para modelar las diferencias de tasas evolutivas entre los sitios (5 categorias (+
G, parametro = 1.2302)). El modelo se selecciond utilizando la opciéon de MEGA7 para
probar el modelo que mejor se ajusta a los datos. El andlisis involucré 82 secuencias de
aminodcidos. Se eliminaron todas las posiciones que contienen gaps y datos faltantes.

Hubo un total de 104 posiciones en el conjunto de datos final.
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Condiciones de crecimiento:

Todas las lineas de P. patens (PpATG8bpro: GFP-PpATGS8b, salvaje y knockout atg5s vy
atg7) fueron crecidas en condiciones de cultivo in vitro a 25°C, con un fotoperiodo de
16h/8hy con una intensidad luminosa de 40 umol.m-2.s-1. Protonema correspondiente
a cada linea de P. patens fue subcultivado semanalmente en placas de Petri en medio
minimo suplementado con tartrato de amonio (BCDAT) °L. Para llevar un control de
contaminacién, se tomé una alicuota de protonema de cada subcultivo y se lo incubd a

37°C en medio LB (Luria Bertani) para ser rutinariamente monitoreado.

Induccién de autofagia:

Para cada experimento las lineas fueron crecidas in vitro en medio completo (BCDAT)
durante 7 dias en estadio de desarrollo protonema. Posteriormente se formaron
manualmente colonias individuales de aproximadamente 1 mm de didmetro, que
fueron colocadas en placas de Petri sobre papel celofan con medio de cultivo BCDAT ( 9
colonias por placa de Petri), las cuales fueron crecidas durante 14 dias en medio
completo BCDAT. El dia 14 fueron transferidas a nuevas placas de Petri con los medios
de cultivos correspondientes a cada tratamiento; la transferencia se realizé tomando el

papel celofan y colocandolo en la nueva placa.

Tratamientos: condiciones nutricionales inductoras de autofagia/senescencia, puestas a

punto por Plazas Rojas (2017):

1. condiciones limitantes de nitrégeno (Luz y medio BCDNaK que carece de NO3 y
NH4)
2. condiciones limitantes de C (oscuridad y medio completo BCDAT),
3. condiciones de oscuridad en medio completo BCDAT y 4% de sacarosa.
La cosecha de las colonias y las determinaciones se llevaron a cabo en diferentes
tiempos de induccién (24 hs, 3, 7 y 14 dias). Las colonias fueron cosechadas y luego

conservadas a -80°C.
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Variables fisiolégicas y de desarrollo

Se realizd un seguimiento fotografico utilizando la lupa SZX16 (Olympus) y
escaner Deskjet F380 (HP). Durante el transcurso del experimento se midié el diametro
total de las colonias, escaneando las placas de petri y posteriormente utilizando el
software Image) 2 para determinar el drea. Se midid la relacion Fv/Fm (dafio del
fotosistema Il) y rendimiento cudntico del fotosistema Il (O PSIl) de las colonias
utilizando un fluorimetro modelo FMS2 (Hansatech) Y el peso de las colonias con una

balanza de precision.

Seguimiento del proceso autofagico

Se tomaron fotografias de las colonias utilizando un microscopio de fluorescencia
BX61 (Olympus), objetivo 40X para monitorear la presencia de autofagosomas marcados
con la proteina fluorescente GFP, para este objetivo se consideraron células apicales o
subapicales de cloronema obtenidas de las periferias de las colonias. Las fotografias

fueron editadas y fusionadas en Fiji >3.

Mediante western blot se monitored el flujo autofagico cuantificando GFP libre,
producto protedlisis de GFP-ATG8 en la vacuola. El nivel de GFP libre indica la tasa
relativa de degradacién del autofagosoma y se puede usar como una medida de flujo
autofagico. La extraccidn de proteinas para el western blot se realizé con buffer Tris—
HCl 50 mMpH 7.2 (25 mM sacarosa, 5 mM EDTA pH 8.0, 1% SDS), en una relacién X ul
buffer/mg de tejido. La extraccidn se realizd en frio y posteriormente se centrifugd a
13000 rpm a 4 °C. La determinacion de proteinas fue realizada por el método de Lowry
>4 Se cargaron 35 ug de proteina por pocillo en un gel de poliacrilamida al 12%. Luego
de la corrida electroforética se realizé una transferencia a una membrana de celulosa.
Como anticuerpo primario se utilizdé anti GFP a una dilucién 1:1000 en buffer TBS (50
mM Tris base pH 7.5, 150 NaCl), con una incubacién durante la noche. Como anticuerpo
secundario se utilizé a una dilucidn 1:5000 en TBS Anticuerpo Alkaline Phosphatase (AP)

Dilucién (Sigma A3687), e incubacidn 1 hora. Para el revelado se utilizé en 5 ml de TBS
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33 ul de NBT; 16,5 ul de BCIP. Las membranas fueron escaneadas y la cuantificacién de

intensidad de banda se realizé en Image).

Variables bioguimicas

Para las pruebas bioquimicas se llevé a cabo una extraccién alcohdlica: en una
relacion de 90 mg de peso fresco de colonias en 750 pl etanol 80%. El material
homogeneizado se centrifugd a 14000 rpm a 4°C durante 10 minutos. 60 ul del
sobrenadante fueron destinados a FRAP, luego se resuspendio el pellet y se llevd a bafio
a 80°C durante 20 minutos. Se centrifugd la mezcla a 14000 rpm a 4°C durante 10
minutos y del sobrenadante se separaron 300 pl para cuantificacion de clorofilas y el

resto se destind a la cuantificacidn de azucares solubles, almidén y proteinas.

Para el ensayo de actividad antioxidante total no enzimatica (FRAP) primero se realizd
un mix de reaccién compuesto por: acetato de sodio 0.3 M, TPTZ 10 mM y cloruro férrico
200mM. Luego se incubé 10 ul de cada muestra por 20 minutos con 90 pl del mix de
reaccion y 100 pl de alcohol 80% >°. Las reacciones de realizaron en microplacas para
ELISA y se midié la absorbancia a 600nm. Para el calculo de concentraciones de FRAP se
utilizé una curva de concentraciones conocidas de Trolox (antioxidante sintético). El

resultado se expresd en umoles/ug Muestra.

Para la determinacidn de clorofilas y carotenoides se utilizaron los 100 pul de la extraccion
alcohdlica separado para esta medicién. Se midié su absorbancia a 470, 652, 645 y 663
nm mediante espectrofotometria (Thimann et al. 1974). Para el calculo se utilizé un
coeficiente de extincion molar de 39.8 Mm-1cm-1. El resultado se expresé en mg/mg de

muestra.

Para la cuantificacidon de azucares se incubod 5 pl de muestra con 45ul de etanol 80% y
150ul de antrona 0.1% por 10 minutos a 4°C °. Luego se pasé a 80°C por 30 minutos.
Finalmente se dejé enfriar por 20 minutos a temperatura ambiente y se midié la
absorbancia a 620nm. Para el cdlculo de concentraciones de azucares se utilizé una
curva de absorbancia de concentraciones conocidas de glucosa. El resultado se expresé

en ug/mg Muestra.
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Para la determinacion de almiddn, luego de centrifugar la extraccidn alcohdlica, el pellet
se seco a 60 °C toda la noche, y fue resuspendido en agua e incubado a 55 °C toda la
noche con amiloglucosidasa 22U/10 ul. Se centrifuga a 1200 xg o 12000 rcf 10°. La
reaccion que se cuantificd a 550 nm en el espectrofotémetro, luego del bafio 5 minutos
a 100°C, se generd con 30 ul del sobrenadante, 18 ul de agua y 200 ul de reactivo de

summer.

Analisis estadistico:

El Andlisis de la varianza (ANOVA) fue utilizado para comparar el efecto de las
condiciones nutricionales sobre las lineas en aquellas variables que contaban con el
nuimero suficiente de repeticiones (Fv/Fm, Psll). Las comparaciones multiples se
realizaron utilizando el Test de Tukey. Se utilizd un nivel de significancia de 0,05. Estos

andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa estadistico INFOSTAT.
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Resultados

Filogenia de secuencias peptidicas ATG8

El numero total de secuencias peptidicas obtenidas mediante la busqueda
bioinformatica fue de 82, cabe aclarar que algunas de ellas corresponden a proteinas
cuya funcién se conoce y coincide con aquella descrita en el proceso autofagico en
plantas superiores. Otras son solo putativas, es decir su funcidén es una hipétesis, ya que
no existen estudios in vivo que lo demuestren pero que por su similitud de secuencia se

Clase |
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21
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Figura 4 Arbol filogenético de las secuencias peptidicas homélogas de AtATGS. Analisis
filogenético molecular por el método de Mdaximum Likelihood. Sustento bootstrap
inferido de 100 repeticiones. Las abreviaciones de las secuencias se encuentran en la
Talal
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consideran homologas, es decir, que derivan de una proteina ancestral comdn °7,

Segun el agrupamiento producto del analisis filogenético se definieron dos clases, Clase
|y Clase Il (Fig. 4), teniendo en cuenta el patrén de diversificacidn, los organismos a los
que pertenecen las secuencias comprendidas dentro y el sustento bootstrap (Mayor a
50). Dentro de la Clase Il se distinguieron dos subgrupos, que si bien carecen del sustento
bootstrap necesario como para definir una clase, la agrupacion de secuencias se

corresponde con aquella que se obtuvo mediante un analisis similar 2.

La clase | se compone en su totalidad de secuencias correspondientes a Angiospermas,
siendo esta la primera rama en divergir, luego del outgroup, del resto del arbol. Esta
clase estd conformada por un menor nimero de secuencias peptidicas, donde se
encuentran por ejemplo AtATG8h y AtATGSi, que se diferencian de aquellas en el grupo
Il en que carecen de los residuos extra a continuacién de la glicina conservada el extremo

C-terminal 4,

Todas las secuencias pertenecientes a P. patens se agruparon dentro de la Clase ll, en |a
misma subclase con todos los homdlogos correspondientes a los representantes
seleccionados de los grupos mas basales dentro del clado viridiplantae; clorofitas,
charofitas, briofitas y lycopodiofitas. También se encuentran en esta clase secuencias de
plantas superiores, como A. thaliana, Glicine max. Brassica oleracea, Solanum

lycopersicum y Vitis vinifera.

Induccidén de autofagia por déficit nutricional

Para evaluar la induccidon de autofagia en la linea PpATG8bpro:GFP, bajo
condiciones de estrés nutricional, por microscopia y medir el flujo autofagico mediante
western blot, células en estadio de desarrollo “protonema”se sometieron a 24 horas de
oscuridad y diferentes concentraciones de sacarosa. Debido a que el déficit de C induce
autofagia 4%>°, es de esperar que el suministro exégeno de sacarosa, que es un producto

de la fotosintesis, ralentice esta induccion.
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La linea PpATG8bpro::GFP-PpATG8b, que no habia sido utilizada previamente
para determinar flujo autofdgico por western blot, responde a las condiciones de
induccion (Fig. 5). Esto se vio reflejado por un aumento en la banda de GFP libre en el
tratamiento de oscuridad, en comparaciéon con el control (luz). Adicionalmente, el
tratamiento con 4 % de sacarosa disminuye la GFP libre, sugiriendo una ralentizacién de

la autofagia inducida por oscuridad.
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Figura 5 A. Western blot anti GFP de células de protonema de PpATG8bpro: GFP-
PpATG8b crecidas por 7 dias en BCDAT y 24 hs de tratamiento. Condiciones de izquierda
a derecha; Luz (control), Oscuridad y 4 % sacarosa, Oscuridad y 2 % de sacarosa,
Oscuridad, Muestra correspondiente A. Thaliana 35Spro:GFP-AtATGS.

B. Representacion grafica de la intensidad de banda correspondiente a GFP libre en el
western blot A, la condicidn control se toma como valor 1 para estimar la intensidad del
resto de las bandas.

En el mismo andlisis se incluyé como referencia de peso molecular, una muestra de la
linea de A. thaliana 35spro::GFP-ATG8a, donde se observan claramente las bandas
correspondientes a la fusién GFP-ATG8a y GFP libre. En el caso de P. patens, la banda de
la fusion GFP-ATGS se puede observar Unicamente y de forma muy tenue en la condicién
de luz, lo cual parece ser una caracteristica de la linea, posiblemente debida a la

naturaleza enddégena del promotor.

Diferentes experimentos se realizaron con el objetivo de incrementar la visibilidad del
constructo GFP-ATGS8 (datos no mostrados) pero en ningun caso se obtuvo un resultado
diferente al observado en la figura 5. En consecuencia, la cuantificacion del flujo

autofagico mediante la relacion GFP/GFP-ATGS8 no fue posible y se toma la decisién de
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cuantificar solo la banda correspondiente a GFP libre, como medida de la induccion del

proceso, siendo conscientes de las limitaciones que eso supone.

PpATG8bpro::GFP-PpATG8b bajo condiciones inductoras de senescencia y

autofagia

Con el fin de evaluar la induccién de autofagia frente a un déficit de Cy de N se
sometid la linea reportera a condiciones inductoras de senescencia®?, donde se sabe que
la autofagia se encuentra por sobre sus niveles basales. Colonias de P. patens crecidas
durante dos semanas en condiciones dptimas de crecimiento (Fig. 6) fueron sometidas
a las dos condiciones de estrés nutricional. Adicionalmente, los ensayos en oscuridad se
suplementaron con 4% de sacarosa, que como se demostré previamente (Fig. 5), tendria
un efecto ralentizante sobre la induccidn. Como control se utilizd la condicion de luz en

medio con N (BCDAT).

Colonias de T mm
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sobre celofan
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Figura 6 Esquema de crecimiento de P. patens para los experimentos realizados.
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Después de 14 dias de tratamiento, las colonias en la condicion control mostraron un
crecimiento y desarrollo éptimo: presentado una coloracidn verde, gran cantidad de
gametodforos y rizoides cortos (Fig. 7). Los distintos tratamientos de déficit nutricional
tuvieron claros efectos negativos sobre el patron de crecimiento y desarrollo con

respecto al registrado bajo la condicién control.
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FiguraZ.1 Colonias de PpATG8bpro:GFP-PpATG8b sometidas a condiciones de estrés
de C y N, inductoras de senescencia/autofagia. 7.2 Determinacion de area; area
gametoforos (parte central sin considerar rizoides), area rizoides, area total (colonia +
rizoides). Las determinaciones se realizaron durante los tratamientos inductores de
senescencia, después de 14 dias de crecimiento en medio completo.

En el tratamiento de oscuridad las colonias mostraron claros sintomas de senescencia,
con una coloracion amarronada, menor drea y escaso desarrollo de gametéforos
respecto al control. El tratamiento de oscuridad y 4% sacarosa mantuvo el verdor de las
colonias por mas tiempo respecto al tratamiento de oscuridad. El fenotipo senescente
fue menos severo en el tratamiento de luz sin N, en el cual las colonias se mostraron

verdes, con un drea y longitud de rizoides mayor con respecto al control (Fig. 9).

En lo que respecta al crecimiento (Fig. 7.2), las colonias bajo el tratamiento
control alcanzaron a los 14 dias la mayor area total y de gametdforos, con el area

ocupada por los rizoides y protonema representando una pequefia porcién del total. El
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tratamiento sin N alterd el patréon de crecimiento con respecto al control, las colonias
mostraron un crecimiento mayor de rizoides. Este fenotipo de alargamiento radicular, y
desarrollo de raices laterales, ha sido ampliamente reportado en plantas superiores
como A. thaliana frente a deficiencias de N ®°. En ambos tratamientos de oscuridad el
crecimiento se vio ampliamente afectado, la sacarosa no mostré un efecto diferencial
sobre el crecimiento en area. La deficiencia de C resulté mas severa que la deficiencia

de N en lo que respecta al crecimiento en los tiempos evaluados.

La proteina ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) es la mas
abundante en los tejidos fotosintéticos y su degradacidn es un indicador de senescencia
61 Para su estudio, en un gel SDS-PAGE se evalud el patrdn polipeptidico de las colonias
en cada uno de los tiempos y tratamientos (Fig. 8). Se observd que la banda
correspondiente a la subunidad mayor de Rubisco se vio afectada en su abundancia por
los tratamientos de deficiencia de Cy N a lo largo del tiempo. Este efecto fue mas
acentuado en el tratamiento de oscuridad, en la condicién de sacarosa al 4% y oscuridad

la degradacién de esta proteina fue menor que en oscuridad.

El pardmetro Fv/Fm mide la eficiencia cuantica del fotosistema Il (PSll), que es
una medida relativa del dafio del mismo. Los valores cercanos a 0.8 son dptimos e
indican poco dafio, el cual se manifiesta con valores por debajo de estos 2. Todos los
tratamientos excepto el control mostraron una tendencia a la disminucién del valor de

Fv/Fm (Fig. 9). En el control, el valor de este parametro se mantuvo constante a lo largo

Medio completo Medio sin N Oscuridad Oscuridad sac 4%
1 3 7 14 1 3 7 14 1 3 7 14 1 3 7 14
. 4 < 4
- 1 « 64 kDA
: < 49 kDA
B R B e o e - A “9% 4 L <Rubisco
. b : <37 kDA

Figura 8 Perfil proteico en gel de poliacrilamida 12% de concentracion, tincion con
Coomassie. 1=1 dias, 3= 3 dias, 7=7 dias, 4= 14 dias
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del tiempo y los valores mas bajos se observaron en los dos tratamientos de oscuridad,

y oscuridad con 4% de sacarosa.

El rendimiento cuantico de fluorescencia (DPSIl), pardmetro que valora la cantidad de
luz absorbida por el PSIlI que es transferida a fotoquimica, cuyos valores son dptimos
cercanos al 0.8 % disminuye en ambos tratamientos de oscuridad, pero no asi en el
tratamiento de deficiencia de N durante los tiempos evaluados (Fig. 9). Los valores de
alto dafio y bajo rendimiento cudntico observado en el tratamiento con sacarosa pueden
deberse a atrofiacidn del sistema fotosintético debido a un cambio hacia la heterotrofia

disparada por el suministro de azucar .
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Figura 9 Box plot parametros fotosintéticos; dafio del Psll (Fv/Fm) y rendimiento
uantico del Psll (DPSII) durante tratamientos inductores de senescencia. Las columnas
apresentan los diferentes tratamientos y cada box un tiempo. El n para cada punto es
e 7 o superior. Los puntos fuera del box representan valores outlier.
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Seguimiento del proceso autofagico

Como se observé en el experimento de la Figura 7, en los resultados del western
blot (Fig. 10) no fue posible detectar la banda correspondiente al constructo GFP-ATGS,
Unicamente la banda de GFP libre. La metodologia descrita en la bibliografia requiere de
la banda del constructo para calcular el flujo autofagico mediante la relacién entre GFP
libre y GFP-ATGS8. En nuestro sistema experimental se cuantificé para cada tiempo (1, 3,
7 y 14 dias), la banda de GFP libre de cada tratamiento con relacién con la banda GFP

libre del control (nivel basal), por encima del cual se considera como induccion del

proceso.
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Figura 10 A. Western blot anti-GFP de extractos proteicos de PpATG8bpro:GFP-PpATG8b bajo
tratamientos de estrés nutricional. B. Intensidad de banda GFP libre del western A, a la intensidad de
banda del control en cada tiempo se le asignd 1 como valor para la estimacién de la intensidad bajo
los tratamientos, en cada condicién y tiempo se consideran dos repeticiones.

I

I
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1
+

Proporcién

Los resultados mostraron inducciéon de autofagia por deficiencia de N en todos los
tiempos de tratamiento. También se observd induccién por deficiencia de C, a excepcion
el dia 3 de tratamiento. Con respecto al tratamiento de oscuridad y 4% de sacarosa, la
banda de GFP libre respectiva a cada tiempo mostré una intensidad menor que la
correspondiente al tratamiento de oscuridad en el dia 1y 14. Los valores para 3y 7 dias

son poco concluyentes debido a la discrepancia entre las réplicas.
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Paralelamente se realiz6 un seguimiento por microscopia de fluorescencia para
la observacién de los autofagosomas marcados con la proteina GFP en la linea
PpATG8bpro:GFP-PpATG8b (Fig. 11), considerando como indicador de induccién un

aumento en el nimero de estructuras punteadas verdes respecto a la condicién control.

A las 24 hs siguientes al inicio de los tratamientos, el control mostré niveles de autofagia
observables que continuaron en los primeros intervalos de tiempo, aunque en tiempos

posteriores ya no se observd. Se hipotetiza que el estrés causado por el cambio de medio

(cambio del celofadn con las colonias de una placa de Petri a otra) podria ser la causa de
24 horas i i 14 dias

Oscuridad Medio sin nitrogeno ~ Medio completo

Oscurdiad + 4% sac

Figura 11 Fotos de microscopia de fluorescencia, aumento 40x. Células apicales y
subapicales de PpATG8bpro:GFP-PpATG8b en condiciones de estrés nutricional. Barra
de escala: 50 um. Tridngulos blancos: Autofagosomas. Tridngulos amarillos:
Cloroplastos.
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gue se hayan observado vesiculas autofagicas en esta condicién y tiempo. El déficit por
N fue el tratamiento donde mds estructuras verdes punteadas fueron observadas, y esto
se repitid durante todos los tiempos de tratamiento, incluso en tratamiento con
concanamicina A donde el numero de vesiculas autofagicas aumenta notablemente (Fig.
suplementaria 4). En ambos tratamientos de oscuridad no fue posible la observacién de
estructuras punteadas durante todo el experimento, siendo el fenotipo observado el de

un verde difuso distribuido en toda la célula.
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Estrés nutricional en lineas knockout para autofagia

Con el fin de evaluar las consecuencias de la falta de autofagia frente a un déficit
nutricional en P. patens, se utilizaron lineas knockout recientemente generadas en el
laboratorio, para los genes PpATG5 y PpATG7 de autofagia. Ambos genes codifican
proteinas que son parte del sistema de conjugacién del aducto ATG8-PE, el cual es
fundamental para la formacién del autofagosoma. En A. thaliana mutantes para estos

genes muestran un fenotipo similar e inhibicién total del flujo autofagico #°.

Colonias de P. patens de dos semanas fueron sometidas a las condiciones de estrés
nutricional anteriormente mencionadas. Las lineas atgs mostraron en condiciones
Optimas de crecimiento, un fenotipo senescente observable en el centro de las mismas,
ya evidente antes del comienzo de los tratamientos (Fig. 12). Ademas presentaron un
fenotipo hipersensible a los estreses nutricionales, tanto de C como de N. La deficiencia

de C resulté mas severa, a los tres dias del tratamiento de oscuridad ya se observaron
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Figura 12 Colonias correspondientes a linea salvaje, knockout atg5 y atg7 en 3 y 7 dias
de tratamiento de deficiencia nutricional. Medio completo y luz, medio sin nitrégeno y
luz, oscuridad y oscuridad 4% de sacarosa

33



colonias completamente cloréticas, mientras que en deficiencia de N un efecto similar
se observo recién a los 7 dias de tratamiento. En el tratamiento de oscuridad con 4 % de
sacarosa las colonias se mantuvieron verdes por mas tiempo con respecto al tratamiento

de oscuridad, tanto a los 3 como 7 dias.

Se determinaron diferentes variables relacionadas a la capacidad fotosintética y al
estado bioquimico-fisiolégico de las colonias. Las mediciones del dafio del fotosistema
Il (Fig. 13) se evidencian en los mutantes atg, a los 7 dias en condiciones dptimas de
crecimiento poseen niveles de dafio significativo con respecto a la linea salvaje. El dafio
causado por la deficiencia de C resulta mas severo que el de N, ya al dia 3 de tratamiento,
siendo significativamente mayor en el mutante atg5 con respecto al salvaje. En
oscuridad y 4% de sacarosa los valores de dafio para atg7 son significativamente

menores, luego de 7 dias, que los medidos en oscuridad.
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Figura 13 Box plot con determinaciones de dafio del fotosistema Il (Fv/Fm), en 3y 7 dias
de tratamiento. Lineas salvaje, knockout atg7y atg5. El n utilizado es de 5 mediciones por
punto. Los puntos de color representan valores outlier. Los asteriscos sobre los box
representan diferencia significativa con respecto al control en ese tiempo y condicion.
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El rendimiento cuantico en condiciones dptimas de crecimiento también se vio afectado
en los mutantes atg, que a los 7 dias mostraron valores menores con respecto al salvaje
(Fig. 14). Nuevamente el efecto de la oscuridad resulté mas severo, atg5 mostré valores
significativamente menores con respecto al salvaje ya a los tres dias. El tratamiento de
oscuridad y 4 % de sacarosa mostré valores de rendimiento cuantico significativamente

mayores a los obtenidos en oscuridad para atg5.

Rendimiento cuantico del fotosistema Il (OPSII)
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Figura 14 Box plot de determinaciones de rendimiento quantico (®Psll) del fotosistema
Il, en 3y 7 dias de tratamiento. Lineas salvaje, knockout atg7y atg5. El n utilizado es de
5 mediciones. Los puntos representan valores outlier.

En lo que respecta al crecimiento en area de las colonias, se observa una
disminucion en el area total alcanzada por los mutantes en condiciones de estrés
nutricional con respecto a la linea salvaje (Fig. 15). En deficiencia de N los mutantes
contindan creciendo hasta el dia 7 y las diferencias con el salvaje resultan significativas.

La oscuridad afectd el crecimiento de todas las lineas.
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Figura 15 Determinacion de drea total de colonias de linea salvaje, knockout atg5y
desde el dia 0 de crecimiento en medio completo BCDAT hasta cosecha de las colon
los 7 dias de tratamiento (21 dias en el grafico). El dia 14 inician los tratamientos,
marcado con linea roja.

Variables bioquimicas

Como marcador del estado redox, se determind la capacidad reductora mediante
FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) >>. Ambas situaciones de estrés nutricional
disminuyeron el poder reductor de las lineas (Fig. 16), tanto en los mutantes atg como
en el salvaje. En deficiencia de N los mutantes mostraron valores mas bajos que el
salvaje en los ultimos intervalos de tiempo analizados (3 y 7 dias). En oscuridad,

diferencias similares entre genotipos se observaron en las primeras 6 horas de

Potencial reductor férrico

Medio completo Medio sin nitrégeno Oscuridad Oscuridad y sacarosa 4%

Figura 16. Evolucion del FRAP (Potencial férrico reductor del plasma) durante 7 dias de
tratamieto expresado en umol/mg de peso fresco. Wt: Linea salvaje, knockout: atg5 y
atg7.
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tratamiento. El tratamiento de oscuridad con sacarosa resulté en valores de FRAP

mayores para los mutantes respecto al tratamiento de oscuridad.

También se determiné el contenido de almiddn, azucares solubles y proteinas (Fig. 17).
En condiciones dptimas de crecimiento los mutantes atg acumularon mds proteinas en
el tiempo respecto al salvaje. Asimismo, el contenido de azlcares y almidén siempre
exhibid valores superiores en el salvaje respecto a los mutantes atg al inicio de los

tratamientos.

Proteinas

Medio completo Medio sin nitrégeno Oscuridad Oscuridad y sacarosa 4%

%)
o
'

= ;
g Genotipos
%) - atg5
& 20-
‘g -~ atg7
2 - w
o
10-
0 1 3 7 0 1 3 7 0 1 3 7 0 1 3 7§
Dias
Almidon
Medio completo Medio sin nitrégeno Oscuridad Oscuridad y sacarosa 4%
100-
o 15 )
& Genotipos
E - atgs
B 50- 3 - atg7
£
= /.// - wi
o
G M \// . & :
\/ =
=t
0- ' ' ' ' ' ' ' ' i ' ' ' ' ' '
0 1 3 7 0o 1 3 7 0 1 3 7 0 1 3 7
Dias
AzUcares totales
Medio completo Medio sin nitrdgeno Oscuridad Oscuridad y sacarosa 4%
975 a5
o
£ :
® Genotipos
L)
:3 50- ~— alg5
0 =+ alg7
2
g —— Wt
‘N 25-
N
< \
— g e ———— Nz
o —
—
D A l 1
0 1 3 7 0 1 3 7 0 1 3 f/ 0 1 3 4

Dias

Figura 17 Evolucion del contenido de almiddn, azucares solubles y proteinas durante 7
dias de tratamiento. Valores expresados en mg/g de peso fresco. Wt: linea salvaje,
knockout: atg5 y atg7
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Carotenoides y xantofilas ug/g
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Bajo estrés nutricional de N, la linea salvaje acumulé almiddn y azlcares solubles. Por el
contrario, en los mutantes se observé una disminucién de almiddn tanto con respecto
al salvaje en deficiencia de N, como en comparacién con condiciones 6ptimas de
crecimiento. El aumento en proteinas observado en condicién control ya no se observa,

sino que estas disminuyen a lo largo del tiempo de tratamiento.

En oscuridad, hay una disminucidn marcada de proteinas y también de almidén y
azucares solubles en todos los genotipos. Se observé una diferencia entre los mutantes
y el salvaje Unicamente en los primeros puntos de tiempo (6 hs). Las mediciones en el
tratamiento de oscuridad y sacarosa corroboran latomay utilizacién de este compuesto

por las lineas mutantes atg y la consiguiente acumulacion de almidén y azucares.

Por ultimo, también se cuantificé el contenido de carotenoides y xantofilas. Los estreses
nutricionales disparan los niveles de estos pigmentos, tanto en knockout como en la
linea salvaje. El efecto inductor es mas marcado bajo déficit de N. Por otra parte, en la
linea salvaje la sacarosa moderd el incremento del contenido de pigmentos, con

respecto a oscuridad, mientras que lo contrario ocurrié en los mutantes (Fig. 18).

Carotenoides y xantofilas totales

Medio completo WMedio sin N Oscuridad Oscuridad 4%sac

Vo

' '
3 7

=
'

-
=~
[=]

\ \
o1 3 70 1 3 700 1
Dias

Figura 18 Evolucion del contenido de carotenoides y xantofilas en 7 dias de tratamiento.
Valores expresados en ug/g de peso fresco. Wt: linea salvaje, knockout: atg5 y atg7
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Discusion

Conservacién de la maquinaria ATG en P. patens

El primer objetivo de este trabajo consisti6 en conocer las relaciones
filogenéticas de distintas secuencias peptidicas de ATGS. Se selecciond ATGS8 por ser una
proteina fundamental para la ocurrencia de autofagia, que ademds de estar
ampliamente estudiada en plantas superiores, se encuentra asociada a GFP en la linea
PpATG8bpro: GFP-PpATGS8b. En este trabajo se utilizdé esta linea como reportera del
proceso de autofagia, por lo que una andlisis comparativo de la secuencia peptidica de
la misma con respecto a la de otras previamente estudiadas puede dar un indicio de
conservacién o no de la funcién.

El concepto de funcidén puede tener diferentes interpretaciones contexto dependiente,
aunque generalmente describe aspectos bioquimicos, celulares y fenotipicos de los
eventos moleculares que involucran a la proteina . Como ultima instancia, una funcién
debe ser corroborada experimentalmente, pero existen diferentes herramientas que
pueden dar una aproximacion a ésta sin la necesidad de experimentacion.

Una de estas aproximaciones es la construccion de arboles filogenéticos, que son
hipotesis de relaciones, originalmente entre taxones y sus hipotéticos ancestros
comunes %7, Esta herramienta puede utilizarse con el propdsito de comprender las
relaciones entre las secuencias en si, ya sean nucleotidicas o peptidicas, y no
necesariamente entre los taxones a los que corresponden; siendo util en la dilucidacién
de las funciones de los genes y proteinas que no han sido estudiados experimentalmente

(Hall et al. 2009).

Pardlogos y ortélogos, los dos tipos de homdlogos generados respectivamente por la
duplicacién de genes y la especiacion durante la evolucion, todavia pueden compartir
funciones similares o no. Por lo tanto, la funcidn de una proteina o gen puede inferirse
de la de sus paralogos u ortélogos, aunque el nivel de su similitud funcional puede
depender de su distancia evolutiva y otros factores tales como interaccién con otros

elementos celulares, sitio de expresion, etc.

39



En un contexto en donde la velocidad en que la secuenciacién masiva pone a disposicion
genomas de organismos nuevos que supera ampliamente la capacidad experimental, las
herramientas bioinformaticas comparativas se vuelven accesibles, rapidas y necesarias
para un correcto abordaje de esta problematica. En el area de la autofagia, gran parte
de las proteinas y genes estdn particularmente conservados en los eucariotas donde se
ha estudiado el proceso, con modificaciones y caracteristicas propias de cada grupo,
pero sin grandes variaciones incluso en organismos muy alejados filogenéticamente. Un
ejemplo es el caso de LC3 en M. musculus y ATG8 de A. thaliana *¢ utilizado como
outgroup en este trabajo. EI musgo P. patens contiene homdlogos para toda la
maquinaria autofagica*?, de los que se tiene poca o nula evidencia experimental sobre

su funcion.

El estudio realizado comprendié 17 organismos dentro del clado Viridiplantae.
Se identificé en cada organismo analizado al menos una secuencia homodloga para las 9
AtATGS, incluidos los linajes de plantas inferiores como V. carteri, O. lucimarinus, C.
reinhardetii y la recientemente secuenciada S. falax. Las especies se diferenciaron en el
numero de copias homoélogas; los representantes de clorofitas y charofitas presentan
solo una copia, mientras que las briofitas poseen un nimero de genes mas elevado que
va hasta 6 en P. patens (Tabla 1). Finalmente las plantas con flores, angiospermas, son
el grupo con el mayor nimero de secuencias por especie, con hasta 11 en G. max. Estos
datos sugieren por un lado una expansién de genes ATGS8, es decir el aumento en el
nimero de secuencias por especie, que se habria producido en el linaje de plantas
terrestres ancestrales y por otro lado eventos de duplicacion de genes que ocurrieron

durante la especiacién y evolucién de las angiospermas.

Las secuencias en estudio corresponden a proteinas de no mas de 130 aa, con dominios
conservados que tienen asignada una funcién putativa. Los andlisis filogenéticos de
estas regiones sugieren una clasificacion de las secuencias en 2 clases, con la clase |l
subdividida a su vez en dos subclases, a y b. (Fig. 4). Considerando los ATG8s de A.
thaliana, podemos definir a las clases de acuerdo a la distribucién de estas secuencias
dentro de ellas 8 ; clase Il ATG8a-d y ATG8e-g, respectivamente en cada subclase y para

la clase | las secuencias ATG8h-i.

40



Con la duplicacion de genes puede ocurrir la diferenciacion en nuevas funciones de las
copias redundantes, variaciones en la secuencia de aminoacidos dentro de las clases
implican que pueden existir diferencias funcionales sutiles. Los miembros de la Clase |,
a diferencia de aquellas secuencias en la clase Il, no tienen residuos adicionales mas alla
del Gly carboxi terminal, lo que indica que pueden funcionar sin el procesamiento de la
proteasa ATG4 4 a diferencia del resto de las secuencias. Kellner (2017) sugiere que en
las plantas con flores posibles subfuncionalizacion y diversificacidn de los paralogos llevé
a la diversificacién del proceso de autofagia en si, siendo posiblemente el motor para la
apariciéon de la autofagia selectiva. Ningin ATG8 de P. patens fue localizado en esta
clase, sugiriendo funciones redundantes de las secuencias o tal vez funciones tejido o
estimulo especifico. En este sentido se podrian analizar los promotores de estos genes.
Es interesante, que no hay ATGS clase | en P. patens, pero si hay receptores de autofagia
selectiva como el p62 .

Enla clase Il se puede observar que por un lado existen asociaciones entre todas
las secuencias de los organismos pertenecientes a los clados mas basales de
viridiplantae; todas las algas verdes, briofitas y linajes primitivos de plantas terrestres
como licopodiacea, agrupadas a la vez con pocos elementos de angiospermas en la
subclase a. Las secuencias de P. patens estan comprendidas en su totalidad aqui. Es
importante destacar este agrupamiento, ya que muestra por un lado la similitud
relacionada a la posicion filogenética entre grupos basales y por otro lado, nos da un
indicio de la conservacidén de estructura que poseen las secuencias de P. patens al
agruparse con secuencias pertenecientes a organismo derivados. En la subclase a se
observan también asociaciones que responden a la proximidad filogenética de las
especies; todas las secuencias correspondientes a los representantes de
monocotiledéneas por ejemplo, junto con otras angiospermas.

El soporte bottstrap de las subclases es bajo, pero los grupos definidos son
congruentes con aquellos en Seo (2016), por lo que fueron identificadas de todas
maneras. La falta de sustento podria deberse; por un lado a lo conservado de esta
estructura a lo largo de historia de viridiplantae, reflejado en pocas variaciones en las
secuencias, o también a la diferencia en el muestreo y tamafo de matriz que aqui se
utiliza. Otra posibilidad es que la utilizacién de secuencias peptidicas y no nucleotidicas

enmascare variaciones en caracteres homodlogos que pueden adicionar robustez al
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analisis. Como el objetivo de este trabajo fue comparar conservacion de estructuras y
funcion de una proteina en diferentes organismos y no asi los procesos evolutivos que
ocurrieron entre los organismos particulares, es que preferimos utilizar secuencias
peptidicas. Estas filogenias son valiosas ya que tienen en cuenta las sustituciones de
aminodcidos que pueden conservar la funcién original, algo que en la secuencia de ADN
puede pasarse por alto, y porque permitir la identificacidon de ortdlogos y la divergencia
de homodlogos con nuevas funciones dentro de una linea evolutiva dada. De todas
maneras, en estudios futuros complementaremos el andlisis utilizando un alineamiento

de las secuencias nucleotidicas.

Autofagia en P. patens bajo déficit nutricional de Cy N

Induccion de senescencia

Se ha reportado que, durante la senescencia foliar en A. thaliana, hay un
incremento de la autofagia evidenciado por un incremento en la expresién de genes ATG
y del flujo autofdgico 77, En estudios previos, realizados en la linea salvaje de P. patens,
se ajustaron las condiciones de estrés nutricional por deficiencia de Cy N, que resultaron
en una induccidn de senescencia®?. En el caso de la deficiencia de C, por oscuridad, se
observé la expresion de homélogos de AtATG8 y de estructuras vesiculares compatibles
con autofagosomas*’. En dicho estudio, ain no se contaba con una herramienta
molecular para la visualizacidon de la autofagia, tal como la linea PpATG8bpro:GFP-
PpATG8b*. Esta linea, al expresar la proteina GFP fusionada con ATGS, bajo control del
promotor endégeno de ATGS, tendria la potencialidad de ser utilizada para visualizacién
de autofagosomas y cuantificacién del flujo autofagico por inmunoblot anti GFP. Cuando
la linea GFP-ATGS8 fue sometida a las condiciones de déficit nutricional previamente
establecidas, también se observé induccion de senescencia (Fig. 7, 8, 9). En particular, la
restriccion de C fue mads efectiva que la restriccion de N para inducir la senescencia (Fig.
9.1), alterar negativamente el patrdon de crecimiento (Fig. 7.2), disminuir el contenido
de Rubisco (Fig. 8), el rendimiento cuantico y estabilidad del fotosistema Il (Fig. 9). Estos

resultados indican que la linea PpATG8bpro:GFP.PpATG8b se comporta de forma similar
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a la salvaje en las condiciones inductoras de senescencia ensayadas, y que por lo tanto,

la construccidn insertada no estaria alterando el comportamiento de la misma.

Potencialidad de la linea PpATG8bpro:GFP-PpATG8b para monitorear

autofagia

Estudios previos, en levaduras, reportaron el uso de lineas transgénicas GFP-
ATGS bajo el control de promotores endégenos 7>73, En plantas, las lineas GFP-ATG8
bajo el control del promotor endégeno fueron ineficientes para la medicién de flujo
autofagico (data no publicada de Chung T and Vierstra RD). La importancia del uso de
lineas transgénicas con promotores enddgenos radica en la capacidad de estos para
responder de la misma forma que el gen nativo y no expresarse continuamente, como

es el caso de los promotores constitutivos.

En el presente trabajo, fue posible la visualizacién de autofagosomas en la linea
PpATGS8bpro:GFP-PpATG8b (Fig. 11) tal como en plantas superiores 4. Sin embargo, no
fue posible detectar la banda correspondiente a la proteina de fusién GFP-ATGS, lo cual
impidid la evaluacién de flujo autofagico (Fig. 5 y 10). La ausencia de la proteina de
fusion, en el western blot de P. patens, podria deberse a un error en el marco abierto
de lectura en la secuencia codificante o a una baja sensibilidad del método de deteccién
utilizado por fosfatasa alcalina. Desde que la construccion GFP-ATGS8 presenta GFP en
posicién N-terminal podria ocurrir que un error en el clonado de GFP o ATGS8 resultaria
en un cambio del marco de lectura del constructo. Sin embargo, se verificé mediante
secuenciacion que el marco de lectura era correcto. En lo que respecta a la sensibilidad
del método para revelado del western blot, el empleo de quimioluminiscencia (alta
sensibilidad) tampoco permitid la deteccion de GFP-ATGS8. Otras hipodtesis, para explicar
la ausencia de la proteina de fusion, podria ser que el turnover (sintesis vs. degradacion)
de GFP-ATGS estuviera desbalanceado por una baja tasa de sintesis de la proteina de
fusidn, por causa del promotor enddgeno, o que su degradacién fuera rdpida o ambos

simultdneamente. En cualquier caso, no seria posible observar el constructo, resultando
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que la banda de GFP detectada sea una simple acumulacion favorecida por la, reportada,

estabilidad de GFP frente a proteasas de vacuola 7.

En P.patens autofagia se induce por estrés nutricional

La induccidén de autofagia, durante la senescencia desencadenada por estrés

nutricional, ha sido reportada en plantas superiores, mamiferos y levaduras 7°.

Las colonias de P. patens sometidas a deficiencia de N sobrevivieron por mas de 30 dias
con modificaciéon de su patrén de desarrollo®?. Aunque en este trabajo, el tiempo
maximo de deficiencia fue la mitad, fue suficiente para observar un crecimiento de los
rizoides con respecto a otras estructuras (Fig. 7.2). Esto podria correlacionarse, con el
efecto del N en la regulacién de las raices laterales observado en plantas superiores ©°,
La deficiencia de N indujo autofagia en todos los tiempos analizados, hecho evidenciado
tanto por un aumento en GFP libre (Fig. 10) como por la observaciéon de vesiculas
autofagicas (Fig. 11), observacion ratificada en células tratadas con Concanamicina A,
donde se observa un aumento en el nimero de vesiculas (Fig. suplementaria 4). Esto es

coincidente con resultados similares reportados en otras especies vegetales 7.

En P. patens (salvaje) se reportd la expresion de genes ATG8, ATG5 y ATG7 luego
de hasta 3 dias de oscuridad 4%#2, Consistentemente, en la linea PpATG8bpro:GFP-
PpATGS8b la oscuridad indujo un aumento de la GFP libre (Fig.10) que, si bien, no pudo
correlacionarse con un incremento de vesiculas autofagicas, fue paralelo con un
sorprendente aumento de fluorescencia verde difusa (Fig. 11). Este desbalance entre
acumulacién de GFP sin un correspondiente incremento de vesiculas autofagicas, podria
deberse a que los tiempos considerados, para el monitoreo del proceso, hayan sido
tardios para la observacion de estructuras autofagicas definidas y que, adicionalmente,
ocurre una enorme acumulacion de GFP en el tiempo, debido a |a estabilizaciéon vacuolar
de esta proteina fluorescente por oscuridad 7>. A este respecto, un experimento mas
corto (dos horas de oscuridad) mostré que en P. patens se acumularon un gran nimero

de vesiculas autofagicas (Fig. suplementaria 5).

Desde que el déficit de C induce autofagia, se espera que, un suministro de C

externo ralentice esta induccién. Sin embargo, la sacarosa 2% fue incapaz de revertir la
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expresion de genes PpATG8*? lo que podria deberse a que dicha concentracién era
insuficiente. En este sentido, el suministro de 4% de sacarosa disminuyd los niveles de
GFP libre con respecto al 2% (Fig. 5) reforzando la evidencia de que, en P. patens, la

deficiencia de C también induce autofagia.

Déficit nutricional en mutantes atg

Las lineas knockout son una herramienta muy importante en los estudios de
genética reversa ya que permiten estudiar los efectos que trae aparejada la pérdida de
funcién, ademas la generacidn y caracterizacién de estas lineas tiene valor adicional para

su uso como controles negativos de autofagia mas alla de este trabajo.

En condicion control, la regidon central (mas vieja) de las colonias mutantes exhibid
senescencia temprana (Fig. 12), hecho que también se evidencio en la disminucidn de
los parametros fotosintéticos (Fig. 13 y 14). Sin embargo, la Unica diferencia observada,
en la evolucion de los pardmetros bioquimicos fue un mayor contenido de proteinas en

los mutantes atg, hecho coincidente con lo, previamente, reportado en A. thaliana .

Bajo condiciones de deficiencia nutricional de N los mutantes mostraron ser
hipersensibles, lo cual se evidencid a los 7 dias de tratamiento con una marcada clorosis
(Fig. 12) y disminucién de los parametros fotosintéticos (Fig. 13 y 14). El crecimiento fue
menor con respecto a la linea salvaje, pero no cesé (Fig. 15). En lo que respecta a los
parametros bioquimicos, las lineas mutantes se mostraron agotadas tanto en almidén
como azucares, en contraste con la salvaje donde estos compuestos se acumularon;
resultado esperable debido al desbalance entre la fijacion de C por fotosintesis y la falta
de asimilacion de N en estas condiciones. El contenido de proteinas disminuyd en los
mutantes con respecto al salvaje y en relacidén a los mutantes en condiciones dptimas,
correspondiéndose con trabajos previos en Chlamydomonas 7°. Esta disminucién es un
indicio de que en los mutantes estaria ocurriendo reciclado de nutrientes por métodos

alternativos a la autofagia.

La oscuridad resultod ser un factor mds severo para las lineas atg, ya que a los tres

dias de tratamiento mostraron una fuerte disminucidon en parametros fotosintéticos
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(Fig. 13 y 14), marcada clorosis (Fig. 12) y un cese del crecimiento (Fig. 15). También en
oscuridad las mutantes mostraron una disminucion en el nivel de proteinas, almidén y
azucares solubles. Frente al déficit de carbohidratos las plantas pueden utilizar proteinas

como sustrato para la respiracién &. En plantas de A. thaliana en oscuridad, la autofagia

81 21

contribuye a la degradacién de proteinas cloroplasticas y almiddn
Consecuentemente, las lineas atg acumulan proteinas y almidén 8. Sin embargo, esto
no parece ocurrir en P. patens ya que, aun con la autofagia apagada, hubo degradacidn

de proteinas y almiddn, lo que sugiere la ocurrencia de vias alternativas a la autofagia

83

Si bien ambos tratamientos de deficiencia mostraron severidad diferencial, acentuada
en el tratamiento de oscuridad, en ambas condiciones los mutantes senescen antes que
la linea salvaje, caracteristica también observada en mutantes atg de otras especies

vegetales 8416

éPor qué los mutantes atg de P. patens senescen antes?

La capacidad reductora de todas las lineas se vio afectada en los tratamientos de
estrés nutricional, principalmente en oscuridad, y esta caida se corresponde con un
aumento en los niveles de compuestos antioxidantes como carotenoides y xantofilas
(Fig. 18). Unicamente, en el caso del déficit de N se observé diferencia entre los
mutantes y la linea salvaje, donde esta ultima recupera su capacidad reductora en los

ultimos tiempos de tratamiento (Fig. 16).

En plantas superiores se reportd que los mutantes atg sufren un desbalance redox* que
seria causa de la senescencia temprana. Asi, en genotipos wild type la autofagia
funcionaria en un loop de retroalimentacidon negativo controlando la sefializacién por
acumulacién de acido salicilico (SA) y de especies reactivas del oxigeno (ROS),
incrementada bajo estrés, lo que regularia negativamente la senescencia y la muerte
celular?*. Por el contrario, los mutantes acumulan estos compuestos y al ser incapaces
de capturarlos por autofagia, se dispara la senescencia temprana. Como propuesta
mejoradora, se propone estudiar el rol de SA y ROS en mutantes atg de P. patens en

estas condiciones.
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El suministro exdgeno de sacarosa ralentiza la senescencia de mutantes atg

sometidos a oscuridad

En lo que respecta al efecto de la sacarosa, estudios previos en P. patens
mostraron que el suministro de C exdgeno (glucosa) a mutantes atg5 en oscuridad, no
tuvo efecto ralentizante sobre la senescencia %°. Nuestros resultados prueban que el
suministro exdgeno de sacarosa si resultd en un retraso de la senescencia de los
mutantes atg (Fig. 12). En estas condiciones, los mutantes acumulan almiddn y azicares
solubles, lo que confirma que estas colonias utilizaron la sacarosa del medio y este
hecho, ademads, haya sido probablemente la causa de la recuperacién del poder reductor

con respecto a la condicién de oscuridad (Fig. 16).

Conclusidn

El andlisis filogenético y el estudio de los dominios funcionales de los de AtATG8
sugieren conservada la funcién de la proteina involucrada la biogénesis del
autofagosoma en viridiplantae y en P. patens. En lo que respecta a la linea
PpATG8bpro:GFP-PpATGS8b, se concluye que resulta una herramienta aceptable para
observacion de autofagosomas y estimar la induccién de autofagia por las variaciones
de GFP libre con respecto a una condicidn control, pero para la medicién de flujo
autofagico se propone la utilizacion de lineas bajo control de promotor constitutivo,

como ser UBQpro::GFP-PpATG8b.

La induccion de autofagia en la respuesta al déficit nutricional de Cy N esta conservada
en P. patens como en otras especies y resulta fundamental para su supervivencia en
estas condiciones. En este trabajo se brindan las bases para la diversificacion y

profundizacion del estudio de autofagia a futuro en el musgo P.patens.
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Anexos

ol o2 p1 B2 o3 B3 od pa

ATGBCL

>AtATG82 IREKYPDRIPVIVEKAGQSDVPDIDKKKYLVPADL TVGQFVYWWRKRIKLGAEKATFVEVKNTLPPTAALMSATYEEHKDEDGFL'
SAtATG8b i PERVPVIVEKAGQSDVPDIDKKKYLVPADL TTGQFVYVWRKRTKLGAEKATFVEVKNTLPPTAALMSATYEEHKDEDGFL
>PpATGE8a IRGKYPDRIPVIVEKAEKSDIPDIDKKKYLVPADLTVGOFVYVIRKRIKLSSEKATIFIEVKNVLPPTAAMMSSIYDEHKDEDGFVYF
>PpATGBb IROKYPDRIPVIVEKAEKSDISDIDKKKYLVPADL TVGOFVYWIRKRIKLSSEKAIF KNVLPPTAAMMSSTYDEHKDEDGFLYF
>PpATGS8d IREKYPDRIPVIVEKAEKSDIPDIDKKKYLVPADLTVGQRFVYVIRKRIKLSSEKAIR KNVLPPTTAMMSSIYDEHKDEDGFLYF
»>PpATGEC IRDKYPDRIPVIVEKAEKSDIPDIDKKKYLVPADLTVGOFVYVIRKRIKLSSEKATFIRVKNVLPPTAAMMSSIYDEHKDEDGFLYF
>PpATGSg IRDKYPDRIPVIVEKAEKSDIPDIDKKKYLVPADL TVGQFVYVIRKRIKLSSEKAIFIEVKNVL PPTAAMMSSYYDEHKDEDGFLYF
>PpATGE8e IRGKYPDRIPVIVEKAEKSDIPDIDKKKYLVPADLTVGOFVYVIRKRIKLSSEKATFIEVKNVLPPTAAMMSSTYDEHKDEDGFVYF
>GmATG82 IROKYPDRIPVIVEKAERSDIPDIDKKKYLVPADL TVGQFWYWWRKRIKVSAEKATFVETYNTLPPTAALMSSTYEENKDDDGFL'
>GmATGBb IRDKYPDRIPVIVEKAERSDIPDIDKKKYLVPADLTVGQRVYWWREKRIKVSAEKATFVEVNNTLPPTAALMSSIYEENKDDDGFL
>ChrATGB TKEKYPDRIPVIVEKAERSDIPDIDKKKYLVPSDLTVGQFVYVIRKRIKL SPEKATFIEVKNVL PPTAALMSSTYEDHKDEDGFLYT
>0sATGBa IREKYSDRIPVIVEKADKTDVPEIDKKKYLVPADL TVGQFVYWWRKRIKLSPEKAIF KNTLPPTASLMSATYEENKDEDGFL'
>TaATG8a IREKYSDRIPVIVEKAGKSDIPDIDKKKYLVPADLTVGQFVYWWRKRIKLSAEKAIF KNTLPPTAALMSAIYEENKDEDGFL'
>SFATGSa IREKYPDRIPVIVEKAEKSDIPDIDKKKYLVPADL TVGQRVYWWRKRIKLSSEKATFIEVKNVL PPTAAMMSSIYEEHKDEDGFLYF
SVvATGEC IREKYPORIPVIVERAEKSDIPDIDKKKYLVPADLTVGORVYWWRKRIKLTPEKAIFIFIKNILPPTAAMMSALYEENKDEDGFL
>ZmATG8b IREKYPDRIPVIVEKAERSDIPDIDKKKYLVPADL TVGQFVYWWRKRIKLSAEKAIFIFVKNTLPPTAALMSSIYEENKDEDGFL
>BolATG8a TREKYPDRVPVIVEKAGQSDVPDIDKKKYLVPADL TVGQFVYWVWRKRIKLGAEKATFVEVKNTLPPTAALMSATYEEHKDEDGFL
>KnATGE IREKYPDRIPVIVEKAEKSDIPDIDKKKYLVPADLTVGOFVYVIRKRIKLSSEKATIFIRVDNVLPPTAALMSSIYEEHKDEDGFLYT
SMpATG8a T EKYPDRVPVIVKRADKSSTPDIDKKKFLVPVDLAVGQFVEVTRKRMKL TPEKATFVEVKDVL PPTSAMMAQTYDEYKDQDGFL
>MpATGBb IRNKYPDRIPVIVERAEKSDIPDIDKKKYLVPADLTVGQFVFVIRKRIKLSAEKAIFIFVRNVLPPTAAMMSATYDEHKDDDGFLYL
>01ATG8 TREKYNDRVPVIVERAEKSDAPTLDKKKYLVPADL TVGQFVYVIRKRIKL SAEKATFTEVNNVL PPTAAL MSAVYEEHKDEDGFL
>0sATGED IREKYSDRIPVIVEKAERSDIPDIDKKKYLVPADLTVGQFVYWWRKRIKLSPEKALR KNTLPPTAALMSALYEENKDEDGFL'
- ! i i i
Sitio predicho de unién a tubulina Sitio predicho de unién a ATG7

GABARAP

Figura Suplementaria 1 Figura Suplementaria 1 Alineamiento de secuencias homologas
de AtATGS8 en diferentes especies de Viridiplantae. En rojo se identifican los residuos
conservados del dominio GABARAP. En verde se identificaron las regiones
correspondientes a la estructura tridimensional que se adoptd del homélogo de papa
ATG8CL.*?, basado en Kellner (2016)%4.
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Figura suplementaria 2 Imagen esquematica del constructo PpATG8bpro:GFP.PpATG8b. Donde

ATG8e se corresponde con la nomenclatura previamente utilizada ATG8b
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Figura suplementaria 3 Patron de expresion en valores absolutos del gen
correspondiente a la linea PpATG8bpro: GFP-PpATG8b, obtenido de Physcomitrella eFP
browser. La expresion corresponde la linea salvaje crecida en condiciones dptimas de
cultivo.
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3 dias de tratamiento

Control Concanamicina A

4
-

Medio completo

Medio sin N

7 dias de tratamiento

Control Concanamicina A

Figura suplementaria 4. Linea PpATG8bpro:GFP.PpATG8b 3 y 7 dias de tratamiento en
medio completo y luz y medio sin nitrégeno y luz. Tratamiento de 4 hs con
Concanamicina A 1 um. Barra de escala: 50 um. Tridngulos blancos: Autofagosomas.
Tridngulos amarillos: Cloroplastos.

Medio completo

Medio sin N
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Control Oscuridad 2 hs

Figura suplementaria 5 Fotografias de microscopia confocal, de células de
protonema de la linea PpATG8bpro:GFP-PpATG8b luego de dos horas de
oscuridad (derecha) y control (luz, izquierda).
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